Prace se sekvencnimi daty (DNA)
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NejCastejsi typy analyz sekvenci DNA

Vyhledani otevienych Ctecich ramcu (ORF)
Analyza vyuziti kodonu

Parové prilozeni sekvenci, stanoveni identity a
podobnosti

Vyhledani motivu v sekvencich

RestrikCni analyza in silico

. Navrh sekvenci oligonukleotidt
= primery pro PCR

= primery pro sekvenovani

= hybridizacni sondy



Vyhledani otevienych étecich ramcu (ORF)

m ORF (Open Reading Frame)

u u u u A4 y

terminacnhim kodonem

m ORF Finder
http://www.ncbi.nlm.nih.qov/gorf/qorf.html

¢ Vysledek je zavisly na pouzitem genetickem
kodu

+ U prokaryot, které nemaji introny je zakladem
hledani genu

¢ U eukaryot zpravidla vyuzivame analyzu
sekvenci komplementarni DNA (cDNA)



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

Analyza vyuziti kodonu (codon usage)

m Vyuziti synonymnich kodonu
¢ neni nahodnée
¢ je rozdilné u ruznych genomu, které maiji urcité
preferovane kodony pro urcité aminokyseliny

m Databaze vyuziti kodonu
http://www.kazusa.or.jp/codon/



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

NejCastejsi typy vyhledavani v sekvencich

m restrikcni mista
m repetice DNA

¢ prime
o obracené (vlasenky, vlasenky se smyckou)
m konsenzni vzory

m Uzivatelsky definovane vzory



Restrikcni analyza in silico

m Restrikéni endonukleazy tridy Il

*

*

Sekvencné specifické endonukleazy, které stepi DNA v
rozpoznavanych sekvencich

Prehled dostupny v databazi REBASE- Restriction Enzyme
Database
http://rebase.neb.com/rebase/rebase.html

¢ Sekvence rozpoznavacich mist
+ Producent enzymu

+ Reference

+ Komercni dostupnost

+ Sekvence genu

+ Krystalograficka data

+ Citlivost k metylaci

REBpredictor — predikce rozpoznavaci sekvence u novych
enzymu

Rebase genomes — identifikace genu pro RE v genomech


http://rebase.neb.com/rebase/rebase.html

Software pro restrikCni mapovani

Konstrukce restrikCnich map na zakladé analyzy sekvence DNA —
vyhledani restrikCnich mist

+ Nezbytny predpoklad pro klonovani
¢ Interpretace RFLP polymorfizmu
+ Simulace vysledku gelové elektroforézy restrikCnich fragmentu

m Virtualni klonovani
m Vytvoreni kvalitni grafiky ilustrujici restrikCni mapy

¢ RestrictionMapper (http://www.restrictionmapper.org/)
o WebCutter (http://www.firstmarket.com/cutter/cut2.html)
+ NEB Cutter v2.0 (http://tools.neb.com/NEBcutter2/)

¢ EMBOSS Restrict
(http://bioweb.pasteur.fr/seganal/interfaces/restrict.ntml)

+ Restriction Maps
(http://arbl.cvmbs.colostate.edu/molkit/mapper/index.html)

o pDRAWS32 (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/

Vysledky restrikcni analyzy in silico

m Enzymy, které sekvenci nestepi
m Enzymy, které stepi — pocet a pozice
rozpoznavacich mist

m Linearni nebo kruznicova mapa sekvence se
znazornenim pozice restrikcnich mist

¢ Grafika
¢ ldentifikace ORF a translace do proteinu



Klonovani in silico, konstrukce vektoru

Kombinace segmentu sekvenci

¢ zname/nezname funkce

Plazmidy

¢ prebirane z databaze

¢ zpravidla znamé funkce

Inzerty — obvykle nové sekvence

+ charakterizovane restrikCni mapou

+ charakterizovane sekvenci DNA

¢ charakterizovane funkci

Nomenklatura pro konstrukty neni stanovena
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Navrhovani sekvenci primeru

m Polymerazova retézova reakce

m Modifikované oligonukleotidy na 5'-konci pro
klonovani

m Oligonukleotidy jako hybridizacni sondy pro real-
time PCR
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5 Syntéza obou retézcu u specifické sekvence
9 39

TTGAGAAAGGAATAAGCAGAATTCGTTCCAAAAAGAATGAGCTGTTGTTTGCAGAAATCGAGTATATGC

AACTCTTTCCTTATTCGTCTTAAGCAAGGTTTTTCTTACTCGACAACAAACGTCTTTAGCTCATATACG
3 Primy (forward) dNTPs 1 >’
S’ primer 3 4

TTGAGAAAGGAATAAGC ~PNAFOL"_,

AACTCTTTCCTTATTCGTCTTAAGCAAGGTTTTTCTTACTCGACAACAAACGTCTTTAGCTCATATACG
3’ 5’
5 3

TTGAGAAAGGAATAAGCAGAATTCGTTCCAAAAAGAATGAGCTGTTGTTTGCAGAAATCGAGTATATGC
<—naproL - TCTTTAGCTCATATACG

1 P 3 5’

dNTPs Zpétny (reverse) primer
5 3’
TTGAGAAAGGAATAAGCAGAATTCGTTCCAAAAAGAATGAGCTGTTGTTTGCAGAAATCGAGTATATGC
AACTCTTTCCTTATTCGTCTTAAGCAAGGTTTTTCTTACTCGACAACAAACGTCTTTAGCTCATATACG
3’ 5’
S 3’
TTGAGAAAGGAATAAGCAGAATTCGTTCCAAAAAGAATGAGCTGTTGTTTGCAGAAATCGAGTATATGC
AACTCTTTCCTTATTCGTCTTAAGCAAGGTTTTTCTTACTCGACAACAAACGTCTTTAGCTCATATACG

3’ L



Design primeru pro PCR

m Relativhé snadna vypocetni zalezitost —
prohledavani sekvence a identifikace kratkych
sekvenci splnujicich urcita kriteria

¢ Delka primeru

¢ Obsah G+C

¢ Teplota Tm

¢ Specificita

+ Komplementarita primerovych sekvenci
¢ Sekvence 3'-konce

13



Jedinecnost primeru

m Na jedinecCnost primeru a jeho hybridizacni
vlastnosti (annealing) ma vliv délka primeru a
velikost templatove DNA

¢ Délka (17 — 28 bazi dlouhe)
m Mozna hybridizacni mista primeru by se take
nemela nachazet na DNA tvoricich pripadne

kontaminace vzorku
Templatova DNA

57 .. _.TCAACTTAGCATGATCGGGTA. . .GTAGCAGTTGACTGTACAACTCAGCAA. ..

AV LIO91IJVVOL19VI

Primer 2 57 -CAGTCAACTGCTAC-3~ JedineCny!

37
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Zastoupeni bazi

m Zastoupeni bazi ovliviuje vlastnosti hybridizace a
reasociace primeru

m Zadouci je ndhodna distribuce bazi bez oblasti
bohatych na AT nebo GC

m Obvykly obsah G+C, ktery poskytuje stabilni
hybridy je 40-60 %, ale zavisi také na obsahu
G+C templatu

Templatova DNA
57 .. .TCAACTTAGCATGATCGGGCA. . .AAGATGCACGGGCCTGTACACAA. . .3’

15



Teplota Tm (Melting temperature)

e maji T_ teplotu 50 — 65 °C

Ta _ O,BXTnlfrimer 4 0’7 X-I-r:rodukt . 25

kde T,, Pmer je hodnota T,, nejméné stabilniho
paru primer-matrice a T, Produkt je hodnota T,
amplifikacniho produktu.

m Orientacne Ize vypocitat T, podle vztahu:
T,=2(A+T) + 4(G+C)
T,=T,-5°C

16



Vnitrni sekvence a struktura primeru

m nejsou komplementarni navzajem na 3’-koncich, takze nevytvareji
navzajem nebo samy se sebou duplexy
® neobsahuji vnitfni sekundarni struktury
¢+ Chybné navrzena dvopce primerd, ktera vytvari stabilni duplex na 3’-
konci:  EENGISS Sl
CTACCTTTATTTOCTCR

¢ Spravné navrzena dvojice primeru, ktera vytvari pouze malo stabilni
duplex na 5’-konci; na 3’-konci je G nebo C zarucuijici stabilni parovani
s templatem:

17
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Jedine¢nost primeru

+ na matricove DNA nemaji falesna vazebna mista

V' 4 V' 4

= Nespravne navrzeny primer s faleSnymi vazebnymi misty

5'[1| 249 AAGGEUTAGAGALAD AT, ‘TIJITT (104a)3

na templatove DNA: S W NN
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Q-
*
Q_’
D
e
-
Q-
<
Q)
N
Q)
o
-
Q

®E Spravneé navrzeny prlmer ktery nem
mista na templatu:
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Kdy je primer jesté primerem?
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Pro navrh primeru se obvykle pouziva
specializovany software

= Selected Primers : =B

Length:
3" Position:

Degeneracy
P.E.*:

Degeneracy :
P.E.*:

4G (23 *C):
Degeneracy :
P.E.*:

17E:

Upper Primer
Lower Primer
Product T, - Upper Primer Ty
Primers T, difference:
of thi
high.

er - M13HP18:6310L19 (negative strand) Upper Primer
the pe & the t )
Lower Primer
Monovalent Cation
Free Mg[2+]
Total Mal+] Equiralent




Pocitacovy navrh primeru

® Umonuje fada molekularné biologickych programu

m Nekteré jsou volne dostupné na internetu
GCG

Primer3

OligoExplorer

BioTools

WebPrimer

PrimerBlast

m Kalkulatory vlastnosti primeru

+ Oligo Analyzer
(http://eu.idtdna.com/SciTools/SciTools.aspx?cat=DesignAnalyze)

+ BioMath (http://www.promega.com/biomath/calc11.htm)

*
\ 4
L 4
*
*
*

22


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

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

& Primer3 Input (version 0.4.0) - Mozilla Firefox E]@

Soubor  Uprawy  Zobrazeni  Historie  Zalofky  MNastroje  Napovéda

‘* - C o | W\ httpsfFrada,wi,mit.edufprirmer3/input, htm

17 Primer3 Input {version 0.4.0)

| Checks for mispriming in template. |t|iscla.i1ner |P1'im-3-.1‘3 Home

: ~
‘ PI‘III]GI‘J {w. 0.4.0) Pick primers from a DINA sequence. |

Primer3plus inteiface | cautions | FAQWIEI

Paste source sequence below (3'-=3', string of ACGETNacgtn -- other letters treated as I -- mumbers and blanks ignored). FASTA format ol Please
I-cut undesirable sequence (vector, ALz, LIMNEs, etc.) or use a Misprimung Library (repeat hbrary): | MOME w

*3044Kh001 [org=3taphylococcus aureus] [sStrain=CcCM 335] [clone=7/IV] Staphylococcus aureuss
EcoRI-clone from common 44 kb Zmal fragment

GAATTCAALACCAGC ARG TG TGALL ARG C AT TACC A GTAAAGATAATTTGGC TATATTGTATGGAGLAGGATTTCATATTTGTALLGGC G
AATTATTTGGAL AR A TCGAC AT TGAAGATTGTC TG TTC TG T TTAGALG T TTTAAGTGATTAA T C ALGCACACTCARATAGTGTTATALTTAT
AR TGAATATGGTT TG GATAAGTC T GAGAC LA TG ATGTTTCAGGC TTTAAT TG TGTATAALGTTTTGGTGATTGCATAAGAGATGGCFETACTL
AATGTTATTATTAAGT GTGCAC G AGTATCATTAGT TATAA AL TGTAGC TG T TALLAGTC AL AL TACATCGAATGTAGTTAGGCATATAATATL W
£ >

] Piclk left primer, O Pick hybridization probe (internal Pick nght primer, or use nght primer below

o uze left primer below: oliga), o use oligo below: (2'to 5 on opposite strand):

I Fick Frimers H Feset Form ]

sequence Id: A string to 1dentify your output.

E g 50,2 requires primers to surround the 2 bases at posttions 30 and 51, Or marlk the source sequence with

[and Jeg . ATCT[CCCCITCAT. . means that primers must flank the central CCCC.

i TR — E_N T W NS N 4 Fo

Hokowo

Targets:

FI— T - Al A_a o




& Primer3 Input (version 0.4.0) - Mozilla Firefox

Soubor  Dprawy  Zobrazenmi  Historie  Zalodky  Mastroje  Mapovéda

c wr | W htepelfFrada.wi.mit. edufprimer3finput. bk

Y Primer3 Input {version 0.4.0)

I Fick Primers H Feset Form

secquence Id: A string to 1dentify vour output.

E g 50,2 recquires pritners to surround the 2 bases at positions 50 and 51, Or mark the source sequence with
[and | eg . ATCT[CCCCITCAT . means that prumers must flank the central CCCC,

Ezxcluded E g 401,77 68,3 forbads selection of primers m the 7 bases starting at 401 and the = bases at 68, Or martk the
Eegions: source sequence with < and > e g ATCT<CCCC>TCAT.. forbids primers in the central CCCC

Product Size Eanges |150-260 100-300 301-400 401-600 601-600 601-700 701-850 851-1000

Targets:

Mumber To Eeturn |5 Ilax 5' Stability (9.0

Iax Eepeat Misprming | 12.00 Pair Iax Eepeat MMispriming | 24.00

Wlaor Template Mispriming (12.00 | Pair MMax Template IMispriming |24.00

I Fick Primers H Feset Form I

General Primer Picking Conditions

Primer Size  Min: 18 Opt: 20 Mlam |27

Primer T Min: 570 | Opt: 600 | Max 630 | Max T Difference: 1000 | Table of thermodynamic parameters: | Breslauer et al. 1986 |+
Product Tm DM Opt:

Primer GC% Min: 20.0 Opt:

Hokovio




& Primer3 Output (primer3_results.cgi release 0.4.0) - Mozilla Firefox

=0/

Soubor  Upravy  Zobrazenmi  Historie  ZaloPky  Mastroje  Napovéda

@ - c o W httpefifrada.wi. mit . edufcgi-bin/primer 3-web-cgi-bin-0. 4. 0fprimer3_results .cqi - "l' y

L' Primer3 Output {primer3_results.cgi... | + -
-

PRIMER PICEING REZULTS FOR 23id44kh001 [org=3taphvlococcus aureus] [strain=cCHM 885]

MNo mispriming library specified
Uzing l-based sequence positions

OLIGD =tart len T oo any 3! =zZeq

LEFT PRIMER 159 Z5 E7. 21 IZ2.00 6.00 Z2.00 AATCAAGCACACTCAMLATAGTGTTLA
RIGHT PRIMER 429 Z5 55.40 I6.00 4.00 3.00 AACTCCTATGAAGACAACCTTTTTC
SEQUENCE ZIZE: 2052

INCLUDED REGICN 3IIZE: Z0OE5Z

PRODUCT SIZE: 271, PATR aw¥ COMPL: 5.00, PATR 3' COMPL: 3.00

TARGETS (=2tart, len)®: ZO0,z200

1 GAATTCAARACCAGC ARG TGTGALAANGCCATTACCAAGTAAAGATALATTTGGCTAT

6l ATTGTATGGAGAAGGATTTCATATTTGTARAGGCGAATTATTTGGAAAACATCGACATGG

121 TGARGATTGTCTGTTCTGT T TAGAAGTTTTAAGTGATTAATCAAGCACACTCARATAGT G

e e e e e e e e e e e e g

151 TTATAATTATAAATGAATATGGTTTGGATAAGTC TGAGACALATGCATGTTTCAGHCTTTA

S i

241 ATTGTGTATAAAGTTTTGGTGATTGCATAAGAGATGGCGGTACTAAATGTTATTATTAAG

i il O

301 TGTGCACGCAGTATCATTAGTTATARAATGTAGC TGTTARAAGTCALAAMATACATCGAAT

i il O

361 GTAGTTAGGCATATAATATAALARGAGTTTTCAATTACTCAATAGARAAAGGTTGTCTTC

L i i O R el ol sl ol ool o ol o o)

<

Hokovio

[zlone=7/IV] Staphylococcus aure




BEx)

(22| Oligo 7 Demo - Human elF-4E_seq
File Edit Analyze Search Select Change View MWindow Help

=08 AR

[%1. Sequence
File: Human elF-4E zeq

mE<

DA Sequence Selected Oligo Position Length Feature Laocation
Sequence Lenoth: 1868 nt il & Forward Primer 9497 22 SOUFCE -18.1850
Reading Frame: +1 il O Reverse Primer 1061 21
Current Cligo Length: 21 nt il O Upper Oligo 21
Position: 958 2 Lovver Oligo
49.1°C i PCR Product [55,---] it

450 SO0 S50 BOD BBD OO TEO (B s (1000 0S80 1100 1150 1200 (13500 1300 1350 1400 1450 1800 1550 1800 18S0 1T00 17S0 1800 |

TGECATTTCTATACTTTACAGS

ATTACCATTAATTACATACAGATTTTAL

CTATCCACAATAGTCAGALLACALCTTGECATTTCTATACTTTACAGGALL AL A TTCTGT TGTTCCAT T T TATGCAGALGCATATTTTGCTGETT TCARAGATTATCATGCAT
TALTGETAATTA TG TATCTCTAML S TG TA GG TG T TATCAGTCTITTGTTrAACCGTAR A GATATGAR A TGTCCTTTTTI T TAAGACAACAR GETARLSTACGTCTTCGTATARALCGACCARLCTTTCTARTACTACGTA

CCACCALACTTTCTALTACTA
a0 T T W H: B E T Gl o E G K- B oy BRI R R B & G EOGC N F OGE B B ooe E T




Vysledky

m Vybér optimalniho paru primeru

m Se
m Dé
m Ve

Kvence primeru
ka primeru a hodnota Tm

Ikost produktu

m Posouzeni sekundarnich struktur
m Podminky reakce
m Alternativni primery

27



Pokroc¢ily navrh primeru

Alelove specificke primery
Molekularni diagnostika
Vicenasobné detekce - primery pro multiplex PCR
¢ Zajisténi kompatibility primeru v reakci
Konsenzni primery
¢ Pro klonovani
¢ Pro PCR-RFLP (napr. 16S rRNA)

+ Vyzaduje identifikaci konzervativnich oblasti na
zakladé mnohonasobnych pfrilozeni sekvenci (multiple
alignment)

Primery pro modifikaci koncu produktu PCR

28



Modifikace koncu DNA,
Pripojeni sekvenci prostrednictvim 5‘-koncu primerut

Cilova sekvence 3:

Denaturace l a pfipojeni primerti 1 a 2

3'# CTTaacccae 5
Primer 2

m Pridavané sekvence
¢ RE mista

Target region EcoRI ¢ Promoto ry

s acocapecrr (MMM chTTceaCo o Terminatory
ST B o Translacni

signaly

AL



Dalsi technologie vyzadujici navrh
oligonukleotidu

m Real-time PCR
¢ TagMan
+ Molecular Beacons
m Primer extension
m Sekvenovani
¢ Sangerovo sekvenovani
¢ Pyrosekvenovani
m Ligazova retezova reakce
m Oligonukleotidy pro microarrays

30
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