Prace se sekvencnimi daty (DNA)



Prace se sekvencnimi daty

Sekvence — zapis posloupnosti jednoznacnych
znaku odpovidajicich jednotlivym zbytkum
(monomerum), které se nachazeji v odpovidajici
posloupnosti v dané makromolekule

DNA nebo RNA od 5‘-konce k 3‘-konci
protein od N-konce k C-konci

pouzivaji se jednopismenoveé kody dle
pravidel IUPAC (tabulka)


http://orion.sci.muni.cz/kgmb/bioinformat/seq_samples.htm

Priklady formati sekvenci

surova data — elektroforetogramy ve formatu
*.abl, *.abl nebo *.scf

prohlizeCe Chromas, ABIView
format FASTA *.nt, *.aa nebo *.fa
format GenBank

software pro prevod formatu sekvenci,

formatovani a manipulaci s daty, napf.
SMS — The Sequence Manipulation Suite v2


http://www.bioinformatics.org/sms2/

NejCastejsi typy analyz sekvenci DNA

Vyhledani otevienych ¢tecich ramcu (ORF)
Analyza vyuziti kodonu

Paroveé prilozeni sekvenci, stanoveni identity a
podobnosti

Vyhledani motivu v sekvencich

RestrikCni analyza in silico

Navrh sekvenci oligonukleotidu
primery pro PCR

primery pro sekvenovani
hybridizacni sondy



Vyhledani otevienych étecich ramcu (ORF)

ORF (Open Reading Frame)

terminacnim kodonem
ORF Finder

Vysledek je zavisly na pouzitém 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)

Vyuziti synonymnich kodonu
neni nahodné
je rozdilné u ruznych genomu, které maji urcité
preferovaneé kodony pro urcité aminokyseliny
Databaze vyuziti kodonu

The Human Codon Usage Tahle



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

NejCastejsi typy vyhledavani v sekvencich

restrikCni mista
repetice DNA

prime
obracene (vlasenky, vlasenky se smyckou)
konsenzni vzory

uzivatelsky definované vzory



Restrikcni analyza in silico

RestrikCni endonukleazy tridy Il

Sekvencné specifické endonukleazy, které stépi DNA v
rozpoznavanych sekvencich

Pfehled dostupny v databazi REBASE- Restriction Enzyme
Database

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 zaklade analyzy sekvence DNA —
vyhledani restrikCnich mist

Nezbytny predpoklad pro klonovani
Interpretace RFLP polymorfizmu
Simulace vysledku gelové elektroforézy restrikénich fragmentu
Virtualni klonovani
Vytvoreni kvalitni grafiky ilustrujici restrikéni mapy
RestrictionMapper ( )
WebCutter ( )
NEB Cutter v2.0 ( )

EMBOSS Restrict
( )

Restriction Maps

( )
pDRAW32 ( )


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

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

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/neznameé funkce
Plazmidy
prebirané z databaze
zpravidla zname funkce
Inzerty — obvykle nove sekvence
charakterizovane restrikCni mapou
charakterizovane sekvenci DNA
charakterizovane funkci
Nomenklatura pro konstrukty neni stanovena
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Navrhovani sekvenci primeru

Polymerazova retezova reakce

Modifikované oligonukleotidy na 5'-konci pro
kKlonovani

Oligonukleotidy jako hybridizacni sondy pro real-
time PCR



Syntéza obou retézcu u specifické sekvence

DNA POL

DNA POL



Design primeru pro PCR

Relativné snadna vypocetni zalezitost —
prohledavani sekvence a identifikace kratkych
sekvenci splnujicich urcita kritéria

Délka primeru

Obsah G+C

Teplota Tm

Specificita

Komplementarita primerovych sekvenci

Sekvence 3'-konce



Jedine€¢nost primeru

Na jedineCnost primeru a jeho hybridizacni
vlastnosti (annealing) ma vliv delka primeru a
velikost templatove DNA

Délka (17 — 28 bazi dlouhé)
Mozna hybridizacni mista primeru by se take
nemeéla nachazet na DNA tvoricich pripadné
kontaminace vzorku

OLLIVVIOIL DLLDV\; L)L

Primer1 5 -TGCTAAGTTG-3’ Neni jedineCny!



Zastoupeni bazi

Zastoupeni bazi ovliviuje vlastnosti hybridizace a
reasociace primeru

Zadouci je nahodna distribuce bazi bez oblasti
bohatych na AT nebo GC

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

LI9LVOLVIO00IL A lvf)f)f)()f) 1



maji T, teplotu 50 — 65 °C

T,=03xT,"™"+0,7xT, " —25

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

Orientacné lze vypocitat T, podle vztahu:
T, =2(A+T) + 4(G+C)
T,=T,-5°C



nejsou komplementarni navzajem na 3’-koncich, takze nevytvareji
navzajem nebo samy se sebou duplexy

neobsahuji vnitrni sekundarni struktury
Chybné navrZzena dvojice primeru, ktera vytvafri stabilni duplex na 3'-

konci: E'HTTCECCGTTCMF%?FFC 3
I ETTCEECCTRCCTTTATTTCTC 5

Spravné navrzena dvojice primeru, ktera vytvari pouze malo stabilni
duplex na 5’-konci; na 3’-konci je G nebo C zarudujici stabilni parovani

s templatem:
FCGHHHTHH?HCTH?THHHGCT

N
FOCTTACTCCACECCTAANTACARTCCE

Chybné navrzeny primer, vytvarejici viasenku:
FT??TTCHHGGE
FAARAGAGAT



Hairpin

3 GGGAAA—
e
5 TATCTAGGACCTTA—S

3 GGGAA—
11 | &

5 TATCTAGGACCTTA

Self-Dimer
2 bp Dimer

3" GEGRLAATTCCAGGATCTAT 5

L1 L1 forward primer
' TATCTAGGACCTTAAAAGSE 3
S TATCTAGGACCTTAAAAGEE: 3

R
4 hp 3 CATGGAAACGTAGGAGAC &
3" GGGAARATTCCAGGATCTAT 5 reverse primer

111
S5' TATCTAGGACCTTALRLLAGEHS 3!



na matricové DNA nemaji faleSna vazebna mista
Nespravneé navrzeny primer s faleSnymi vazebnymi misty

B9 AR GGUTAGAGAL AN TATGG (1043)3

na templétOVé DNA: OB L L AC e b b~ t A (9655

5(1029) ARG GCTRGAGARRALTATEG (1045)3
M tttgtattgoattatataco (12105

B'1024) %R?GCT%G%?W?%TGG (1048)3'
JEYE CocattTttottCttatotL (4145

Spravne navrzeny primer, ktery nema falesna vazebna
mISta na templatu 5'(24?5)CCTl'T—\JT\.lelTTTATCCGCHCCTCHTTCC(2452)3'

e taaatctattagtttacacataacc (H115

B'2478) CCTl‘TTJT%.fl:Il%Tl‘AATCCGCACfT‘:TfT‘:??LTT"CC (24523
IEFN caattgtaactataactgogttato (32358

R'(2476) ?CT%(FR?%?CCGCRCCTCATTC? (24523
M gtattgoattatataccototgttag (12185

B'2478) CCTl‘TT\.J?.(leT_Tl‘A;lL?CCL’l‘:(?ACCTCR?TCC (24523
IdeY) atattgta-tatacgaactaaatot (14925
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Kdy je primer jesté primerem?




Pro navrh primeru se obvykle pouziva
specializovany software

Melting Temperalture [21-mer] el A
5 o EEIII!.SE“
- SEQ | (2686) O Current Oligo pLous.se
Graph Zoom Options lpos:| 20 [Tm:[ 645 TR PCEIuS -269U21 Upper Primer
Tm [t [10 ng |20 |40 IS0 5° CGGCGCCAGATCTGGTACCCA 37
]Sequence Length: 1342 | Length: 21-mer
Current Olige (+ strand) 3" Position: 269
5° CCCGCCTGATGAATGCTCATC 3° Tm: 76.3°C
Length: Sy &G (25°C):  -46.1 keal/mol
5° Position: 1373 Degeneracy: !
T 721 %¢ PE.*: S42/542
errrrrrrrrrro
[FCGLGLGT T TLOGTGATGAL &G (25°C):  -42.7 kealfmol 1/E: 5.12 nmel/ Azen
[TCGCGCGTTTCOGTGATGACGOTGARRACC TCTGACACATGCAGCTCCCOOAGACGETC Degeneracy: : 221 ol Azen
GCGCGCARRGCCACTACTGCCACTTTIGGAGACTG TG TACG TCGAGGGCL TC TGCCAG an 5
LOVER TGTACGTCGAGBGCCTCTOE Rk 5“23 o pCEIu3 817121 Lower Primer
S R U S UHNTUKTSDTCSSRRRS 1/E: 3;‘0“'“:“ i 5" TACCGGGTTGEACTCAAGACE 5
K<l =X B0 50260 Length: 21-mer
Dot dplay mode Bar graph mode Current Dlige (- strand) 3" Position: 217
5° GATGAGCATTCATC AGGCGGE 5 : £35°C
PE*: 537 &G (25°C):  -41.4 keal/mol
= v = } 4.20 nmolf Azan Degeneracy : 1
O Lower Primer False Priming Sites 8 1/E: 1.7 gl Azen PE*: s02/502
HI3MP18 | 1 7E: 429 nmol/ Azn
Lower Primer - M13MP18:6310L19 (positive strand) ﬂ 32.0 pod Azen

Priming efficiency of the perfect match is 428 (above the threshold)

Priming efficiency : 428 (above the threshold)

650 g GO
3'(6328) ccaaaagggtcagtgctge (6310)5°

PCR
pCBlu-seq

Priming efficiency : 205 (above the threshold)

5°(6328) GGT'”}'C??T?TC??C'}T?[IS (6310)3" r-')
5'(626) agcaantggte—tgcize (610)5° EE

Priming efficiency : 194 (above the threshold) = T = =
5'(6328) GGTTTTCCCAGTCACGACE (6310)3" Optimal Annealing Temperature: 58.3° (Max: 72.0°)

3°(808) gtaatatggtrl_‘r!xgtc-:tgc (790)5" Position and T [°C] 6C [®] PE®
Primi ffici : 185 (abs the threshold) Lavglh - _
riming efficiency : Aabove the thresho Product 1352 28.0 513
5°(6328) GGTTTTCCCAGTCACGACG (6310)3"
[T Upper Primer 37| 21 72.2 476
3°(5125) tctaagtggtcagtg-tge (5108)5°
Lower Primer 1368 | 21 799 571

Priming efficiency : 121 N

5'(632?3) GGTTTTC" CCAGTCACGACG (6310)3" Dremat; Tyy,= Upper: Erfmer - 19 3
IR Primers Tp, difference: 76

3'(5989) agaaaagtggtc-getetge (5971)5°

Concentration Terminal stability of the |a

Lower Primer - M13MP18:6310L19 (negative strand) s Lower Primer is too high. |~ |
Priming efficiency of the perfect match is 428 (above the threshold) Upper P"_mer CERL ni1

- _ — _ = Lower Primer 200.0 nM
Exkiingietfivlency) 35 Monovalent Cation [S0.0 mM o
5°(6328) GGTTTTCCCHGTCRC???? (6310)3 Free Hg[2+] 07 mM =

3°(5744) ccaaaaagcegggaaactge (5762)5°
{] >

Total Na[+] Equivalent: 1558

NEL




Pocéitac¢ovy navrh primeru

Umonuje fada molekularné biologickych programu

Nektere jsou volné dostupné na internetu
GCG
Primer3
OligoExplorer
BioTools
WebPrimer
PrimerBlast

Kalkulatory vlastnosti primeru

Oligo Analyzer

(
BioMath ( )


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

Primer 3 (ttp:/ifrodo.wi.mit.edu/primera/input.htm)
f@ Primer3 Input (version 0.4.0) - Mozilla Firefox g@-\

Soubor  Upravy  Zobrazeni  Historie  ZaloPky  Mastroje  Mapovéda

6 - c (e N hetpefFrado,wi.mit.edugprimer3/input. htm T T "-'l' _;.

L Primer3 Input {version 0.4.0) - -

| Checks for mispriming in template. |tlis claimer |P1'i1ner3 Home

| Primer3plus inteirface | cautions | FAQ/WIKI

. ]
‘ Prllner:) (w. 0.4.00 Pick primers from a DINA sequence.

Paste source sequence below (0'-=3', sting of ACGINacgtn -- other letters treated as I -- numbers and blanks ignored). FASTA format ok Please
I-out undesirable sequence (vector, AT.TTs, LINEs, etc) or use a Mispriming Library (repeat ibrary): | MONE K4

*3A44kb001 [org=3taphyvlococcus aureus] [strain=CCM §85] [clone=7/IV] 3taphylococcus aureuss s
EcoRI-clone from common 44 kKb Zwmal fragment -
GA AT T AR LR ARG AR A G T T AL LA A G AT TAC A A G TAA A G AT A AT T TG G TATAT TG TATGGAGLAGGATTTCATATTTGTALLGGCG
A AT TAT TG GA LA AT A AT e TG A AGAT TG TC TG T T TG T TTAGA LG T TTTAAG T GAT TAA T CALGCACAC TCAAATAGTGTTATALTTAT
A AT GAATA T GG T T TG AT AL G T T A G A L AT G AT G TTTCAG G TTTAAT TG TG TATAAAGTTT TG TGATTGCATAAGAGAT GO GG TACTA
AATGTTATTATTAAG TG TG AC G AGTATCATTAGT TATAAAATGTAGC TG T TARAAGTCALALATACATCGAATGTAGTTAGGCATATALTATL ™|
£ >

Pick left primer, [ Pick hybridization probe (internal Pick right primer, or use right primer below
or use left primer below: ohgae), or use oligoe below: (5" to 3' on oppostte strand):

Fick Primers H Feset Form

sequence Td: A string to 1dentify your output.

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

Hokowo

Targets:




@ Primer3 Input (version 0.4.0) - Mozilla Firefox g@

Soubor  Uprawy  Zobrazenmi  Historie  ZaloPky  Mastroje  Napovéda

6 8 C tar AN Rtk fFrada.wi. it edufprimer 3 finput, htm v - | [*g- x

%' Primer3 Input {version 0.4.0) e -
—

[ Fick Frimers ] [ Feset Form . |

mequence Ld: & string to 1dentfy yvour output.

- L E gz 50,2 requires primers to surround the 2 bases at posthions 50 and 51, Or mark the source sequence wath

SHLEEE [and | eg . ATCT[CCCCITCAT. . teans that primers must flank the central CCCC

Ezxcluded E g 4017 65,3 forbids selection of primers i the 7 bases starting at 401 and the 3 bases at 68, Or marlk the

Eegions: source sequence with < and > eg | ATCT=CCCC=TCAT. forbids primers in the central CCCC,

Product Size Banges 150250 100-300 301-400 401-500 501-600 601-700 701-850 851-1000

Mumber To Eeturn |5 Ilaz =" Stabality 9.0
Ilax Fepeat Misprmmg |12.00 Pair Max Eepeat Misprirung | 24.00

Ilax Template Mispriming [ 12.00 | Par hfaw Template Ifispriming (24.00

[ Fick Frimers H Feset Form ]

General Primer Picking Conditions

Primner Size  Min: 18 Opt: 20 Wlam |27

Primer Tmm Whn |57.0 Oipt: |E0.0 Ifans (B30 Wlas Tm Difference: 1000 | Table of thermodynamic parameters:  Ereslauer etal. 1956 V
Product T MWn: Opt: Il

Prirmer GC% Min: 20.0 Opt: Ilaz: (800

Hokovio




& Primer3 Output {primer3_results.cgi release 0.4.0) - Mozilla Firefox [Z]@

Soubor  Upravy  Zobrazenmi  Historie  ZaloPky  MNastroje  Mapovéda

@ - c mr S httpeffFrodo, i, mit, edufcgi-binfprimer 3-web-cgi-bin-0,4.0/primer3_resuls.cgi 7T "l- y

% Primer3 Output {primer3_results.cgi... -+ -

FRIMER PICEING RESULTS FOR 3A44kb001 [org=S3taphvlococcus aureus] [sStrain=CCHM 835] [clone=7/IV] Staphylococcus aure

MNo mispriwming likbrary specified

UTzing l-kbased sequence positions

OLIGD ztart len T g any i' zeq

LEFT FRIMER 159 25 57.21 F2.00 6.00 2,00 AATCAAGCACACTCAAATAGTGTTA
RIGHT FPRIMER 4z9 25 55.40 F6.00 4.00 3.00 AACTCCTATGAAGACAMRCCTTTTTC
SIEQUENCE SIZE: 2052

INCLUDEDI REGICHN 3IIZE: Z052

PRODUCT SIZE: 271, PAIR ANY COMPL: 5.00, PAIR 3' COMPL: 3.00
TARGETS (start, len)*: 200,200

1 GAATTCAAAACCAG ARG TG TGAAAANGCCATTACCAAGTAAAGATALTTTGGCTAT

6l ATTGTATGGAGAAGGAT TTCATAT T TG TAAR GG GAATTATTTGGAAAACATCGACAT GG

121 TGAAGATTGTCTGTTCTGT T TAGAAGT T TTAAGTGATTAATCAAGCACACTCAAATAGT G

el e e e e

131 TTATAATTATAAATGAATATGGTTTGGATAAGTC TGAGACAATGCATGTTTCAGECTTTA

et S e o o ol ol el e el e e e e

241 ATTGTGTATAAAGTTTTGGTGATTGCATAAGAGATGEC GG TACTAAATGTTATTATTALG

e o e ol ol ol e e el e i el il i e e el el e i

301 ToeTGeCACGCAGTATCATTAGT TATARAATGTAGC TGTTARAAGTCAAAAATACATCGAAT

e o e ol ol ol e e el e i el il i e e el el e i

3601 GTAGTTAGGCATATAATATAARALAGAGTTTTCAATTACTCAATAGARALRGETTGTCTTC
FEEEERERERRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRRERS P o o o o o o o ok o)

L >
Hokowvio




Oligo

|£:| Oligo 7 Demo - Human elF-4E.seq [._][E]ﬁ

File Edit Analvze Search Selectk Change  Yew  Wwindow  Help
B E Ak
[41. Sequence = >

File: Human elF-4E .zeq
DA Sequence Selected Oligo  Position Lencth & Feature Lacation
Sequence Length: 1868t | J©) & Forward Primer g7 22 1 |source -15.1850
Reading Frame: +1 Ji) @ |Reverse Primer | 1061 21
Current Oligo Lenoth: 2nt | SO @ Upper Oligo 955 21
Position: 356 O Lowver Qligo - -
5| b 494°% | D PCR Product [65,—] rt
S0 00 450 00 (S0 300 350 400 450 SO0 SAD  EO0 S0 TOO TED A00  (BS0  S00 S50 000 (1080 1100 (1150 1200 1250 1300 1350 1400 (1450 1500 1SS0 1ED0 188D 1TOO 17S0 1200
pos: | | trt: | |
ceewo 9800880, 8 8 %, e, ey, e e e e, e e, 1980
TGECATTTCTATACTTTACAGG
ACATACLGATTTTACCTATCE
AT TACCATTAATTACATACAGAT T T TACC TATCCACAATAGTCAGALLLCARCTTGGCATT TCTATACT T TACAGGALA LALLM TTCTGTTGTICCATTT TATGEAGAAGCATATT TTGCTGETT TRALLGATTATGATGCAT
TALTGGTAATTAA TG TAT T CTAAA A TG A TAGET G T TATCAGTC T T T TG T T GAA CC CTAAL GATATGAMATCGTCCT T T I T T T TAAGACAAC AL GETAMALTACGTCTTCGTATARAACGACCARACTTTCTAATACTACGTA
CHACCAMACTTITCTALTACTA
r T I »w ¥ I o I L P I H N 5 0 KTTWHU FTY¥YTIULDOQQEZ KZ KV FTCTCS3IILCZES$TIVFTLCTWPFET RTL - €I
<] [ (2]

eady...




Vysledky

Vybér optimalniho paru primeru
Sekvence primeru

Délka primeru a hodnota Tm
Velikost produktu

Posouzeni sekundarnich struktur
Podminky reakce

Alternativni primery




Pokrog¢ily navrh primeru

Alelové specificke primery
Molekularni diagnostika
Vicenasobné detekce - primery pro multiplex PCR
Zajisteni kompatibility primeru v reakci
Konsenzni primery
Pro klonovani
Pro PCR-RFLP (napf. 16S rRNA)

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

Primery pro modifikaci koncu produktt PCR



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

Cilova sekvence
5 <}

3 5"
Denaturace l a pfipojeni primerti 1 a 2 ;

»sticky foot*
3'h. Crraacccea s
Primer 2

Primer 1

5 GCGC
Macrr ol 3

3 5'
Pridavané sekvence
l PCR RE mista
Hindlll Target region EcoRI Promoto ry
5 GCGCAAGCTT GAATTCGGCC Terminatory
3 CGCGTTCG C'I'I'::\;\IGCCGG Translacni

signaly



Dalsi technologie vyzadujici navrh
oligonukleotidu

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



