BIOINFORMATIKA V PRAXI — CVICENI 4

DESIGN PRIMERU

PRIMERY A JEJICH VYZNAM V MOLEKULARNI BIOLOGII

Kratké oligonukleotidové fetézce, které slouzi pro provedeni polymerazové fetézové reakce
(PCR) oznacujeme jako primery. PCR ma Siroké vyuziti pro namnozeni vybranych usekl
DNA, detekci genit a dalSich sekvenci, upravu sekvenci (mutace) a fadu dalSich aplikaci.

Navrh primerti tak musi zohlediiovat ucel, ke kterému budou pouZity.

SEZNAMENI SE S PROGRAMEM

Kratké oligonukleotidy pro amplifikaci DNA in vitro (primery) Ize v zdsad¢ navrhovat ru¢né,
s vyhodou vSak mizeme pouzivat pocitatové programy. Ty maji svou nezastupitelnou roli
zejména pii analyze navrzené sekvence primeru. Existuje fada programt pro tento ucel a to
véetné volné pouzitelnych. V tomto cviceni budete pouzivat program OligoAnalyzer na
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serveru firmy IDT: (http://eu.idtdna.com/calc/analyzer)
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Default Settings

Standard Mixed Base Instructions

To use a Standard Mixed Base, simply type in the IUS symbol
(from the table below) which represents the desired mis.

LLJ AG
lLJ c,T
LL AC
LLJ G,T
LLJ C,G

UKOL 1
Seznamte se s aplikaci OligoAnalyzer.

Se kterymi typy sekvenci umi aplikace

Jaka je zakladni (default) uvazovana
program zachazet?

Custom Mixed Base Instructions

To use Custom Mixed Bases
Enter the desired percentage of each base (Integers Only, Totaling 100%).
Press Use Mix Base' button to add your custom mixed base.

Please note: An additional charge is applied for hand mixing these custom bases.

%A %C %G %T
Use Wixed Base

Raca Natatinnc

pracovat? DNA RNA PNA protein

koncentrace Mg”" ionti a s jakymi hodnotami umi

Jaké pismeno je uZito pro oznaceni nasledujicich bazi (mixed base)?

A/T



A/C/G

A/C/G/T

VYZNAM DELKY PRIMERU A ZASTOUPENI BAZI (A+T/G+C) — Tp,

Jednou z charakteristik primerd je jejich délka, ktera v kombinaci s konkrétnim zastoupeni
bazi urCuje tzv. teplotu tani (T, melting temperature). Ta se zvySuje s délkou primeru a se
zvySujicim se zastoupenim G+C bazi. VyS$§i T,, zvySuje specifitu primeru, pokud je vSak
hodnota Ty, pfili§ vysokd, nebude PCR probihat spravné. Syntéza dlouhych primeri je rovnéz
Pro typickou PCR, kde mira shodnosti sekvence primeru a cilové DNA sekvence je vysoka
(100 —90%) se jako optimalni délka primerti uvadi cca 17 — 28 bazi. Optimalni Ty, se obvykle
pohybuje v rozmezi 50 — 65°C. Ty, dvojice primeril by se neméla liSit o vice nez +2°C.

UKOL 2
Jaky zakladni vzorec je pouzit programem OligoAnalyzer pro vypocet T, (melting
temperature, teplota tani) primeru?

UKOL 3
Zjistéte Ty nasledujicich primert (nastaveni: default). Uv€domte si zménu T, danou
prodlouzenim sekvence a zménu danou slozenim (zastoupenim G+C resp. A+T bazi).

# Sekvence Délka G+C [%] Tm
1 GAATGCTCACTCAAGGATTAC

2 GAATGCTCACTCAAGGATTACAAT

3 CACGGAATGCTCACTCAAGGATTAC

4 GAGGGCTCACTCAAGGAGGAC

5 GCCTGCTCACTCAAGGAG

UKOL 4

Z nésledujicich primera vyberte vhodnou dvojici na zédklad¢ jejich Tp,.

# Sekvence Tm Vhodné dvojice s #
1 TCCAGTAATGACCTCAGAACAA

2 AAACGACTTACTTTACTTTG

3 TTCATCATGTGCTACGCTTACGCGTC

4 ATGAATGCTCATCCGGAATT

5 GCTGAATTCCGGCAACGGCA

ANALYZA SEKVENCE PRIMERU - DIMERY, VLASENKY

I primery s vhodné¢ zvolenou T,, mohou byt nevhodné pro PCR, pokud by vytvately nevhodné
sekundarni struktury. Pro spravné nasednuti na cilovou DNA je tieba, aby primery existovaly
jako monomerni molekuly a Zadna z bazi nebyla blokovana. K tomu vSak nedochézi, pokud



primery tvofi dimery (at' jiz samy se sebou — homodimery, nebo s druhym primerem ve
dvojici — heterodimery):

4 hp, delta G = —-6.6 kKo/m
5V GGGALAATTCCAGGATCTAT 3

LR T
3" TATCTAGGACCTTAAAAGGG 5!

Podobné neni Zadouci ani interakce uvnitt primeru, ktera vede ke tvorbé vlasenky:

Oligo, 3 bhp (Loop=4), delta & = -0.1 kco/m

5! GGGAAIL—\
|
3! TATCTAGGACCTTA—J

V obou ptipadech je dulezité sledovat i konkrétni misto, kde by k témto nezddoucim
interakcim mohlo dochazet. Obzvlasté nevhodna je tvorba sekundérnich struktur na 3’ konci
primeru.

UKOL 5

Odhalte moznou tvorbu dimert u nasledujicich dvojic primerti a oznacte, zda se jednd o
homodimer nebo heterodimer. Zaroven uvedte silu dané interakce, tj. volnou Gibbsovu
energii dané vazby (AG). Pokud mulze vznikat vice riznych dimerd, uvadéjte jen
nejstabilnéjsi z nich.

Primer 1a GATTCCACCTAAAAGCTC
Primer 1b TAGATGGTTCACTAACAGG

Dimer

Typ
AG

Primer 2a ACCTTTATTTCATCGCTCTG
Primer 2b GTGGACTAATCATGTTCACGC

Dimer

Typ

AG

UKOL 6
U nasledujicich primerii detekujte tvorbu vldsenek a sefad’te tyto primery podle tendence
k tvorbé vlasenek od nejvyssi k nejnizsi.

| Primer Vlasenka (ANO —-NE) | AG Potadi




TCCAGTAATGACCTCAGAAC

TTACCTTCCCCTCTCTTCACTT

ATCATGTGCTACGCTTACGCGTC

GATATTACGGCCTTTTTAAAG

ACACTTAGAACGGTAGCAACT

ANALYZA MOZNEHO SPATNEHO NASEDNUTI PRIMERU — FALSE PRIMING
SITES (FPS)

I primery, které spliiuji vSechny vyse probirané parametry, se mohou ukazat jako nevhodné
pro konkrétni Gi¢el, pokud nenasedaji dostate¢né specificky. Pfitomnost vice mist, kterd jsou
rozpoznavana primery (false priming sites) vede k tvorbé vice rtiznych PCR produkti.
Vyznam této analyzy se lisi v zéavislosti na G€elu PCR. Pro nasledné klonovani a tvorbu
rekombinantniho proteinu je Zadouci tvorba jednoho PCR produktu, akceptovatelnd je tvorba
nckolika mélo PCR produkti o rlizné délce. Na rozdil od pfedchozich ukold je v tomto
piipad¢ kli¢ova nejen znalost sekvence primerti a samotného cilového useku (genu) ale
kompletni DNA pfitomné v PCR smési.

Komer¢éni programy bézn€ nabizeji moznost detekce mist Spatného nasednuti. U volné
dostupnych programt je tato funkce bohuzel ¢asto opomijena. Program Primer-BLAST na
serveru  NCBI  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/)  vyuziva  propojeni
s databazemi a umoziuje tuto detekci provést.

UKOL 7

Pro nasledujici geny navrhnéte primery tak, aby ve vysledku byl amplifikovan cely gen.
Ovéite moznost tvorby nezadoucich produktii pfi pouziti DNA matefského organismu jako
templatu v PCR smési. Ke kazdému genu doplitte navrzenou dvojici primert, délku PCR
produktu a délku dvou velikostné nejbliz§ich moznych nezadoucich produktii.

Gen 1
Organismus: Homo sapiens

Sekvence:

TTTACCTTCACGCTGGAGCCAAGATCGCTGCGGGGAGTCCCGTGAAGCACCACTGCCCTCTAAGACCTTGGAAGG
GGAAACACCAGAAGGTGTGGGTGCTGAGCTCCGCTGCGTCAGACTGCCAGGACCTGAGTGGAACTCAGTGCTGAA
ACCTGGGTTCTCACTGCAGCTGGATAGCAGGTGGTTACAAAATTATATGTATTTTTAGGGTTATTTCTAATTTTT
CTTTAATAGTTATTGGCAATTTTCAAAGTCCTTTAAGAAACACTGAAAACTGCTCAAGAAAATGGCAGTTCTGCA
GGGCTCAGGTAGCAGGGCAGGCTGTTGGGACAGGTTTGACAGACTGTCCTAATACAAGGAGCGCCTTTTCCCAGA
TCAGCAGCTCTAGAGGGTGGCGGCCTTGCCTGGAACCTCCGCAACCTCCGCGCCCACCACACAAGGGCTGAGAAC
AGTAAGGTATGGGCTGTGCTGGGCTCAGGAGCAGGGGTAGTTGCTCACCTGGACAGGGTGTGTCTGGGAGGGCCA
TACTAGGGCCTGGACAGGGCGTCTTCTGGCCTTGAGCTGCTACGATGGGGGTAGGAGTTGGGAAGGGTGGAAGGC
TGGTGCCCTCAGGGAGTCGGGGAGGCTGCGCAGTCAGCAGGTCAGGACTGTGTTCCTCAGAGAAGGGTGGCCTGT
GCAGGCGAGGCAGGGCTGCCCCTGCAGGGCTGAGGAACATTAGTCCATCCAGGTGGTGTGGGGAGGCTGAGGGCA
CGGTCCTCCTGCCCAGAACGCAGGTGTCCTGTCTGCTACAGACACATCAAGGAAGTCACCAATGTGTGCCCCTTT
CTCTAGCCTAGGGACTGGCAAACCCAAAAACACCATGCCCACAGGTTAGAGCCGACCTGGTGCCCGTTTGTGAAC
AGCCCACAAGCTAGGAATGGCTTTCACATGTTTAAATGGCCGAAAGTCAAAATATCTCATGATGTGTGAAAACTG
TAGGTCATTCTCATCTGCGTCGGTAAGTAACGCCTTATCTGAGCACAGCCAGGCGCATTCAGGTGGTGCGGCCCC
AGTGGAGGCTCTGTGGGCCGGGAGCCACGTCCCAGGTGCAGACACAGAGCTCCCACTGCGGGCTGACCTGTGACT
TCCCCTCTCCCTGCAGCTCTGCCCGGATGGCCCTAGTCTTCGTGTACGGCACCCTGAAGCGGGGTCAGCCCAACC
ACAGGGTCCTGCGGGACGGCGCCCACGGCTCCGCAGCCTTTCGGGCGCGCGGCCGCACGCTGGAGCCCTACCCGT
TGGTGATCGCGGGGGAGCACAACATCCCGTGGCTGCTGCACCTGCCCGGCTCGGGGCGCCTCGTGGAGGGCGAGG
TCTACGCGGTAGACGAGCGGATGCTGCGCTTTCTGGATGACTTCGAGAGTTGCCCGGCCCTGTACCAGCGCACGG
TGCTGCGGGTACAGCTGCTGGAGGACCGGGCCCCGGGCGCAGAGGAGCCGCCAGCGCCCACCGCGGTGCAGTGCT
TCGTGTACAGCAGGGCCACCTTCCCGCCGGAGTGGGCCCAGCTCCCGCACCATGACAGCTACGACTCCGAGGGGC
CGCACGGGCTGCGCTACAACCCCCGGGAGAACAGATAAGGGGGACGGGCAGGGTGGGCCTAGGTTTGAGAGCCCT




GGGGCTCCAAGATGCGCCCAGCCCATGCTGGGTGAAGGCGGAAGCCGAACAGGGCCCTTTCCAATGAATCTGCCG
GAAAGGAACCAATCTTTCAGTGGCAGCTGATTTTACAAATAATGTTGAGATACGAATAGCAAGGTGCTTCCCTCC
CATCTTTCTACCTGGTAAGAAAAATTTAGGATTTTAACTCCCCTAAATGACATTTAGAGAACTCGTGTTATGCCT
AATTCTTCTTCCTCCTCGTGTTGTTTCTGCTGTTGGCTCTGCTTTGAGCTCAAGATAATAATAAATATTTAGGAT
CAGTGTAAAGACTTGGTGTTGCCGCTAGATTTTAGCAGCCCTACTATACTGATTCTGGCCTGTAACCCCTGAGAA
AGCCGATTTTACACGGCTGGGTAGAATTTGTAGAAAAGATCCACAGGGCAAGCATGCTGTATATCAGAGTGCGTA
TAGCACCATTCTTCCTAATTTTCAGATCAAGCTTCACAGCAAATATTAAAGATTATTTAAATTTGAAGTCGATGT
TTTGGGAAATCAG

Gen 2
Organismus: Saccharomyces cerevisiae

Sekvence:
ATGATGAATAACAACGGCAACCAAGTGTCGAATCTCTCCAATGCGCTCCGTCAAGTAAACATAGGAAACAGGAAC
AGTAATACAACCACCGATCAAAGTAATATAAATTTTGAATTTTCAACAGGTGTAAATAATAATAATAATAACAAT
AGCAGTAGTAATAACAATAATGTTCAAAACAATAACAGCGGCCGCAATGGTAGCCAAAATAATGATAACGAGAAT
AATATCAAGAATACCTTAGAACAACATCGACAACAACAACAGGCATTTTCGGATATGAGTCACGTGGAGTATTCC
AGAATTACAAAATTTTTTCAAGAACAACCACTGGAGGGATATACCCTTTTCTCTCACAGGTCTGCGCCTAATGGA
TTCAAAGTTGCTATAGTACTAAGTGAACTTGGATTTCATTATAACACAATCTTCCTAGATTTCAATCTTGGCGAA
CATAGGGCCCCCGAATTTGTGTCTGTGAACCCTAATGCAAGAGTTCCAGCTTTAATCGATCATGGTATGGACAAC
TTGTCTATTTGGGAATCAGGGGCGATTTTATTACATTTGGTAAATAAATATTACAAAGAGACTGGTAATCCATTA
CTCTGGTCCGATGATTTAGCTGACCAATCACAAATCAACGCATGGTTGTTCTTCCAAACGTCAGGGCATGCGCCA
ATGATTGGACAAGCTTTACATTTCAGATACTTCCATTCACAAAAGATAGCAAGTGCTGTAGAAAGATATACGGAT
GAGGTTAGAAGAGTTTACGGTGTAGTGGAGATGGCCTTGGCTGAACGTAGAGAAGCGCTGGTGATGGAATTAGAC
ACGGAAAATGCGGCTGCATACTCAGCTGGTACAACACCAATGTCACAAAGTCGTTTCTTTGATTATCCCGTATGG
CTTGTAGGAGATAAATTAACTATAGCAGATTTGGCCTTTGTCCCATGGAATAATGTCGTGGATAGAATTGGCATT
AATATCAAAATTGAATTTCCAGAAGTTTACAAATGGACGAAGCATATGATGAGAAGACCCGCGGTCATCARAGGCA
TTGCGTGGTGAATGA

Gen 3
Organismus: Escherichia coli

Sekvence:
ATGAGTGAAGATTGTTTGAAAATGTTTACAGGTGTTGTTCTGTTAATATTTGTCATTATTGCCGGTTATTTCTTT
TCTGAGCGTAATGACAGGAAAATGTTTCTCCTGAGCTCACTGGTTTTCCTTGTTATTAATATCGCGTGTTTATAT
GTGCTGACTGCCAGATTCTGGTTTCTGTGTGGTGCAATTATGAATCAGGGCGCAGCAATGGTTGTTCCAATGGTT
ATTGGCTCATTACCGAACGTTACGAGCTTCGACGGGTTCAGAAGAATATTTATCTGTATTATGTTGTCATCAGTA
TGGTCCGGAGTGATGTGGTTTTTTATAAGGGGGCTTATGACAGGCTAA

VLASTNIi DESIGN PRIMERU

UKOL 8

Primer navrhujeme vzdy sohledem na smysl jeho pouziti. Je-li cilem detekce
pfitomnosti/nepfitomnosti genu, nemusime primery navrhovat tak, aby PCR produkt
obsahoval cely gen, nebo naopak mulze zahrnovat 1 ¢ast okolni DNA. Pro tuto aplikaci Ize
s vyhodou vyuzit on-line programy, které v ramci zadané sekvence navrhuji optimalizované
primery. Ukolem védce je mezi nabizenymi alternativami vybrat tu nejvhodné&jsi.

Pomoci programu Primer3 (http://frodo.wi.mit.edu/primer3) navrhnéte pro nasledujici
sekvenci vhodné primery tak, aby vysledny PCR produkt mél délku mezi 350 a 500 bp. Pro
nastaveni ostatnich parametrl vyuzijte znalosti z pfedchozich ukola.

Sekvence:
CTCGAGAAATCATAAAAAATTTATTTGCTTTGTGAGCGGATAACAATTATAATAGATTCAAT
TGTGAGCGGATAACAATTTCACACAGAATTCATTAAAGAGGAGAAATTAACTATGAGAGGAT



CGCATCACCATCACCATCACGGATCCCACGTGATATCCTCAATCGCTTCTAGAAGCGATTGA
GGAGATCTGAGCTCGGTACCCGGGTCGACAGGCCTCTGCAGCCAAGCTTAATTAGCTGAGCT
TGGACTCCTGTTGATAGATCCAGTAATGACCTCAGAACTCCATCTGGATTTGTTCAGAACGC
TCGGTTGCCGCCGGGCGTTTTTTATTGGTGAGAATCCAAGCTAGCTTGGCGAGATTTTCAGG
AGCTAAGGAAGCTAAAATGGAGAAAAAAATCACTGGATATACCACCGTTGATATATCCCAAT
GGCATCGTAAAGAACATTTTGAGGCATTTCAGTCAGTTGCTCAATGTACCTATAACCAGACC
GTTCAGCTGGATATTACGGCCTTTTTAAAGACCGTAAAGAAAAATAAGCACAAGTTTTATCC
GGCCTTTATTCACATTCTTGCCCGCCTGATGAATGCTCATCCGGAATTTCGTATGGCAATGA
AAGACGGTGAGCTGGTGATATGGGATAGTGTTCACCCTTGTTACACCGTTTTCCATGAGCAA
ACTGAAACGTTTTCATCGCTCTGGAGTGAATACCACGA

Primer | Sekvence Délka | Pozice | Ty GC [%] | Dimer | 3’ dimer Vlasenka

Left

Right

Délka PCR produktu:

UKOL 9

Na zéklad¢ vyse ziskanych znalosti navrhnéte vhodnou dvojici primerd k uvedenému genu.
Primery by mély zahrnovat poc¢atek a konec genu tak, aby vysledny PCR produkt obsahoval
cely gen. Zkontrolujte Ty, obou primerd, moznou tvorbu dimerii a vlasenek, primery by mély
mit délku mezi 20 a 28 bp a obsah G+C bazi by mél byt mezi 40 a 60 %.

Genova sekvence:
GGCCAATAACGAGCCATGGGCGGCCGC

ATGGCTGATTCTCAAACGTCATCCAACCGCGCCGGCGAATTCTCGATTCCGCCGAATACCGATTTCCGCGCGATT
TTCTTCGCGAATGCCGCCGAGCAACAGCACATCAAATTGTTCATCGGCGACAGCCAGGAACCCGCCGCGTATCAC
AAGCTGACGACGCGCGACGGCCCGCGCGAAGCCACGCTGAATTCCGGCAACGGCAAGATCCGTTTCGAGGTGTCG
GTGAACGGCAAGCCGTCGGCGACCGACGCGCGTCTCGCGCCGATCAACGGCAAGAAGTCGGACGGCTCGCCGTTC
ACGGTCAACTTCGGGATCGTCGTGTCGGAAGACGGCCACGACAGCGACTACAACGACGGCATCGTCGTGCTCCAG
TGGCCGATCGGCTGA

CTCGAGGGCTCTTCCACCCGAATTTCG

Primer Sekvence Délka | Pozice | Tp, GC [%] | Dimer | 3’ dimer Vlasenka
Left

Right

SAMOSTATNY PROJEKT

Vasim ukolem je navrhnout vhodnou dvojici primert ke genu, ktery jste identifikovali
v sekvenci zadané v piedchozim cviceni. Opét plati, Ze primery by mély zahrnovat pocatek a
konec genu tak, aby vysledny PCR produkt obsahoval cely gen. Zkontrolujte T,, obou
primerti, moznou tvorbu dimerid a vlasenek, primery by mély mit délku mezi 20 a 28 bp a
obsah G+C bazi by m¢l byt mezi 40 a 60 %.




