2 Navrh detekéného nastroja

Na to, aby bolo mozné identifikovat bodovi mutaciu je potrebné zostrojit detekény
nastroj, ktory bude schopny oddelit jedincov pbévodnych od jedincov nesucich
mutaénu zmenu. Za tymto Ucelom je potrebné zvolit' jeden z mnohych pristupov
vhodnych na identifikdciu bodovych mutéacii. Pre G€ely tohto cvi€enia zostrojime
detekény néstroj zaloZzeny na technike ,RFLP* ktora vyuziva polymorfizmus
fragmentov oSetrenych restrik€nou endonuklazou. Zakladny princip tejto metddy je
definovany na cvieni zameranom na polymerazovu retazovlu reakciu a preto
v kratkosti zhrnieme len zakladné pravidla.

Analyza RFLP je zaloZzena na identifikacii useku DNA obsahujuceho bodovu mutaciu
s naslednym namnozenim tejto sekvencie pomocou PCR. Ziskany ohraniCeny
fragment DNA (PCR produkt) je nasledne strihany Specifickou endonuklazou, ktora je
schopna nerusit integritu vilakna DNA v pripade Specifickej sekvencie DNA.
Specificka sekvencia DNA je va&sinou ta ¢ast PCR produktu, ktora obsahuje bodov
mutaciu. Pritomnost mutacie spdsobi nasadnutie endonukldzy a nasledné naruSenie
vldkna DNA.

Na to, aby sme boli schopni zvolit vhodnu sadu primerov a nasli vhodnu restrikénu
endonuklazu, mézeme vyuzit mnozstvo dostupnych aplikacii. Pre potreby tohto
cviCenia je potrebna instalacia neplatenej verzie programu CLC Sequence Viewer 6
volne dostupnej na internetovej stranke http://www.clcbio.com/index.php?id=479
a interaktivnej internetovej aplikacie Primer 3 dostupnej na stranke
http://frodo.wi.mit.edu/primer3/-

Po instalacii produktu CLC Sequence Viewer ajeho spusteni sa zobrazi okno
programu (Obrazok 15) ponukajuce rézne moznosti importu dat, zadania novej
sekvencie, pripadne sprievodcu programom. Nakolko pomocou databazy NCBI je
mozné ziskat' cielovl sekvenciu predstavujucu 400bp pred a za bodovou mutaciou,
tato sekvencia nam bude sluzit ako region DNA, ktory budeme analyzovat. Prvym
krokom bude opatovné vyhladanie bodovej mutacie, ¢i uz pomocou génu, pripadne
pomocou identifikacného c&isla ,rs". Predmetom nasej analyzy bude bodova mutéacia
vybrana v predchadzajucom cvi€eni s oznacenim rs1801133. Vyhladame cielovy
regibn mutacie prezentovany na Obrazok 14 a pismena jednotlivych nukleotidov

sekvencie skopirujeme. Nasledne klikneme na ikonu ,New® pripadne
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Obrazok 15 Uvodna obrazovka programu CLC Sequence Viewer

File Edit Search View Toolbox Workspace Help

E-ﬁl@ é|~——r|-\-—i J|1 ﬁf@ﬁm| ||'. lol‘—|l—|g
SeiemnnEmthwm(hn

E..::Impnrt Erport Graphecs | TPont| Unoo | Reds| "t Cmypaste Delets | Wulspace Phag-ins | Sealdl et Wdth | 10

b T4 ¥

[={-5 CLC_Data
E-£3

B 'ﬂﬂ Recyde bin (0)

o o

Quick Start

EFJ--E;:: Alignments and Trees

E—J General Sequence Analyses
E—J Nudeotide Analyses

[)-fef Restriction Sites

&l Database Search

Processes | Toolbox

| Ide... 1 element(s) are selected
.,New sequence” a skopirované data vloZzime do okna ,Sequence” v ponuke okna
Create Sequence (Obrazok 16). V riadku ,Name“ je mozné sekvenciu pomenovat
a pre prehladnost je rovnako mozné vybrat ikonu, ktora sprehladni vyhladavanie
sekvencii podla molekuly na ktorej sa nachadza. Po potvrdeni vlozenej sekvencie
tlacitkom ,OK" sa nami kopirovana sekvencia zobrazi v okne oznaenym menom
sekvencie (Obrazok 17). V rdmci okna obsahujuceho sekvenciu je mozné volit rozne
formy nahladu zameraného na obe viakna DNA, alebo na prehladné usporiadanie
nukleotidov do skupin po desat.
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Obrazok 16 Vlozenie sekvencie

e

Create Sequence

1. Enter Sequence Data

Marne: |[MTHFR

|| Common name:
Latin name:
Type: 2 (@ DNA
L (7 RNA
s (7) Protein
[7] Circular

Description:

| Sequence (required) 801|

TCTITICTAT GGCCACCRAG TGCAGGCCIG ATTTGCITGG CIGCTCRAGG CA
BT e GGACAGTG |
e e TGEGAGTTTE GAGCAATCCA CCCCCACTCT TGGAMCTGGG CICTGAGCCA CC IE

i TCCCCTGA
t_l GRGTCATCIC TGGEGICAGR AGCATATCRG TCATGAGCCC AGCCACTCAC TG
o TTTTAGIT

' CAGECTETIGEC TGIGCIGITG GARGGIGCAR GATCAGRGCC CCCARAGCAG AG

- GACTCTCT

CTGCOCCAGTC CCIGTGGICT CTICATCCCT CGCOCTTGALC AGSTGGAGGC CA
GCCTCTICC -

[ dox [ Xened ]

Obrazok 17 Vlozena sekvencia DNA

File: .Edll Search Y\EW Tfso\box ankspa(e }-.(e\p _ _ _
A8 5 &GRS s LR .7 o222
ek kel

Fawon | 100% | pan Zoomin | Zoom Ot

iEvigation Area s =MTHR 3

h &S Y ) w0 &0 8
pect ! ] ! | b v S
[E8en) MTHFR TCTTTTCTATGGCCACCAAGTGCAGGCCTGATTTGCTTGGCTGCTCAAGGCAGGACAGTGTGGGAGTTTGGAGCAATCCACCCCCAC = —
@ Recydebin (0) ioa e 50 ke equence layout
| I | Spacing
MTHFR TCTTGGAACTGGGCTCTGAGCCACCTCCCCTGAGAGTCATCTCTGGGGTCAGAAGCATATCAGTCATGAGCCCAGCCACTCACTGTT o spacing -
i = = % 2| o
MTHFR TTAGTTCAGGCTGTGCTGTGCTGTTGGAAGGTGCAAGATCAGAGCCCCCAAAGCAGAGGACTCTCTCTGCCCAGTCCCTGTGGTCTC B it ey
280 20 320 340

© Fixed wrap:

I | 1 |
MTHFR TTCATCCCTCGCCTTGAACAGGTGGAGGCCAGCCTCTCCTGACTGTCATCCCTATTGGCAGGTTACCCCAAAGGCCACCCCGAAGCA R
every 000 | residues

360 £ 420
1 ] 1 |
MTHFR GGGAGCTTTGAGGCTGACCTGAAGCACTTGAAGGAGAAGGTGTcTGCGGG::HCGATTTL‘.ATCATCACGCAGCTTTTCTTTGAGGCT

[7] Double stranded
240 460 480 500 520 [¥] Numbers on sequences
1 1 | 1 I
MTHFR GACACATTCTTCCGCTTTGTGAAGGCATGCACCGACATGGGCATCACTTGCCCCATCGTCCCCGGGATCTTTCCCATCCAGGTGAGG Relative to 1
s 550 50 &0 Numbers on plus strand
MTHFR GGCCCAGGAGAGCCCATAAGCTCCCTCCACCCCACTCTCACCGCACCGTCCTCGCACAGGCTGGGGGCTCTGGGTGGAGTGCTGAGT Lodknumbers
o0 e o Lrs 7] Hide labels
MTHFR TCGCTGAGTTCTTCCCAGATCTCCTCTCAGGTCCAGAACTTGCACAGCGTTGCTTGGCCACCCCATTTTGGTTACCTCTAATTTTCC [#]Lock labels
700 720 740 760 780 5
1 1 | 1 1 equence label
MTHFR CCCCAAAACCCAGCAACAGTGTCTGTTGAGGGGTTTGTTGTACTTTGGCCAACAAGCATCACCAAAAGGGATTCTAATTCTCATTAC Name -
Be: 1 o » Annotation layout
i oo ana Trees MTHFR AAATCCTGCTTAAATCAG » Annotaton types
General Sequence Analyses
g Nudeotide Analyses e
[ Restriction Sites » Residue coloring
.ﬂﬁ, %cabase Search o

b Text format

Processes| Toobox OEBEAE

[ 1de...

19



Sucastou okna je identifikator po¢tu pismen od zaciatku sekvencie. Na to aby sme
dokoncili fazu vkladanie analyzovanej sekvencie do programu, je potrebné ju ulozit
do Struktary, ¢o je mozné vykonat tlaCitkom ,Save®, pripadne kliknutim na krizik
v pravom rohu okna zo sekvenciou. Po vykonani prikazu na ukladanie sa zobrazi
dialégové okno, v ktorom je mozné sekvenciu uloZit do adresarovej Struktury
programu (Obrazok 18) s naslednym pomenovanim a potvrdenim pomocou ,OK".

Obrazok 18 Okno ulozenia sekvencie

( Save . @1

e A DT ... et

jLa I
Folder | Update &R

EFFECLC_Data

[#-[5) Example Data

|-
I
O
(m]
Mame: |MTHFR.

[ o ok ][ % Cancel ][ 2 Help ]

L%

V tejto faze sme zabezpedili uloZzenie sekvencie do Struktury programu, priCom sa
k nej mdézeme kedykolvek vratit pomocou navigaéného okna v lavej hornej liste
s nazvom ,Navigation Area“. KedZe vyuzZivany program je schopny poskytovat’ len
nahlad na sekvenciu DNA a vykonavat velmi jednoduché operacie za ucelom navrhu
vhodnych primerov, ktoré by ohraniili a namnoZili Usek s mutéciou je potrebné
opustit program a vyhladat na internete stranku interaktivneho programu Primer 3,
ktory je jednym s najpouzivanejSich volne dostupnych programov na tvorbu parov

primerov.
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Uvodnéa stranka programu Primer 3 (Obrazok 19) je pomerne prehladne rozdelena
na logické sekcie rozdelené podla jednotlivych potrieb uzivatelov. Nasou ulohou je
vytvorenie jednoduchého primerového paru, ktory by ohrani€il bodovu mutaciu
z oboch stran.

Obrazok 19 Uvodna stranka programu Primer 3

Primer3Home |||
FAQWIKI )

. = [ Checks for mispriming in template. |
Primer3 & 040) Pick primers fiom a DNA sequence I Sy

Paste source
NONE

4

7] Pick Ief primer, or use left primer below:| || Pick hybridization probe (internal oligo), or use oligo below| ¥ Pick right primer, or use right primer below (5' to 3 on opposite strand)

[ Pick Primers | [ Reset Form

Sequence Id: A string to identify your output
Tasgets: E.g. 50.2 requircs primers to surround the 2 bases at positions 50 and 51, Or mark the source sequence with [ aad |: e.g. ..ATCT[CCCCITCAT.. means that primers must fank the ceatral CCCC.
Excluded Regions: E.g 401,7 68,3 forbids sclection of primers in the 7 bases starting at 401 and the 3 bases at 68. Or mark the source sequence with < and >~ ¢.g. . ATCT<CCCC>TCAT.. forbids primers in the central CCCC

Product Size Ranges |150-250 100-300 301-400 401-500 501-600 601-700 701-850 851-1000

Number To Return & Max 3' Stability 9.0
Max Repeat Mispriming |12.00 Pair Max Repeat Mispriming |24.00

Max Template Mispriming |12 .00 Pair Max Template Mispriming | 24.00

[ Pick Primers | [ Reset Form

General Primer Picking Conditions

Primer Size Min |13 Opt: 20 Max: 27

Primer Tm  Min |57.0 Opt: 60.0 Max: 63.0 Max Tm Difference: [100.0 Table of thermodynamic parameters: | Breslauer et al. 1986
Product Tm Min: Opt Max:

Primer GC% Min: |20.0 Opt Max: 80.0

Max Self Complementarity: 8.00 Max 3' Self Complementarity: |3.00

Max #N's: [ Max Poly-X. 5

Tncida Tarast Danalr Owtcida Tarast Danatrr n Ninta: e ran cot Tncirds Tarmot Danalr t alln nemers incids o tarnst

Do okna pre vkladanie cielovej sekvencie DNA vlozime nasu cielovl sekvenciu
ziskanu z databdzy NCBI pre mutaciu rs1801133. V nastaveniach je potrebné zvolit
dizku tseku DNA, ktory sa bude amplifikovat a v neposlednom rade definovat miesto
v sekvencii, kde sa nachadza mutécia, ktoru chceme ohraniCit. KedZze pre
jednoduchost’ vizualizacie budeme pouzivat agarézovy, gél zvolime velkost PCR
produktu v rozmedzi od 100-300bp (Product Size Ranges). Mutacia sa nachadza na
pozicii 401 a zaujima nas iba jeden nukleotid, a preto zapis definujuci miesto, ktoré
bude primerom ohrani¢ené bude preto 401,1 (Targets). Nahlad na nastavenie
programu je k dispozicii na Obrazok 20. Ostatné prvky nastavenia primerov boli
ponechané na Standardné hodnoty zabezpecujuce optimalne parametre primerovych
parov vo vztahu kich teplote nasadania, k Struktire sekvencie avzgjomnej
komplementarite zvySujucech riziko tvorby ne$pecifickych fragmentov DNA.
Navrhovu proceduru dokoncime kliknutim na tlacitko ,Pick Primers”, ¢im spustime

vyhladavaci proces a samotny navrh primerov.
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Obrazok 20 Nastavenie programu Primer 3

P . 3 H Checks for mispriming in template. H disclaimer H Primer3 Home H
rimer (v. 0.4.0) Pick primers from a DNA sequence. H Primer3plus interface H cautions H FAQ/WIKI H

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): | HUMAN [=]

TCTTTTCTAT GGCCACCARG TGCAGGCCTG ATTTGCTTGE CTGCTCARGG CAGGACAGTG
TGGGAGTTTG GAGCARATCCA CCCCCACTCT TGGAACTGGG CTCTGAGCCA CCTCCCCTGA
GAGTCATCTC TGGGGTCAGA AGCATATCAG TCATGAGCCC AGCCACTCAC TGTTTTAGTT
CAGGCTGTGC TGTGCTGTTG GAAGGTGCAA GATCAGAGUC CCCAAAGCAG AGGACTCTCT
CTGCCCAGTS CCTGTGGTCT CTTCATCCCT CGCCTTGRAC AGETGGRGGC CAGCCTCTCC
TGACTGTCAT CCCTATTGGC AGGTTACCCC AAAGGCCACC CCGAAGCAGG GAGCTTTGAG

¥ Pick left primer, or use left primer below:| [] Pick hybridization probe (internal oligo), or use oligo below{| [ Pick right primer, or use right primer below (5' to 3' on opposite strand),

Pick Primers | [ Reset Form |

Sequence Id: A string to identify your output.
Papasts 2011 E.g. 50,2 requires primers to sutround the 2 bases at positions 50 and 51. Or mark the source sequence with [ and ]: e.g. ... ATCT[CCCC]JTCAT.. means that primers
= . must flank the central CCCC.
Excluded E.g. 401,7 68.3 forbids selection of primers in the 7 bases starting at 401 and the 3 bases at 63. Or mark the source sequence with < and > e.g.
Regions: ..ATCT<CCCC>TCAT.. forbids primers in the central CCCC.
Product Size Ranges |150-250
Number To Return 5 Max 3' Stability 9.0
Max Repeat Mispriming |12.00 Pair Max Repeat Mispriming 24.00

Max Template Mispriming 12.00 | Pair Max Template Mispriming 24.00

Pick Primers

General Primer Picking Conditions

Primer Size Min: 18 Opt: 20 Max: 27

Primer Tm  Min: 57.0 Opt: |60.0 Max: 63.0 Max Tm Difference: 1000 | Table of thermodynamic parameters: | Breslauer etal. 1986 [

Pradnet Tm Min: Ot Nae

V prvych riadkoch vystupu programu Primer 3 (

Obrazok 21) je mozné najst dve sekvencie, ktoré predstavuju najvhodnejsi par
primerov ohrani¢ujuci bodovl mutaciu. Vystup obsahuje informaciu o velkosti
primerov, ich teplote topenia, percentuadlnom obsahu baz G a C. Rovnako obsahuje
informaciu o velkosti ziskaného PCR produktu, ktora vtomto pripade bude 227
bazovych parov. Grafické znazornenie naznacuje miesto pre ktoré su primery
komplementarne.

Na to aby sme mohli sekvenciu DNA lepSie analyzovat je potrebné primery ziskané
programom Primer 3 vyhladat v pripravenom subore programu CLC Sequence
Viewer. Za tymto Uc€elom pouzijeme panel nastrojov umiestneny na pravej strane
arozbalime ponuku ,Find“ a zaSkrtneme vSetky policka v rozbalovacej ponuke
,<Advances search parameters®. Tymto opatrenim zabezpelime, Ze sa budu
sekvencie primerov vyhladavat v oboch smeroch zapisu, teda z fava do prava a aj
opacne. Po nastaveni vyhladavacich parametrov skopirujeme sekvenciu lavého
primeru do vyhladavacieho okna aklikneme na tlacitko ,Find“. Po vykonani
vyhladavania bude sekvencia primerov najdena v pozorovanom fragmente DNA,
vyznacena (Obrazok 22). Pomocou kurzoru oznacime vSetky pismena na lavo od

cielovej sekvencie a vymazeme ich klikom na klavesu ,delete” (Obrazok 23).
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Obrazok 21 Vystup z programu Primer 3

OLIGO Start _len tm gcs any = rep Sedqg
LEFT PRIMER 200 20 59 ._19¢ 55.00 4.00 3.00 11.00 GERAGGTECRARGRATCRGREC
RIGHT PRIMER 4zZg 20 53 _9& 45.00 4.00 3.00 10.00 GARRRGCTECETGATGATER

SEQUENCE SIZE: B0l
INCLUDED REGION SIZE: B0l

PRODUCT SIZE: 227, PAIR ANY COMPEL: 4.00
TRREETS (start, len)*: 401,1

PAIR 3" COMPL: 2.00

]

1 TCITTICIATGECCACCARCTECAGECCTIGRTTTGCTTIGECTECTCARGECAGEACAGTE

8l TEEEAGTITEEAECRAATCCACCCCCRACTCTTGEARCTEEECTCTEAGCCACCTCOCCCTER

121 GARGTCAICICIGEEETCAGARGCATATCAGTCATGACGCCCAGCCACTCACTGTITITAGTT

181 CRGECIGIGCIGIGCIGTIGEARGETGCARGATCAGRAGCCCCCARRECAGRAGERACTCTICT

FEEFFFFFFFFFIFFIFFFY

241 CTGCCCAGTCCCIGIGETCICTICATCCCTCECCTIGRARACAGETGEAGECCAGCCTICTCC

301 TGACIGICATCCCTIATTIGECACGETTACCCCARREECCACCCCERARGCAGEEAGCTTTIGRE

38l GCIGACCTGARGCACTTGRAGGAGEAGETCICTGCEEEACY CEGATTITCATCATCACECAG

= B

421 CTTTITICITIGAGECTGACACATTCTTCCGCTTICTGALEECATECACCERACRATEEECATC

R

481 ACTTGCCCCATCETCCCCEEEATCTTICCCATCCAGETGAGEEECCCAGEAGAECCCATR

541 AGCTCCCTCCARCCCCACTCTCACCECACCETCCTCECACAGECTEEEEECICTEEETGER

801 GIGCIGAGTICECTGAGTICT I CCCAGATCTCCTCTCAGET CCAGRRCTTGCACRACGOGTT

g8l ECTTGECCACCCCATTITIGETITACCTICTARTTTITCCOCCCCARRRCCCAGCARCAGTGTICT

TEl GITGAGEEETIIGTIGIACTITGECCARCARGCATCACCRRARRGEEATTCTAATTICTCAT

781 TRCAARRTCCTECTTRARTCRE

v '|1
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Obrazok 22 Vyznacenie sekvencie primeru

File Edit Search View Toolbox Workspace

50805

Help.
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; Database Search

b MTHFR €|

MTHFR

MTHFR

MTHFR

MTHFR

MTHFR

MTHFR

2 40 &0 80

] 1 ] |
TCTTTTCTATGGCCACCAAGTGCAGGCCTGATTTGCTTGGCTGCTCAAGGCAGGACAGTGTGGGAGTTTGGAGCAATCCACCC

AGAAAAGATACCGGTGGTTCACGTCCGGACTAAACGAACCGACGAGTTCCGTCCTGTCACACCCTCAAACCTCGTTAGGTGGG
100 120

140 160

1 1 | |
CCACTCTTGGAACTGGGCTCTGAGCCACCTCCCCTGAGAGTCATCTCTGGGGTCAGAAGCATATCAGTCATGAGCCCAGCCAC
GGTGAGAACCTTGACCCGAGACTCGGTGGAGGGGACTCTCAGTAGAGACCCCAGTCTTCGTATAGTCAGTACTCGGGTCGGTG
180 240
| i
TCACTGTTTTAGTTCAGGCTGTGCTGTGCTGTTEEAACGGTGCAAGATCAGAGCICCCCAAAGCAGAGGACTCTCTCTGCCCAGT
AGTGACAAAATCAAGTCCGACACGACACGACAACCTTCCACGTTCTAGTCTCGGGGGTTTCGTCTCCTGAGAGAGACGGGTCA

260 280 10 320

] | | |
CCCTGTGGTCTCTTCATCCCTCGCCTTGAACAGGTGGAGGCCAGCCTCTCCTGACTGTCATCCCTATTGGCAGGTTACCCCAA
GGGACACCAGAGAAGTAGGGAGCGGAACTTGTCCACCTCCGGTCGGAGAGGACTGACAGTAGGGATAACCGTCCAATGGGGTT

340 360 380 400

1 1 I |

AGGCCACCCCGAAGCAGGGAGCTTTGAGGCTGACCTGAAGCACTTGAAGGAGAAGGTGTCTGCGGGAGYCGATTTCATCATCA

TCCGGTGGGGCTTCGTCCCTCGAAACTCCGACTGGACTTCGTGAACTTCCTCTTCCACAGACGCCCTCRGCTAAAGTAGTAGT
420

440 60

| | | |
CGCAGCTTTTCTTTGAGGCTGACACATTCTTCCGCTTTGTGAAGGCATGCACCGACATGGGCATCACTTGCCCCATCGTCCCC
GCGTCGAAAAGAAACTCCGACTGTGTAAGAAGGCGAAACACTTCCGTACGTGGCTGTACCCGTAGTGAACGGGGTAGCAGGGG

» Sequence layout

» Amnotation layout
» Annotation types
» Restriction sites
» Residue coloring
~ Find
(GGAAGGTGCAAGATCAGAGC|
©® Sequence
* Advanced search parameters
[¥] Include negative strand
Treat ambiguous residues as wideards
[7]in search term

[7]in sequence
) Anmotation

] Indude tranlations

©) Position

[ Find

» Text format

OBEAN

Selection: 200..219, size 20

£ oflle 2
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MTHFR

MTHFR
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20 40 &0 80

| 1 | |
FCTTTTICTATGGCCACCAAGTGCAGGCCTGATTTGCTTGGCTGCTCAAGGCAGGACAGTGTGGGAGTTTGGAGCAATCCACCE
JAGAAAAGATACCGGTGGTTCACGTCCGGACTAAACGAACCGACGAGTTCCGTCCTGTCACACCCTCAAACCTCGTTAGGTGGG

100 120 140 180
| |

| i
CCACTCTTGGAACTGGGCTCTGAGCCACCTCCCCTGAGAGTCATCTCTGGGGTCAGAAGCATATCAGTCATGAGCCCAGCCAC
GGTGAGAACCTTGACCCGAGACTCGGTGGAGGGGACTCTCAGTAGAGACCCCAGTCTTCGTATAGTCAGTACTCGGGTCGGTG

180 220 20

1
GGAAGGTGCAAGATCAGAGCCCCCAAAGCAGAGGACTCTCTCTGCCCAGT
CCTTCCACGTTCTAGTCTCGGGGGTTTCGTCTCCTGAGAGAGACGGGTCA

TCACTGTTTTAGTTCAGGCTGTGCTGTGCTGTT|
AGTGACAAAATCAAGTCCGACACGACACGACAA|

260 280 20 320

I ] | |
CCCTGTGGTCTCTTCATCCCTCGCCTTGAACAGGTGGAGGCCAGCCTCTCCTGACTGTCATCCCTATTGGCAGGTTACCCCAA
GGGACACCAGAGAAGTAGGGAGCGGAACTTGTCCACCTCCGGTCGGAGAGGACTGACAGTAGGGATAACCGTCCAATGGGGTT

0 7

I |
AGGCCACCCCGAAGCAGGGAGCTTTGAGGCTGACCTGAAGCACTTGAAGGAGAAGGTGTCTGCGGGAGYCGATTTCATCATCA
TCCGGTGGGGCTTCGTCCCTCGAAACTCCGACTGGACTTCGTGAACTTCCTCTTCCACAGACGCCCTCRGCTAAAGTAGTAGT

380 400

20 440 %0 480

| | [l
CGCAGCTTTTCTTTGAGGCTGACACATTCTTCCGCTTTGTGAAGGCATGCACCGACATGGGCATCACTTGCCCCATCGTCCCC
GCGTCGAAAAGAAACTCCGACTGTGTAAGAAGGCGAAACACTTCCGTACGTGGCTGTACCCGTAGTGAACGGGGTAGCAGGGG

» Sequence layout

= 2

» Anmotation layout

» Annotation types

» Restriction sites

» Residue coloring

~Find
(GGAAGGTGCAAGATCAGAGC

® Sequence

+ Advanced search parameters
[¥] Include negative strand

Treat ambiguous residues as widcards
in search term

[7]in sequence

Annotation

] Indude translations

) Position

[ Find

» Text format

OBEMN

Selection; 1.,199, size 193

Rovnakl operaciu vykoname s druhym pravym primerom stym, ze tento krat

vyberieme a vymazeme nadbyto€nu sekvenciu, ktord sa nachadza napravo od tohto

primeru. Takymto spdsobom zredukujeme pocet nukleotidov na pocet, ktory

zodpoveda velkosti PCR produktu predpovedaného programom Primer 3. Ziskanie
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presnej sekvencie cielového kopirovaného useku DNA nam ulah¢i a sprehladni
pracu a dalSie navrhovanie detekéného nastroja.

V dalsom kroku mame za ulohu vytvorit v sekvencii stav, ktory sa vyskytuje
v jedincovi s bodovou mutaciou. Musime najst na sekvencii miesto, kde sa bodova
mutacia nachadza a zmenit pismeno na tejto pozicii na pismeno ,t“. V stucasnosti je
tato pozicia oznacena pismenom ,Y*, ktoré je nahradnym znakom pre kombin&ciu
pismen ,C*“ a ,T“ (Obrazok 24).

Obrazok 24 Vytvorenie mutovanej sekvencie
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GGCTGACCTGAAGCACTTGAAGGAGAAGGTGT [#]in search term
. CCGACTGGACTTCGTGAACTTCCTCTTCCACA [7]in sequence
7) Annotation
[ Indude translations
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CTGCGGGAG[CGATTTCATCATCACGCAGCTT |

GACGCCCTCRGCTAAAGTAGTAGTGCGTCGAA
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¥ Text format

lignments and Trees
General Sequence Analyses

_1 Mudleotide Analyses TTC
4 Restriction Sites MTHFR
= [_)_gtabasa Search AAG
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iPrncessesj Toolbox | @ [« R=2HE Ir—n [
Idle...

Pomocou kurzora oznacime najdené pismeno ,Y* a pravym tlacitkom mysi klikneme
do farebného ramca. Z rozbalovacej ponuky vyberieme moznost ,Edit selection®, ¢o
vyvola okno v ktorom je mozné zmenit vybranu sekvenciu (Obrazok 25). V okne
zmenime pismeno ,Y* za pismeno ,t“. Malé pismeno zabezpedi identifikaciu mutécie
medzi ostatnymi pismenami pripadne je mozné pomocou pravého kliku vyvolat
ponuku a vybrat volbu ,Set Numbers Relative to This Selection®. Tato volba upravi
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Cislovanie baz tak, ze za bazu jedna sa bude povazovat mutovana baza a ostatné

nadobudnu zaporné, alebo kladné hodnoty podla smeru a vzdialenosti od mutacie.

Obrazok 25 Okno pre editaciu sekvencie

rE Replace selection ’ - t i&r

Edit selection: 1

N

l ? Help I [ JOK ] [ RCanc&l I
| — —

Nasledne ako sme zabezpecili, Zze sekvencia obsahuje Ziadanu mutaciu, je nasSou
Ulohou n3jst restrikénd endonukledzu schopnu prestrinnat  vidkno DNA
v pozadovanom mieste. Za tymto u¢elom vyuzijeme panel nastrojov umiestneny na
pravej strane okna arozbalime ponuku ,Restriction sites. Presunieme sa
v rozbalenej liste na tlacitko ,, Manage Enzymes* a klikneme. Aktivacia tohto tlacitka
nas presunie do okna v ktorom je mozné vybrat z databazy restrikéné enzymy, ktoré
interaktivne simuluju pésobenie na vlakno DNA s definiciou miesta strihu. V lavom
okne sa nachadza databaza enzymov av pravom okne sa nachadzaju skutoCne
pouzivané enzymy interaktivne pdsobiace na vlakno DNA (Obrazok 26).

Pomocou kurzora oznacdime enzymy v pravom okne a pomocou Sipky vlavo ich
odstranime. Databaza enzymov je zoradena podla oblubenosti enzymov. Pomocou
kurzora vyznacime vSetky enzymy az po oblubenost definovanu troma hviezdi¢kami.
Po vyznaleni pozadovanej skupiny enzymov stlaCime Sipku vpravo, ¢im enzymy
z databazy presunieme do pracovného okna. Pre potvrdenie vyberu enzymov
stla¢ime tlagitko ,Finish®. Po jeho stlaceni sa enzymy presunu do panelu nastrojov
v pravom okne a rovnako miesta, ktoré su v nasej sekvencii prestrihnuté sa vyznacia
a identifikuju enzymom, ktory by potencialne tuto reakciu vykonal.

Ako je mozné vidiet na obrazku 26, na cielovej sekvencii sa zobrazili rdzne miesta

zostrihu, pricom v priestore mutacie sa nachadzaju dva enzymy.
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Obrazok 26 Okno editovania restrikénych enzymov

- - =
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Enzyme list
[] Use existing enzyme list | = ! [ ﬁ! |
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Filter: ; Filter: |
Name Overhang  Methylation Popul... MName Overhang Methylat... Popul... —
BamHI 5 - gatc 5 N4-met,., *==== - HindIIl 5 -aget 5 No-me,,, =FEEE -
f Balll 5 -gatc 5': N4-met,,, **=== - Smal Blunt - 5 N4-me,,, === !
EcoRI 5 - agtt 51 NE-met,., *=FEE ¥bal 5 -ctag 5 NE-me,,, =FEEE
EcoRY Blunt - 5': NG-met... === Sall S-tga  5:Neme.. ===
HindIIl 5 -agct 51 Ne-met.,, F=FEF _ |EcoRVY Blunt - 51 Ne-me,,, FTFEEF
Pstl 3 -tga 5': N6-met... **=** E EcoRI 5 -aatt 5: N6-me,.. ===
| Sall 5 -tcga 51 Ne-met,,, === Balll 5 -gatc 5 N4-me,,, ===
i_|:|" o_* Smal Blunt - 5: N4-met... *====* ¥hol 5 - tcga 5 N6-me,., ===
: = ¥bal 5 -ctag 51 Ne-met,,, === Pstl 3 -tgca 1 Ne-me,,, ===
! ¥hol 5 - tcga 5': NG-met.., **==* BamHI 5 -gatc 5 N4-me,., ===
Clar 5 —rn 5. Nf-met  ¥EEE il Knnl T _ntar 5. Mfiome  ¥EEE i
8 ]
(BT
= Save
i [ 5ave as new enzyme list
L
R Ereim | [ e | ol ) [ Kemm ] |
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Obrazok 27 In

teraktivny zostrih ciefovej sekvencie
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WTHER CCGAAGCAGGGAGICTTTGAGGCTGACCTGAAGCACTTGAAGGAGAAG
GGCTTCGTCCCTCGAAACTCCGACTGGACTTCGTGAACTTCCTCTTC

Alul

220
|

GTGTCTGCGG IWICGATTTCATCATCACGCAGCTTTTC
CACAGACGCCCTCaGCITAAAGTAGTAGTGCGTC|GAAAAG
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» Sequence layout

» Annotation layout

- » Annotation types

m
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Enzym Hinf | a Taq | su schopné prestrihndt miesto za predpokladu, Ze obsahuje
mutaciu. Pre sprehladnenie vystupu sa vratime do okna manaZovania enzymov
a pomocou filtrovania celkovej databazy vyberieme do pravého pracovného okna len
dva enzymy, ktoré sa javia ako najlepSie (Obrazok 28).

Obrazok 28 Filtrovanie a vyber enzymov

E Manage enzymes - Lﬂ
b L_n
1. Please choose enzymes “-’\'5‘*"*‘-“F«‘:i-“\**-z-“'\'7::‘n
Enzyme list
[] Use existing enzyme list 5]
All enzymes Enzymes shown in Side Panel I
Filters hinf Filter:
Name Overhang Methylation  Popula... — MName COwverhang Methylation Popula... =
Hinfl 5 -ant 5: MG-met.., =+ Tagl 5 -cg 5': NG-met,., **** |
Hinfl 5 -ant 5: Ne-met,.. ***
[&] |
! r_| |
E
e
Save
[ 5ave as new enzyme list
iy
? | (% = Previous P Next I J Finish ] | x Cancel l
e — vy - > war e~ — —=

Tato operacia zabezpedi prehfadnost a umozni zvolenie optimalneho enzymu. Ako
je mozné pozorovat na obrazku 28 enzym Taq | striha sekvenciu na jednom mieste
prisom u mutovaného jedinca z fragmentu o dizke 227 bp vytvori za predpokladu
pritomnej mutécie fragmenty s diZzkou 25 a 202 bp. Na rozdiel do enzymu Tagq | druhy
enzym Hinf | striha sekvenciu na dvoch miestach, priCom jedno je ovplyvnené
mutdciou a druhé nie. Z tejto situacie vyplyva, ze enzym Hinf | PCR produkt o dizke
227 bp strihd v pritomnosti pévodnej alely ,C“ na fragmenty velké 34 a 193 bp.
V pritomnosti mutécie vyjadrenej alelou ,T* zase na 3 fragmenty o dizke 28 ,34 a 165
bp. Pri finalnom vybere enzymu treba brat do Uvahy fakt, ze pri enzyme Taq | nie je
PCR produkt u pévodnej formy génu vobec strihany a da sa chybne interpretovat ako
pdvodna forma génu aj v situacii keby sme do reakcie vébec enzym nepridali. Na

rozdiel od toho enzym Hinf | striha produkt na dve frakcie aj v pripade pbvodnej
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formy génu, &im sa eliminuje chyba sp6sobena poskodenim enzymu, alebo jeho

absenciou v reakcii.

Obrazok 29 Vyber vhodného enzymu
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Samostatna uloha
Upravte ciefovi sekvenciu mutacie rs1801133 tak, aby koreSpondovala
s navrhnutym detekénym néastrojom autorov Cicek et al. (2004)'. Findlne zobrazenie

je dostupné na obrazku 30.

"' Cicek, M. S., Nock, N. L., Li, L., Conti, D. V., Casey, G., & Witte, J. S. (2004).
Relationship between Methylenetetrahydrofolate Reductase C677T and A1298C Genotypes
and Haplotypes and Prostate Cancer Risk and Aggressiveness. Cancer Epidemiol. Biomarkers
Prev., 13(8), 1331-1336. Retrieved from
http://cebp.aacrjournals.org/cgi/content/abstract/13/8/1331
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Obrazok 30 Detekény nastroj podla Cicek et al (2004)
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