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Práce se sekvenčními daty (DNA)

II. II. ččáástst
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Nejčastější
 

typy analýz sekvencí
 

DNA

1.1.
 

VyhledVyhledáánníí
 

otevotevřřených ených ččtectecíích rch ráámcmcůů
 

(ORF)(ORF)
2.2.

 
Analýza vyuAnalýza využžititíí

 
kodonkodonůů

3.3.
 

PPáárovrovéé
 

ppřřiloiložženeníí
 

sekvencsekvencíí, stanoven, stanoveníí
 

identity a identity a 
podobnostipodobnosti

4.4.
 

VyhledVyhledáánníí
 

motivmotivůů
 

v sekvencv sekvencííchch
5.5.

 
RestrikRestrikččnníí

 
analýza analýza in in silicosilico

6.6.
 

NNáávrh sekvencvrh sekvencíí
 

oligonukleotidoligonukleotidůů
primeryprimery pro PCRpro PCR
primeryprimery pro sekvenovpro sekvenováánníí
hybridizahybridizaččnníí sondysondy
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Vyhledání
 

otevřených čtecích rámců
 

(ORF)

ORF (Open ORF (Open ReadingReading FrameFrame))
Sada pSada přřeklekláádaných kodondaných kodonůů mezi iniciamezi iniciaččnníím a m a 
terminaterminaččnníím kodonemm kodonem
ORF ORF FinderFinder
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.htmlhttp://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html

Výsledek je zVýsledek je záávislý na pouvislý na použžititéém genetickm genetickéém m 
kkóódudu
U U prokaryotprokaryot, kter, kteréé nemajnemajíí introny je zintrony je záákladem kladem 
hledhledáánníí gengenůů
U U eukaryoteukaryot zpravidla vyuzpravidla využžíívvááme analýzu me analýzu 
sekvencsekvencíí komplementkomplementáárnrníí DNA (DNA (cDNAcDNA))

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html
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Analýza využití
 

kodonů
 

(codon
 

usage)

VyuVyužžititíí synonymnsynonymníích kodonch kodonůů
nenneníí nnááhodnhodnéé
je rozdje rozdíílnlnéé u ru růůzných genomzných genomůů, kter, kteréé majmajíí ururččititéé
preferovanpreferovanéé kodony pro urkodony pro urččititéé aminokyselinyaminokyseliny

DatabDatabááze vyuze využžititíí kodonkodonůů
http://www.kazusa.or.jp/codon/http://www.kazusa.or.jp/codon/

http://www.kazusa.or.jp/codon/
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Nejčastější
 

typy vyhledávání
 

v sekvencích

restrikrestrikččnníí mmíístasta
repetice DNArepetice DNA

ppřříímméé
obrobráácencenéé (vl(vláásenky, vlsenky, vláásenky se smysenky se smyččkou)kou)

konsenznkonsenzníí vzoryvzory
uužživatelsky definovanivatelsky definovanéé vzoryvzory
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Restrikční
 

analýza in silico

RestrikRestrikččnníí endonukleendonukleáázy tzy třříídy IIdy II
SekvenSekvenččnněě specifickspecifickéé endonukleendonukleáázy, kterzy, kteréé ššttěěppíí DNA v DNA v 
rozpoznrozpoznáávaných sekvencvaných sekvencííchch
PPřřehled dostupný v databehled dostupný v databáázi REBASEzi REBASE-- RestrictionRestriction Enzyme Enzyme 
DatabaseDatabase
http://rebase.neb.com/rebase/rebase.htmlhttp://rebase.neb.com/rebase/rebase.html

Sekvence rozpoznSekvence rozpoznáávacvacíích mch míístst
Producent enzymuProducent enzymu
ReferenceReference
KomerKomerččnníí dostupnostdostupnost
Sekvence genSekvence genůů
KrystalografickKrystalografickáá datadata
Citlivost k metylaciCitlivost k metylaci

REBpredictorREBpredictor –– predikce rozpoznpredikce rozpoznáávacvacíí sekvence u nových sekvence u nových 
enzymenzymůů
RebaseRebase genomesgenomes –– identifikace genidentifikace genůů pro RE v genomechpro RE v genomech

http://rebase.neb.com/rebase/rebase.html
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Software pro restrikční
 

mapování

Konstrukce restrikKonstrukce restrikččnníích map na zch map na záákladkladěě analýzy sekvence DNA analýzy sekvence DNA ––
vyhledvyhledáánníí restrikrestrikččnníích mch míístst

Nezbytný pNezbytný přředpoklad pro klonovedpoklad pro klonováánníí
Interpretace RFLP polymorfizmInterpretace RFLP polymorfizmůů
Simulace výsledkSimulace výsledkůů gelovgelovéé elektroforelektroforéézy restrikzy restrikččnníích fragmentch fragmentůů

VirtuVirtuáálnlníí klonovklonováánníí
VytvoVytvořřeneníí kvalitnkvalitníí grafiky ilustrujgrafiky ilustrujííccíí restrikrestrikččnníí mapymapy

RestrictionMapperRestrictionMapper ((http://www.restrictionmapper.org/http://www.restrictionmapper.org/))
WebCutterWebCutter ((http://www.firstmarket.com/cutter/cut2.htmlhttp://www.firstmarket.com/cutter/cut2.html))
NEB NEB CutterCutter v2.0 (v2.0 (http://tools.neb.com/NEBcutter2/http://tools.neb.com/NEBcutter2/))
EMBOSS EMBOSS RestrictRestrict
((http://bioweb.pasteur.fr/seqanal/interfaces/restrict.htmlhttp://bioweb.pasteur.fr/seqanal/interfaces/restrict.html))
RestrictionRestriction MapsMaps
((http://arbl.cvmbs.colostate.edu/molkit/mapper/index.htmlhttp://arbl.cvmbs.colostate.edu/molkit/mapper/index.html))
pDRAW32 (pDRAW32 (http://www.acaclone.com/http://www.acaclone.com/))

http://www.restrictionmapper.org/
http://www.firstmarket.com/cutter/cut2.html
http://tools.neb.com/NEBcutter2/
http://bioweb.pasteur.fr/seqanal/interfaces/restrict.html
http://arbl.cvmbs.colostate.edu/molkit/mapper/index.html
http://www.acaclone.com/
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Výsledky restrikční
 

analýzy in silico

Enzymy, kterEnzymy, kteréé sekvenci nesekvenci neššttěěppíí
Enzymy, kterEnzymy, kteréé ššttěěppíí –– popoččet a pozice et a pozice 
rozpoznrozpoznáávacvacíích mch míístst
LineLineáárnrníí nebo krunebo kružžnicovnicováá mapa sekvence se mapa sekvence se 
znznáázornzorněěnníím pozice restrikm pozice restrikččnníích mch míístst

GrafikaGrafika
Identifikace ORF a translace do proteinuIdentifikace ORF a translace do proteinu
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Klonování
 

in silico, konstrukce vektorů

Kombinace segmentKombinace segmentůů sekvencsekvencíí
znznáámméé/nezn/neznáámméé funkcefunkce

PlazmidyPlazmidy
ppřřebebííranranéé z databz databáázeze
zpravidla znzpravidla znáámméé funkcefunkce

Inzerty Inzerty –– obvykle novobvykle novéé sekvencesekvence
ccharaharakkterizterizovanovanéé restrirestrikkččnníí mapmapouou
ccharaharakkterizterizovanovanéé sekvencsekvencíí DNADNA
ccharaharakkterizterizovanovanéé funkcfunkcíí

Nomenklatura pro konstrukty nenNomenklatura pro konstrukty neníí stanovenastanovena
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Navrhování
 

sekvencí
 

primerů

Polymerázová řetězová reakce
Modifikované oligonukleotidy na 5'-konci pro 
klonování
Oligonukleotidy jako hybridizační sondy pro real-
time PCR
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Syntéza obou řetězců
 

u specifické
 

sekvence
TTGAGAAAGGAATAAGCAGAATTCGTTCCAAAAAGAATGAGCTGTTGTTTGCAGAAATCGAGTATATGC
AACTCTTTCCTTATTCGTCTTAAGCAAGGTTTTTCTTACTCGACAACAAACGTCTTTAGCTCATATACG

5’ 3’

3’ 5’

TTGAGAAAGGAATAAGCAGAATTCGTTCCAAAAAGAATGAGCTGTTGTTTGCAGAAATCGAGTATATGC
AACTCTTTCCTTATTCGTCTTAAGCAAGGTTTTTCTTACTCGACAACAAACGTCTTTAGCTCATATACG

5’ 3’

3’ 5’

TTGAGAAAGGAATAAGC
AACTCTTTCCTTATTCGTCTTAAGCAAGGTTTTTCTTACTCGACAACAAACGTCTTTAGCTCATATACG
3’ 5’

5’ 3’
Přímý (forward)

primer
DNA POL

dNTPs

TTGAGAAAGGAATAAGCAGAATTCGTTCCAAAAAGAATGAGCTGTTGTTTGCAGAAATCGAGTATATGC 
TCTTTAGCTCATATACG
3’ 5’

5’ 3’

Zpětný (reverse) primerdNTPs

DNA POL

TTGAGAAAGGAATAAGCAGAATTCGTTCCAAAAAGAATGAGCTGTTGTTTGCAGAAATCGAGTATATGC
AACTCTTTCCTTATTCGTCTTAAGCAAGGTTTTTCTTACTCGACAACAAACGTCTTTAGCTCATATACG

5’ 3’

3’ 5’
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Design primeru
 

pro PCR

RelativnRelativněě snadnsnadnáá výpovýpoččetnetníí zzááleležžitost itost ––
prohledprohledáávváánníí sekvence a identifikace krsekvence a identifikace kráátkých tkých 
sekvencsekvencíí splsplňňujujííccíích urch urččititáá kritkritéériaria

DDéélka lka primeruprimeru
Obsah G+CObsah G+C
Teplota Teplota TmTm
SpecificitaSpecificita
Komplementarita Komplementarita primerovýchprimerových sekvencsekvencíí
Sekvence 3Sekvence 3‘‘--koncekonce
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Jedinečnost primeru

Na jedinečnost primeru a jeho hybridizační
vlastnosti (annealing) má vliv délka primeru a 
velikost templátové DNA

DDéélka (17 lka (17 –– 28 b28 báázzíí dlouhdlouhéé))
Možná hybridizační místa primeru by se také
neměla nacházet na DNA tvořících případné
kontaminace vzorků

Primer 1
 

5’-TGCTAAGTTG-3’

Primer 2
 

5’-CAGTCAACTGCTAC-3’

TGCTAAGTTG CAGTCAACTGCTAC

Templátová
 

DNA
 5’...TCAACTTAGCATGATCGGGTA...GTAGCAGTTGACTGTACAACTCAGCAA...3’

Není
 

jedinečný!

Jedinečný!

TGCT AGTTG
A
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Zastoupení
 

bází

ZastoupenZastoupeníí bbáázzíí ovlivovlivňňuje vlastnosti hybridizace a uje vlastnosti hybridizace a 
reasociacereasociace primeruprimeru
ŽŽáádoucdoucíí je nje nááhodnhodnáá distribuce bdistribuce báázzíí bez oblastbez oblastíí
bohatých na AT nebo GCbohatých na AT nebo GC
Obvyklý obsah G+C, který poskytuje stabilnObvyklý obsah G+C, který poskytuje stabilníí
hybridy je 40hybridy je 40--60 %, ale z60 %, ale záávisvisíí taktakéé na obsahu na obsahu 
G+C G+C templtempláátutu

Templátová DNA 
5’...TCAACTTAGCATGATCGGGCA...AAGATGCACGGGCCTGTACACAA...3’

TGCCCG GCCCGATCATGCT GCCCG GCCCGCAT  T T     AT   GC 
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majmajíí TTmm teplotu 50 teplotu 50 –– 65 65 °°CC

kde kde TTmm 
PrimerPrimer

 
je hodnota je hodnota TTmm

 

nejmnejméénněě
 

stabilnstabilníího ho 
ppááru ru primerprimer--matrice a matrice a TTmm 

ProduktProdukt
 

je hodnota je hodnota TTmm
 amplifikaamplifikaččnníího produktu.ho produktu.

OrientaOrientaččnněě lze vypolze vypoččíítat Ttat Taa podle vztahu: podle vztahu: 
TTmm = 2(A+T) + 4(G+C) = 2(A+T) + 4(G+C) 

TTa a ==
 

TTmm ––
 

5 5 °°CC

Teplota Tm
 

(Melting
 

temperature)

257,03,0 ProduktPrimer −×+×= mma TTT
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nejsou komplementnejsou komplementáárnrníí navznavzáájem na 3jem na 3’’--konckoncíích, takch, takžže nevytve nevytváářřejejíí
navznavzáájem nebo samy se sebou duplexyjem nebo samy se sebou duplexy
neobsahujneobsahujíí vnitvnitřřnníí sekundsekundáárnrníí strukturystruktury

ChybnChybněě navrnavržženenáá dvojice primerdvojice primerůů, kter, kteráá vytvvytváářříí stabilnstabilníí duplex na 3duplex na 3’’--
konci: konci: 

SprSpráávnvněě navrnavržženenáá dvojice primerdvojice primerůů, kter, kteráá vytvvytváářříí pouze pouze mmáálo stabilnlo stabilníí
duplexduplex na 5na 5’’--konci;konci; na 3na 3’’--konci je G nebo C zarukonci je G nebo C zaruččujujííccíí stabilnstabilníí ppáárovrováánníí
ss templtempláátemtem::

ChybnChybněě navrnavržžený ený primerprimer, vytv, vytváářřejejííccíí vlvláásenku:senku:

Vnitřní
 

sekvence a struktura primeru
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na matricovna matricovéé DNA nemajDNA nemajíí falefaleššnnáá vazebnvazebnáá mmíísta sta 
NesprNespráávnvněě navrnavržžený ený primerprimer ss falefaleššnými vazebnými mnými vazebnými míísty sty 
na na templtempláátovtovéé DNA: DNA: 

SprSpráávnvněě navrnavržžený ený primerprimer, který nem, který nemáá falefaleššnnáá vazebnvazebnáá
mmíísta na sta na templtempláátutu: : 

Jedinečnost primerů
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Kdy je Kdy je primerprimer
 

jeješšttěě
 

primeremprimerem??

5’ 3’

5’

5’

5’

3’

3’

3’



21

Pro návrh primerů
 

se obvykle používá
 specializovaný software
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Počítačový návrh primerů

UmoUmoňňujeuje řřada molekulada molekuláárnrněě biologických programbiologických programůů
NNěěkterkteréé jsou volnjsou volněě dostupndostupnéé na internetuna internetu

GCGGCG
Primer3Primer3
OligoExplorerOligoExplorer
BioToolsBioTools
WebPrimerWebPrimer
PrimerBlastPrimerBlast

KalkulKalkuláátory vlastnosttory vlastnostíí primerprimerůů
OligoOligo AnalyzerAnalyzer
((http://eu.idtdna.com/SciTools/SciTools.aspx?cat=DesignAnalyzehttp://eu.idtdna.com/SciTools/SciTools.aspx?cat=DesignAnalyze))
BioMathBioMath ((http://www.http://www.promega.compromega.com//biomathbiomath/calc11.htm/calc11.htm))

http://eu.idtdna.com/SciTools/SciTools.aspx?cat=DesignAnalyze
http://www.promega.com/biomath/calc11.htm
http://www.promega.com/biomath/calc11.htm
http://www.promega.com/biomath/calc11.htm
http://www.promega.com/biomath/calc11.htm
http://www.promega.com/biomath/calc11.htm
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Primer
 

3 (http://frodo.wi.mit.edu/primer3/input.htm)
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Oligo



27

Výsledky

Výběr optimálního páru primerů
Sekvence primerů
Délka primerů a hodnota Tm
Velikost produktu
Posouzení sekundárních struktur
Podmínky reakce
Alternativní primery
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Pokročilý návrh primerů

Alelově specifické primery
Molekulární diagnostika
Vícenásobné detekce - primery pro multiplex PCR

Zajištění kompatibility primerů v reakci
Konsenzní primery

Pro klonování
Pro PCR-RFLP (např. 16S rRNA)
Vyžaduje identifikaci konzervativních oblastí na 
základě mnohonásobných přiložení sekvencí (multiple 
alignment)

Primery pro modifikaci konců produktů PCR
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Modifikace konců
 

DNA, 
Připojení

 
sekvencí

 
prostřednictvím 5‘-konců

 
primerů

PPřřididáávanvanéé sekvencesekvence
RE mRE míístasta
PromotoryPromotory
TerminTermináátorytory
TranslaTranslaččnníí
signsignáályly

„sticky
 

foot“

5‘ 3‘
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Další
 

technologie vyžadující
 

návrh 
oligonukleotidů

Real-time PCR
TaqMan
Molecular Beacons

Primer extension
Sekvenování

Sangerovo sekvenování
Pyrosekvenování

Ligázová řetězová reakce
Oligonukleotidy pro microarrays
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