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5. vaja: Analiza nt zaporedij in mol. kloniranje

Pregled vaje

* raba kodonov
* aplikacija tabel rabe kodonov na heterologne gene

* restrikcijske endonukleaze (restriction endonucleases, restriction enzymes)
* iskanje mest (linearna, krozna dsDNA)
v obliki kviza v
. spletni ucilnici

* verizna reakcija s polimerazo (PCR, polymerase chain reaction)
* matrica
* nacrtovanje zacetnih oligonukleotidov
* ohranitev bralnega okvirja
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Raba kodonov

Pri nekaterih organizmih se nekateri kodoni za doloc¢en ak-ostanek pojavljajo pogosteje
kot drugi kodoni za isti ak-ostanek.

* velja predvsem za hitro rastoce organizme (= optimizacija rabe kodonov)
* visja hitrost in natanc¢nost translacije
* najboljizrazita je v genih, ki se mocno izrazajo
* raba kodonov povezava s koli¢ino tRNA za doloc¢en ak-ostanek!

* pri pocasi rastocih organizmih (npr. Homo sapiens) ali pri organizmih z majhnimi
genomi optimizacija rabe kodonov ni izrazita

Problem v praksi:
* priorganizmuY je raba kodonov optimirana, pri organizmu Y pa ne (oz. je drugacna)
* vorganizmu Y Zelimo izraziti gen iz organizma X (heterologno izraZanje)

l pomanjkanje doloc¢ene/ih tRNA

* pocasnejsa translacija
* napake pri translaciji
* prehitra prekinitev translacije = skrajsane oblike proteina
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Raba kodonov

Primer: raba kodonov pri Escherichia coli K12.
Od sestih kodonov za Arg se le dva (CGU in CGC) uporabljata pogosto.

Uuu F 0.57 19.7 UCU s 0.11 5.7 UAU Y 0.53 16.8 UGU C 0.42 5.9
uuC F 0.43 15.0 UCC s 0.11 5.5 UAC Y 0.47 14.6 UGC C 0.58 8.0
UvA L 0.15 15.2 UCA s 0.15 7.8 UAA * 0.64 1.8 UGA * 0.36 1.0
UUG L 0.12 11.9 UCG s 0.16 8.0 UAG * 0.00 0.0 UGG W 1.00 10.7
ClU L 0.12 11.9 cCcCcUu P 0.17 8.4 CAU H 0.55 15.8 |CGU R 0.36 21.1
CulCc L 0.10 10.5 ccCc P 0.13 6.4 CACH 0.45 13.1 |CGC R 0.44 26.0|
ClA L 0.05 5.3 cCA P O0.14 6.6 CAA Q 0.30 12.1 |CGA R 0.07 4.3
CUG L 0.46 46.9 CCG P 0.55 26.7 CAG Q 0.70 27.7 |CGG R 0.07 4.1
AUU I 0.58 30.5 ACU T O0.16 8.0 AAUN 0.47 21.9 AGU S 0.14 7.2
AUC I 0.35 18.2 ACC T 0.47 22.8 AAC N 0.53 24.4 AGC S 0.33 16.6
AUA T 0.07 3.7 ACA T 0.13 6.4 AAA K 0.73 33.2 |AGA R 0.02 1.4
AUG M 1.00 24.8 ACG T 0.24 11.5 AAG K 0.27 12.1 |AGG R 0.03 1.6
GUU V 0.25 16.8 GCU A 0.11 10.7 GAU D 0.65 37.9 GGU G 0.29 21.3
GUC v 0.18 11.7 GCC A 0.31 31.6 GAC D 0.35 20.5 GGC G 0.46 33.4
GUuA VvV 0.17 11.5 GCA A 0.21 21.1 GAA E 0.70 43.7 GGA G 0.13 9.2
GUG V 0.40 26.4 GCG A 0.38 38.5 GAG E 0.30 18.4 GGG G 0.12 8.6

kodon ak XXX YYY
kodon za posamezni ak-ostanek = | | —— frekvenca na 1000 kodonov (za vse ak)

enocrkovna koda ak-ostanka frekvenca rabe tega kodona (za to ak)
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Raba kodonov
Primerjava: raba kodonov za Arg pri Escherichia coli K12 in ¢loveku.

CGU R 0.36 21.1 CGU R 0.08 4.5
CGC R 0.44 26.0 | CGC R 0.18 10.4
CGA R 0.07 4.3 CGA R 0.11 6.2 |
CGG R 0.07 4.1 CGG R 0.20 11.4
AGU S 0.14 7.2 AGU S 0.15 12.1
AGC S 0.33 16.6 AGC S 0.24 19.5
AGA R 0.02 1.4_ AGA R 0.21 12.2
AGG R 0.03 1.6 AGG R 0.21 12.0|
E. coli K12 Homo sapiens
(standardni kod)
Izrazita preferenca za dva kodonal! Ni izrazite preference!
kodon ak XXX YYY
kodon za posamezni ak-ostanek =/ | | —— frekvenca na 1000 kodonov (za vse ak)
enocrkovna koda ak-ostanka frekvenca rabe tega kodona (za to ak)
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Raba kodonov
Vaja:
* ogled rabe kodonov pri razli¢nih organizmih

* primerjava rabe kodonov v dolo¢enem genu iz nekega organizma z rabo

kodonov v drugem organizmu

¢ hical
Codon Usage WS C odon

Database B2 nalyser

http://www.kazusa.or.jp/codon/ http://gcua.schoedl.de
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Restrikcijske endonukleaze

* prepoznajo doloceno mesto na DNA (restrikcijsko mesto, restriction site) in ga
razrezejo
* topi konci (blunt ends), npr. Smal

é +
37...GG

5’ ...CCCGGG. . .3’ 5’ ...CCC GGG...3’
CC...5' 3’ ...GGG CCC...5'

* lepljivi koncu (sticky ends), npr. Xhol
5" ...CTCGAG.. .3’ 57...C TCGAG. ..3’
3’ ...GAGCTC...5’ * 37...eager ¢ C...5’

* zaporedja pogosto palindromna

* imena restrikcijskih endonukleaz izvirajo iz imen (mikro)organizmov, iz katerih so
bile izolirane, npr. EcoRIl — Escherichia coli

* ti encimi so izredno uporabni pri molekulskem kloniranju — usmerjeno sestavljanje
fragmentov DNA (npr. vstavljanje vkljucka v plazmidni vektor)
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Restrikcijske endonukleaze

Vaja:
* restrikcijska analiza (restriction analysis) plazmidnega konstrukta

we b
C

_':

_t

http://rna.lundberg.gu.se/cutter2/
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Plazmidne karte

S plazmidnimi kartami grafi€no ponazorimo

lokacijo in obseg dolocenih regij plazmida:
* geniza odpornost proti antibiotikom MCSs
* ori (origin of replication) ISz _ >_ ___=

*  vkljucki

* multiplo klonirno mesto (MCS, multiple
cloning site) — sem ponavadi vstavljamo
vkljucke preko prepoznavnih mest za
restrikcijske endonukleaze

gen za odpornost
proti gentamicinu

pFastBac™1

origin of replication

gen za odpornost proti ampicilinu
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Plazmidne karte
Multiplo klonirno mesto

Primer vektorja za izrazanje proteinov v insektnih celicah: pFastBac 1.
Vklju€ek z genom, ki ga Zelimo izraziti, vstavimo preko mest od BamHI do Hindlll
(vklju¢ek mora imeti START in STOP kodon!).

3901

3951

4001

4051

4101

4151

Start of

Transcription

#

TAGATCATGG AGATAATTAA AATGATAACC ATCTCGCAAA TAAATAAGTA

| Polyhedrin promoter |

TTTTACTGTT TTCGTAACAG TTTTGTAATA AAAAAACCTA TAAATATTCC

Banlr HI Rsrll BssH |l
| |

L}
CGGATCCCGG TCCGAAGCGC

GGATTATTCA TACCGTCCCA CCATCGGGCG

EcoR | Stu | Sall Sst| Spe | Not | NspV
| | | [ | |
GCGGAATTCA AAGGCCTACG TCGACGAGCT CACTAGTCGC GGCCGCTTTC

Xbal Pst| Xllrol Sphl Kpn | Hind Il
I I I (.
GAATCTAGAG CCTGCAGTCT CGAGGCATGC GGTACCAAGC TTGTCGAGAA

| SV40 polyadenylation signal |
I
GTACTAGAGG ATCATAATCA GCCATACCAC ATTTGTAGAG GTTTTACTTG

MCS




Plazmidne karte
Risanje plazmidnih kart

Primer programov za risanje plazmidnih kart:
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* |okalno nainstaliran — ApE (A plasmid Editor)
* spletni - PlasMapper

e O O New DNA Map
23 Clal (1)
[29 Hindlll'(1)
380 Acclll (1)
457 Blpl (1)
510 BamHI (1)
4560 Zral (1) 546 Ncol (1)
4560 Aatll (1) 585 Xbal (1)
4444 Sspl (1)
4120 Scal (1) 643 Bglll (1)
4009 Pvul (1) 683 SgrAl (1)
y 836 Sphl (1
3883 Pstl (1) \ 896 E‘::UV\SI 21)
)/ 925 Sall (1)
986 PshAl (1)

3637 Eam11051 (1)_/, New DNA

3160 AlwNI (1)
1 origin 3474..2792

4637 bp
1213 Eagl (1)
1246 Nrul (1)
1319 BstAPI (1)

1699 Aval (1)
2749 AflIl (1) 1754 PpuMI (1)
2749 BspLU111 (1)
2518 BstZ171 (1)

2499 BsaAl (1)

2491 Tth1111 (1)

2391 Pfol (1)

2338 Pwull (1)

http://biolo

labs.utah.edu/jorgensen/wayned/ape

7 tem
Vo [ s

[ [ s
, //mw
7, _—masas

Created using PlasMapper

http://wishart.biology.ualberta.ca/PlasMapper

Povezavi do teh orodij sta tudi na wiki Povezave.

Verizna reakcija s polimerazo (PCR)

Osnove

* pomnozevanje (fragmentov) DNA

kloniranje, uvajanje mutacij
detekcija DNA

dolocanje zaporedij (sekvenciranje)
kvantifikacija nukleinskih kislin
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reakcijska zmes vsebuje:

matri¢na DNA

par zacetnih oligonukleotidov

zmes dNTP

termostabilna DNA-polimeraza (npr. Taq)
reakcijski pufer

Cycle I Cycle II Cycle III
—— ,  —
— | m— =) I — W
/ - ~ (=3 o ey 7
I | E— =
\ —_—— 0 -
Primer New \ o ., — ek (o) I
o - & ™ o =
5 n—3 94°C =
3<mmmmmmn 5 Denature (94°C) o
Target New e, m— g
sequence DNA / =D — e L e
- \- Lo N
e o= —
Anneal Synthesize\ P 5 ™ ommm
primers  new strand —>= -
(ca.50°0)  (72°C) N
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Verizna reakcija s polimerazo (PCR)
Nacrtovanje zacetnih oligonukleotidov

smerni oligonukleotid
(forward oligo)
5/ -GCGCGGCTGAG-3’ regije, ki jo Zelimo pomnoziti)

= * v naSem primeru ga zapiSemo kot GCGCGGC

preberemo iz zaporedja matricne DNA (z zac

* zaporedje smernega oligonukleotida direktno

etka

TGAG

5" -AGGCTCECGCGGCTGAGAGACTCGCGCTAGAGTCGCGTTAGGCTGAAGLCTGA-3'
3" -TCCGAGCGCGCCGACTCTCTGAGCGCGATCTCAGC ACT-5"
matricna dsDNA fragment, ki ga Zelimo pomnoziti
* za zaporedje protismernega oligonukleotida P Y P
vzamemo obratno komplementarno zaporedije s 3 —CA.ATCC.ZG.ACTTC—.S
konca regije, ki jo Zelimo pomnoZiti protismerni °|'80.nUk|e°f|d
* zaporedje s konca regije, ki jo Zelimo pomnoziti: (reverse oligo)
GTTAGGCTGAAG

e obratno komplementarno zaporedje tega zaporedja
je CTTCAGCCTAAC, kar je zaporedje
protismernega nukleotida

Na 5’-konce oligonukleotidov lahko dodamo druga zaporedja, ki niso komplementarna matrici (npr. restrikcijska mesta

za usmerjeno vstavljanje v plazmidne vektorje) = ta zaporedja potem dobimo v konénem PCR produktu.
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Verizna reakcija s polimerazo (PCR)
Nacrtovanje zacetnih oligonukleotidov

Splosne smernice za izbiro optimalnih zacetnih oligonukleotidov:
* dolZina 20-25 nt
* temperatura talis¢a (T,,) 55-70°C > pomembno za prileganje (annealing),
na splosnoveljaT,=T_ —-5°C
* vedji delez GC 2> vigja T,
* oligonukleotidi naj med seboj ne tvorijo dsDNA:
* sekundarne strukture (regije dsDNA znotraj istega oligonukleotida)
» dimeri oligonukleotidov (regije dsDNA med dvema
oligonukleotidoma)
* na 3’-koncu naj bo G ali C (tri vodikove vezi v bp — stabilnejse!)
* 3’-konec mora tvoriti par z matrico, sicer ne pride do polimerizacije
* specificnost samo za izbrano DNA (uravnavamo tudis T,)
lzra€un T,
Za kratke oligonukleotide, < 14 nukleotidov, v prisotnosti 50 mM soli

T, =4 °Cx (Stevilo G in C v oligonukleotidu) + 2 °C x (Stevilo A in T v oligonukleotidu)

Za daljse oligonukleotide (N je dolzZina oligonukleotida)
T,,=64.9 °C + 41 °Cx (Stevilo G in C v oligonukleotidu — 16.4)/N

Za daljse oligonukleotide ob upostevanju koncentracije soli
T,,=81.5°C+ 16.6 °C x (log,,[Na*] + [K*]) + 0.41 °C x (%GC) — 675/N
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Verizna reakcija s polimerazo (PCR)
Potek PCR (poenostavljen primer): vezava zacetnih oligonukleotidov

5’ ~-AGGCTCGCGCGGCTGAGAGACTCGCGCTAGAGTCGCGTTAGGCTGAAGCTGA-3’
3’ -TCCGAGCGCGCCGACTCTCTGAGCGCGATCTCAGCGCAATCCGACTTCGACT-5"

matri¢na dsDNA
95°C - denaturacija
(verigi matricne dsDNA se locita)

5’ ~-AGGCTCGCGCGGCTGAGAGACTCGCGCTAGAGTCGCGTTAGGCTGAAGCTGA-3’

3’ -TCCGAGCGCGCCGACTCTCTGAGCGCGATCTCAGCGCAATCCGACTTCGACT-5"

~55°C (T,) — vezava zacetnih oligonukleotidov
(annealing, prileganje; optimalno T, izra¢unamo iz T,,)
[temperaturo hitro znizamo s 95°C, da ne nastane matri¢na dsDNA]

5’ -AGGCTCGCGCGGCTGAGAGACTCGCGCTAGAGTCGCGTTAGGCTGAAGCTGA-3"
3’ -CAATCCGACTTC-5'
protismerni oligonukleotid

smerni oligonukleotid .
(reverse oligo)

(forward oligo)

5’ —-GCGCGGCTGAG-3’
3’ -TCCGAGCGCGCCGACTCTCTGAGCGCGATCTCAGCGCAATCCGACTTCGACT-5"

ﬁ (se nadaljuje)
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Verizna reakcija s polimerazo (PCR)
Potek PCR (poenostavljen primer): polimerizacija

~72°C - polimerizacija
(ta temperatura je optimalna za delovanje termostabilnih
DNA-polimeraz)

5’ -AGGCTCGCGCGGCTGAGAGACTCGCGCTAGAGTCGCGTTAGGCTGAAGCTGA-3’
€«— CTCAGCGCAATCCGACTTC-5"

protismerni oligonukleotid

smerni oligonukleotid .
(reverse oligo)

(forward oligo)

5’ —-GCGCGGCTGAGAGACTCG —>
3’ -TCCGAGCGCGCCGACTCTCTGAGCGCGATCTCAGCGCAATCCGACTTCGACT-5"

&

5’ ~AGGCTCGCGCGGCTGAGAGACTCGCGCTAGAGTCGCGTTAGGCTGAAGCTGA-3’
. .AGCGCGCCGACTCTCTGAGCGCGATCTCAGCGCAATCCGACTTC-5"

5’ -GCGCGGCTGAGAGACTCGCGCTAGAGTCGCGTTAGGCTGAAGCT .
3’ -TCCGAGCGCGCCGACTCTCTGAGCGCGATCTCAGCGCAATCCGACTTCGACT-5'

~

ciklicno ponavljanje (ponavadi 20-30x):

* ponovna denaturacija (95°C)

* vezava zaCetnih oligonukleotidov (T,)
* polimerizacija (72°C)
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Verizna reakcija s polimerazo (PCR)

Vir: YouTube (https://www.youtube.com/watch?v=eEcy9k_KsDI)

5. vaja: Analiza nt zaporedij in mol. kloniranje

Verizna reakcija s polimerazo (PCR)

Vaja:
* nacdrtovanje zacetnih oligonukleotidov — samostojno
* identifikacija regije, ki jo Zelimo pomnofZiti
* izpis zaporedij oligonukleotidov in analiza njihovih lastnosti (T,,, dimeri, ...)
* nacrtovanje zacetnih oligonukleotidov z orodji (Primer3, Primer-BLAST)
* identifikacija regije, ki jo Zelimo pomnoziti

ustrezna nastavitev parametrov = program sam predlaga optimalne oligonukleotide

Oligo Calc: Oligonucleotide Properties Calculator

Entor lorueots Sequence Below
0D catuiabons oo fo sglo-srandod DNA or FNA

»NCBI Primer-BLAST: Finding primers specific to your PCR template (using Primer3 and BLAST).

: disclaimerfcod
H Primer3web version 400 - Pick primers from a DNA sequence. (ascoer fode

cautions

Resetpage Save search parameters _Relrieve rect
PCR Template

Rorwsa Complonent St a3 Select the Task for primer selection [ generc Enter accession, g, or FASTA sequence (A refseq record s prefered) @ Glear

Paste source sequence below (5'->3',string of ACGTNacgtn - other letters treated as N - numbers
and blanks ignored). FASTA format ok. Please N-out undesirable sequence (vector, ALUS, LINES,
etc.) or use a Mispriming Library (repeat library) [ None

Or, upload FASTA file Choose File

o flo seloctod

Primer Parameters

Use my own forward primer c
(5'>3' on plus strand)

B o Pick left primer, Pick hybridization probe (internal | Pick right prin (s o vimer ) Glear

i lor use left primer below oligo), or use oligo below luse right primer t (5'>3' on minus strand) -

(5' t0 3' on oppos Min Max

PCR product size ™ 1000
#of primers to return s

Pick primers | | Download Settings | | Reset form

Min opt Max ™

= Primer melting temperatures  [57.0 %00 &0 3
[ check Self-Complementarity (Tm)

http://primer3.ut.ee http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
www.basic.northwestern.ed tools/primer-blast/
u/biotools/oligocalc.html (primerjanje zaporedij

oligonukleotidov z bazami zaporedij nt
— za zmanj$anje nespecifi¢ne vezave)




