VZOROVY PROTOKOL
C7301 Zaklady genomiky - cviceni

Uloha: DESIGN, SYNTEZA A PURIFIKACE OLIGONUKLEOTIDU oligonucleotide

Cislo skupiny:

Jména: ~ synthetic oligonucleotide AN

Datum:
S ~ PCR primer _

Navrh sekvence primeru pro PCR _(?Iigo®

* Komentujte prosim vystupy z programu Oligo

* Nasnimcich 2, 3, 4 a 5 porovnejte, ktery ze dvou uvedenych vypist charakterizuje kvalitnéjsi primer/y

* Uvedte proc¢ a komentar zapiste pfimo do snimku

* Na pozitivnim vlakné sekvence Arabidopsis thaliana na snimku 7 vyberte manualné forward a reverse
primer predepsané délky v oznacené pozici, vypiste sekvenci obou primeru



Sekundarni struktury

Forward Primer NewSequence:76756F19

The most stable 3'-dimer: # of hydrogen bonds = 2
5" ATAGTCAACAGCCACGGTA 3°

3" ATGGCACCGACAACTGATA 5°

The most stable dimer owverall: # of hydrogen bonds = 4)\AG = -1.9 kcal/mol
5" ATAGTCAACAGCCACGGTA 3°

3' ATGGCACCGACAACTGATA 5°

Hairpin loop: no stems found.

Forward Primer NewSequence:119F27
The most stable 3'-dimer: # of hydrogen bonds = 4;
5" GAATTCATGGACGCTCTCATTGCTCAG 3°

3 éLCléGTTﬁCTCTCGC&GGTACTTAAG 5°

The most stable dimer overall: # of hydrogen bonds = 6;
5" GAATTCATGGACGCTCTCATTGCTCAG 3°

5" GACTCGTTACTCTCGCAGGTACTTAAG 5°

Hairpin: loop = 5 nt; AG = 1.1 kcal/mol; Tm = 5.2 °C
5" GAATTCATGGACG

1 c
3-_GACTCGTTACTCT]




Forward Primer NewSequence:76756F19 (positive strand)

Priming efficiency of the perfect match is 446 (above the threshold) Falegné naseda'nl'

Priming efficiency: 45
5'(76756) ATAGTCAACAGCCACGGTA (76774)3"
I

3'(6972) aaggagttgtcagagatat (6954)5°

Priming efficiency: 43
5'(76756) ATAGTCAACAGCCACGGTA (76774)3"

3'(34265) attcagttg--gtagccag (34249)5°

Priming efficiency: 43
5°(76756) ATAGTCAACAGCCACGGTA (76774)3°

3°(36261) tcgtegttgtcgggetegt (36243)5°

Priming efficiency: 18
5" (76756) ATAGTCAACAGCCACGGTA (76774)3°
[ETETT 1

3°(44586) tatcagttagtacaataat (44568)5°

Priming efficiency: 17
5'(76756) ATAGTCAACAGCCACGGTA (76774)3°

I I
3°(39878) cttcagttgctctaaccgt (39852)5°

Forward Primer NewSequence:76756F19 (negative strand)
Priming efficiency of the perfa ztch is 446 (above the threshold)

Priming efficiency( 446 (above the threshold)
5" (76756) ATAGTCAACASCCACGGTA (76774)3°
[TEEEEREEETTEE

3°(76756) tatcagttgtcggtgecat (76774)5°

Forward Primer NewSequence:119F27 (positive strand)
Priming efficiency of the perfect match is 542 (above the threshold)

Mot found

Forward Primer NewSequence:119F27 (negative strand)
Priming efficiency of the perfect match is 542 (above the threshold)

Priming efficiency: 510 (above the threshold)
5°(119) GAATTCATGRACGCTCTCATTGCTCAG (145)3°

3'(119) gaagagtacctgcgagagtaacgagte (145)5°

Priming efficiency: 79
5°(119) GAATTCATGGACGCTCTCATTGCTCAG (145)3°
(Y [ T

3'(656) taataasacctasaccacaaacgagtt (682)5°




Score / Priming Efficiency

HewSequence: TBE3E8R22

5 TATTTGATTTAGTGGTCCCGAT 3°

Length: 23 -mar

Seare: Gd8paints €

3 Position: JaEss

Tm/tm: 4.5  54.8 °C (salt 155.8 mM, oligo 200.8 nM)

AefAg (23 ®C): -38.5 -29.9 kecalfmal

A5/ 85 -459.9 -449.1 cal /K = mol

M i =167.7 -163.8 kcal/mol

3 AG: =7.3 kKcalfmal

Degeneracy: i

P.E.¥: L66/ARE 2

17E: 4.7 el 0268
32.5 ppfAdea

ewhaguence !5 FoH2]
* TTAGTTAATATCCACTTRAGL 3¢
L

ength: 2l -mer
Scora: SBdpoints €—
3* Position: 575
TS rm: LE.8 45.8 *C (salt 155.8 =M, oligo 288.8 nM)
Fhg (25 *C): 276 =36, 7 kcal/mol
Fls: 4416 -429.6 cal /K * mal
AH fih 2 -159.3 -154.8 kcal/fmol
3 8G: =6.9 kcal fmol
Pegeneracy 1
I7.E.2: 413433 —
1/E: 4_Bl rmol FAZEE
31.4 pg/AZea




PCR parametry

Set score: 950 €—
F/R PCR Product Optimal Annealing Temperature: 48.5 °C (Max: 65.5 °C)

Position Length  Tm [°C] GC [%] P.E.# Score
F/R Product n/a 124 75.9 368.6 n/a 958
Forward Primer 76756 19 55.9 47.4 A46/446 959
Reverse Primer 76858 22 54.5 36.4  466/466 948

Product Tm - Reverse Primer Tm: 21.4 °C
Primers Tm difference: 1.4 °C

Set score: 755
F/R PCR Product Optimal Annealing Temperature: 52.8 °C (Max: 61.8 °C)

Position Length  Tm [°C] GC [%] P.E.# Score
F/R Product n/a 471 82.8 48.3 n/a 755
Forward Primer 125 21 68.7 52.4  4B87/487 814
Reverse Primer 575 21 58.8 33.3 4237423 age

Product Tm - Reverse Primer Tm: 32.8 °C
Primers Tm difference: 18.7 °C

Comments:
High difference between (F/R) product and primer melting temperatures. -




Terminologie primert

Cervené (®) vldkno
modré ) vlakno

Nasedani primert

Priklad

manualniho vybéru dvojice
primerd z(@ vlakna.
Aplikujte tento priklad

v Uloze zadané na snimku 7.

na@ylakné
Cteme zprava doleva
a komplementarné

UPPER - FORWARD - LEFT
5

»

>

+ 5%
34

! {5

< 5"
LOWER - REVERSE - RIGHT

+

UPPER - FORWARD - LEFT 5

5
34

a

v

LOWER - REVERSE - RIGHT

O"CTTCTGCTCAATCTTTCTAC 3° FORWARD

+ h'1 ATGGgTTCTG CTCAATCTTT CTAC&ACCAA AGCTCTGTCT TGAAAATCAA
51 TGT TGTTTT CCTTGATATC ATGTCACGCA

101 TGCTTCAACA CTCCAAATAC AGAGGTAATT AAATATTATT ATCATATTAT

151 ATATAATATG TTATTGATTT TTTGTTTGTG ATTTCATTTAGATTTTTATT

201 TCTATGATTT CTTAGCATGA AATACAATTT TTGGAGAAAC AACTAGCAGT

251 TTTAAAAACA AAACTTGAAT TTTGAGAAAT TCAAAGATGT TATATATATA

301 TGTCAAAATT TAACAATTAT TCTTCTAAAT CATCCGGATT CCGTTTACAT

351 GTACACATCT ACAATTTTCAATTGAGGTAT TCTTGTTTTG ATGCCTTTGA

401 GACGAATAGT TTGATTGATA AAAAAAATTC TAACCAATAT GATATATAAA

451 GTTTATTTTC TTTTTGTCAAACCATACTTT ATACTATGTAACTTTTTTAA

501 GAGATTATTG AAAATAGTTT A'I_I_I'ATAAAA TAGTAACCTATTGTTGAATT

551 AAAAAAAAAA AAAAANA l TGCAAACGAC ATGTGATTTA

601 TCTTAGTTTABRAACTA PATCGACTGT TCTTATAAGT

651 AATCAACCAA TTAGCATCAA TCACAATAAA TTGTAAACAC TTCAATGAAA

701 ATGGTGATTT TAAAGAATAT GTTTTACTTA TGTTATGAAC TATCTCAAAT

751 TTGTGAAATA TTTCATAACT AATGTGGAAA ACTATATAAC CCCTCCATAC

801 AAAACGTAAG TAAAATTTAT GAAATCCTAT CATTTTTAAA GGTTAAACCA

851 ATCAAAAAGT AATAATTCTT GGTACTTGCAATATTTTTGT CATTATATTT

901 TAGTTTATTAATTTTATTTT GATTAAATGG TTTTAGATCC ATCAGTTATG

951 GAGATCGCAG TTATAGCTGT AGACGATCCG AAGAAAGCAT TATCTACTCT

1001 AAAAATTCAA CGAGACAATA TAGATCTCAT AATCACAGAT TATTATATGC

1051 CTGGTATGAA CGGTTTACAA CTCAAAAAAC AAATCACTCA GGAATTTGGA

1101 AATTTACCGG TCTTAGGTAA CATTTTTTGT TCTTTACAAC TTAAATTAAA
3

5" TGAAGAATATCAGCTAGTTT 3° REVERSE




Vyznacte na éésti@ vlakna sekvence Arabidopsis thaliana forward a reverse primer dle oznaceni:
yyyyFxx forward primer (yyyy = pozice 5 - konce primeru)
zzzzZRXX reverse primer (zzzz = pozice 3 - konce primeru)

(xx = pocet bazi primeru)

49609 ETCITG;TCQATSACgGC;CCECAﬁTGgTTgccETT%TTSTGSAGEGT%CTEATECAEGCéTTgAC$CGEAT
49681 ;TrgGTITGEGC¢;T$AT§crgchAchGETAgsegccgsr?vchTITTtAGSTA¢;A§chAA£Ac;cc
49753 IAAEGTﬁAC?CAQTGgAGQAA:GA¢CT:AGEGG3TTgGTSAA:GATAAQAAgGAgAAzACﬁATgATTGATTC
49825 chzATeTCIAG&TTSATETC:TCgCGEAAgATﬁAT;CA?TAﬁATéGTETT:TT;CATAGSTClATéCAzGG
49897 gAT§TC$AT;CG;TTgGAETC?TAgCC;GG#CAEGGQACSACSTGITGQACQGAQGGthgGAlATgATETC
49969 érTzavéTAﬁATsTcECAETAaAc¢CA;TTSTTgGTQGATAA§GA¢cagacEATQTG$AT?TA$ATATGCGA
50041 TGATAACTGCAGGCTGAGATTGCTAGCAGAATCGAAAGGATATCGACTTGACGACACT GGACTATTCCCAGE
- - L QAETASRIERTIST -RHWTTIGP.S

a prp——

Kazda skupina bude oznacovat pfimo v prilozené sekvenci jiné primery.

Skupina 1: 49682F21 49845R18 Skupina 4: 49629F20 50071R19
Skupina 2: 49754F19 49920R20 Skupina 5: 49765F21 50075R22
Skupina 3: 49828F22 50072R19 Skupina 6: 49830F19 50080R21

Zde prosim vypiste sekvenci vybraného forward a reverse primeru od jeho 5 - konce.

FOrWard: 5 ... 3 RBVEISE:D ..o r e 3



Syntéza a purifikace PCR primeru

e Komentujte prosim nasledujici snimky
e Komentar zapiSte primo do snimku

Oznacdte spravnou odpovéd: Syntéza zacindod 5 / 3 - konce primeru
Syntézy se Ucastni / nelcastni polymeraza
Syntéza probiha ve vodném / nevodném prostredi



Priibéh syntézy (histogram)

Vysvétlete, proc prvni histogram zaznamenava Uspésnou syntézu a druhy nikoliv.
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Kazda skupina bude pocitat s jinym vytézkem syntézy.

Skupinal: 100D Skupina4: 90D
Skupina2: 120D Skupina5: 140D
Skupina3: 150D Skupina6: 110D

oligonukleotid je po syntéze vysusen,
ale pokud by byl nasledné rozpustén v 1 mL:

vitdfak (Mzg) = oD (fee=14 rekunst‘.tuq—uann

Extinkéni koeficient vybraného oligonukleotidu: € = 270.2
Molekulova hmotnost vybraného oligonukleotidu: MW = 8741.795

Muolekulova hrnuinust MW g extmkeni koeficient £ pro vwpodty mnodilvi a koncentrace
ohgonukleotidu |50 uvedeny vite

¥ypodet mnodsivi oligonukleotidu (umal).  vytékek /&
¥ypoder mnodstvi oligonukbeotidu (ug) [vyléiek { £) x MW

vitddek (ODVmD)

¥ypodet koncentrace oligonukleotdu: L T T ] T
rozpustime-li vytézek v 1 mL £ « 107 (litr/umol.cm )
Odhad mnoZstvi oligonukleotidu | 0D ss DNA = 33 g

Vypoctéte, v jakém objemu je tfeba rozpustit vytézek, abyste dostali zasobni roztok o koncentraci 500 pM:

Zde vyjadrete zadany vytézek ve
vsech uvedenych jednotkach:
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Purifikace syntetického primeru

Odsoleni gelovou chromatografii na Sephadexu nebo afinitni chromatografie na cartridge:

.
190.bi0 - 20.0p1

OEL

primer

Ezoan

Spojte ¢arou, které necistoty jsou po syntéze z primeru odstranény na Sephadexu a které vazbou na afinitni cartridge.

11



Chromatograficka kontrola kvality nasyntetizovaného primeru

Chromatogram surového primeru je oznacen ¢erné, chromatogram odsoleného primeru

je oznacen Cervené (DE, desalted).

Definujte u prvniho obrazku, co bylo ze surového primeru odstranéno gelovou chromatografii,
a odhadnéte, jak se zménila koncentrace purifikovaného primeru ve srovnani se surovym.
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Syntéza primeru je OK Syntéza primeru neni OK
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Nevyplnény vzorovy protokol C7301 Zaklady genomiky - cvi¢eni DESIGN, SYNTEZA A PURIFIKACE
OLIGONUKLEOTIDU je vloZzen do ISu (Manipulace se studijnimi materialy) pod nazvem

Protokol a SYNTEZA-TEAMS_12-2021.pptx. Vyplnte.

Kompletné vyplnéné protokoly (jeden protokol za kazdou dvojici) prosim odeslete
ve formatu pdf do stfedy 15.12.2021 na adresu hanak@sci.muni.cz. Dékuiji.

Ohledné pripominek k odevzdanému protokolu vas budu jednotlivé kontaktovat mailem.
Teprve po vyreseni vsech dotazl a vyslovném odsouhlaseni spravnosti protokolu budu
povazovat tuto ¢ast cviceni pro konkrétni dvojici za ukoncenou.

Dékuji vdm za Géast v C7301: DESIGN, SYNTEZA A PURIFIKACE OLIGONUKLEOTIDU.
Hana Konecna
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