Zaklady bioinformatiky
Tutorial 3: Design PCR primeru

Pojem primer se v molekularni biologii pouziva pro kratky oligonukleotid, ktery slouzi jako zacatek
synthesy DNA prostfednictvim DNA-polymerasy. Pojem se pouZiva jak pro organismem vytvofeny
pocatek in vivo replikace DNA, tak i pro syntheticky oligonukleotid, ktery slouzi jako zaklad in
vitro polymerasové fetézové reakce (PCR). Kratké oligonukleotidy pozadované sekvence je dnes
mozné ziskat chemickou synthesou, nejcastéji na zakazku. U zakazkovych vyrobci oligonukleotidii
je mozné na webovych strdnkach zadat pozadované sekvenci, mnoZstvi, Cistotu, ptipadné
modifikace oligonukleotidu a pak jej stisknutim tlacitka objednat.

PCR je mozné pouzit bud’ pro detekci nebo pro isolaci urcitého useku DNA, ptipadné pro jiné
specidlni ucely. V tomto tutoridlu si ukaZeme obé¢ varianty, jak detekci, tak i isolaci useku DNA.
Nejprve si navrhneme primery pro detekci genu prvni podjednotky mamuti cytochrom-c-oxidasy.
Nejcastéjsi pouziti PCR vyzaduje dvojici primert, které predurcuji produkt reakce. Pokud mame
k dispozici nukleotidovou sekvenci useku, ktery chceme detekovat, psanou od 5' k 3' konci, pak
prvni primer mizeme vybrat jako usek sekvence n¢kde na zacatku sekvence. Druhy primer miizeme
vybrat tak, Ze vezmeme né&jaky usek na konci sekvence a pielozit jej do komplementarni sekvence.
Pozadavky na primery se mohou liSit podle toho, jestli se jedna o klasickou PCR nebo kvantitativni
PCR sreverzni transkripci, na pouzit¢ DNA-polymerase a na dalSich aspektech. Zde uvedené
poZadavky by mély fungovat pro vétSinu pouziti PCR, ale pro konkrétni aplikaci PCR si zjistéte
konkrétni specifikace. Podle obecnych podminek by mél primer mit 18 aZ 24 b, teplotu tani 7., 52-
58 °C a obsah G-C pari 40-60 % . Teplota tani se pocita podle jednoduchého vzorecku. Nemé¢l by
byt velky rozdil teplot tani ve dvojici primerli. Déle jsou vitany pary GC na 3' konci (mezi
poslednimi 5 b). Sekvence by neméla obsahovat mnoho repetic (maximalné 4 pro jednu basi).
Vytézek PCR miize byt negativné ovlivnén piitomnosti sekundarnich struktur v primeru
a schopnosti primeru tvofit dimer sdm se sebou nebo s druhym primerem. Primery je potieba
vytvaret tak, aby bylo dosazeno vhodné délky produktu, ktera ¢ini cca 100 bp pro kvantitativni PCR
a 100-500 bp pro konven¢ni PCR s pouzitim obycejné DNA-polymerasy. Pro amplifikaci delSich
usekll je nutné pouzit specidlni DNA-polymerasu s opravnym mechanismem. V neposledni fad¢ je
potieba vybrat primery tak, aby byly co nejvice specifické a v daném vzorku amplifikovaly pouze
pozadovanou sekvenci.

Navrh primera si ukaZeme na nastroji Primer BLAST z nabidky néstrojii National Center for
Biotechnology Information (NCBI). Nejprve si na strankach http:/www.ncbi.nlm.nih.gov/ najdeme
sekvenci mamuti cytochrom-c-oxidasy zadanim jejiho UniProt identifikatoru cox1_mampr. Kdyz
kliknete na identifikator, objevi se vam zaznam proteinové sekvence. My ale chceme nukleotidovou
sekvenci. Tu dostaneme kliknutim na zdznam DQ188829.2. Tim se vam objevi nukleotidova
sekvence kompletniho mamutiho mitochondridlniho genomu s identifikatorem DQ188829.
Postupnym rolovanim dolu najdeme usek odpovidajici cytochrom-c-oxidase. Odpovidajici
nukleotidové sekvence se vam zvyrazni kliknutim na blizky odkaz CDS (coding DNA sequence).
Sekvenci zkopirujte a vloZte do nastroje Primer BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-
blast/). Dale v ¢asti Primer Pair Specificity Checking Parameters nastavte databasi nr (non-
redundant sequences) a smazte Homo sapiens v polozce Organism. Diky tomu bude program
zjiStovat, jestli do jaké miry budou primery reagovat s dalSimu sekvencemi v databasi nr.

Po zmacknuti Submit se vam objevi n€kolik navrzenych dvojic primert. Pro kazdou dvojici se
vam objevi délka produktu PCR reakce. Pro kazdy primer ziskate délku, jeho pocatek a konec
v sekvenci, teplotu tani, podil GC part a informace o tvorbé sekundérnich struktur a dimert. Déle
vam nastroj nalezne sekvence v databasi nr, na které by fungoval. Tim mtizeme posoudit specificitu
primeru. Pokud byste vyvijeli primer, ktery by mél detekovat naptiklad pfitomnost viru ve vzorku
lidské krve, pak by bylo vhodné misto database nr zvolit lidsky genom a tak otestovat, jestli by
primer nefungoval 1 na n&jakou lidskou sekvenci.
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Jinym zpisobem jak vyuzit program Primer BLAST je v naSem piipad€ zadani sekvence celé
mitochondrialni DNA (nebo jejiho kodu pQ188829) do policka sekvence. Aby program védé€l, ze ma
hledat primer jen pro cytochrom-c-oxidasy, zadejte do polozek Range hodnoty 5331 pro zacatek
forward primeru a 6878 pro konec sekvence reversniho primeru. Vyhodou je fakt, Ze program
vezme v uvahu zbytek sekvence a navrhne primery tak, aby nenasedaly na jiné Casti sekvence.

Dalsi moznosti je nezadavat zadnou sekvenci, zadat jen sekvence primerii a kterou databasi
chceme prohledavat. Program ndm nalezne podobné sekvence v databasi nr, ptipadné jiné kterou
vybereme. Toto pouziti si miizete vyzkousSet tak, ze jako primery pouZzijete sekvence nalezené
v predchozich krocich. Stejné vyuzijeme néstroj i pro nalezeni primeru pro amplifikaci konkrétniho
useku DNA. Napiiklad pokud bychom chtéli rekombinantné exprimovat mamuti cytochrom-c-
oxidasu v bakterii E. coli, pak by bylo potfeba amplifikovat cely gen. Podivejte se na sekvenci
mitochondridlni DNA mamuta s vyznacenou sekvenci kddujici cytochrom-c-oxidasy. Jako forward
primer vyberte napiiklad prvnich 20 basi genu, tedy atgtttgctaaccgctgact. Reverse primer
ziskate tak, Ze vyberete sekvenci poslednich 20 basi genu (acgtaaaatctaactcgaga) a vytvorite k
nim komplementarni sekvenci (nestaci jen zménit a na t atd, ale jeSté musite napsat sekvenci
pozpatku). Kdyz ob¢ sekvence zadate do nastroje Primer BLAST, pak vam program poskytne krome
nalezenych vazebnych sekvenci navic informace o teplot¢ tani, obsahu GC a podobné¢. Sekvence je
mozné upravit, naptiklad pokud je nizka teplota tani, tak primer prodlouzit. Program jesté obsahuje
volby tykajici exontli a intronli. Pokud chcete primer analysovat aniz byste prohledavali sekvence
programem BLAST, pak je mozné bud’ tuto volbu vypnout, nebo pouzit jiny program, napiiklad

http://eu.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/.
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