Biologia molekularna, kierunek lekarski Zadania do wyktadu 01 04.03.2020.

WO1: Replikacja DNA, zadania

Reakcja PCR.

Kornelia Polok

1.Projektowanie starteréw

1.1. Ponizej podano sekwencje pewnego genu w formacie FASTA.

>rpgipl

60 ACTACGCTCTCATCCCAAACCCAAAATCATGATGGACTTCAAGCTCTTCTCCCTAACCCT

120  TCTCTTCTCCACAATCCTTACCCCAGCTCTCTCCGAGCTCTGTAACCCTAAAGACAAAAA

180  GGTGCTCTTCGAAATCAAGACAGCCTTCAACAACCCCTACATTTTATCCTCATGGAAATC

240 CGACGCCGACTGCTGTACCGACTGGTACTGCGTCGAGTGTGATCCCACCACCCACCGCAT
300 CAACTCCCTCACCATCTTCACCGACAACAACCTCACCGGCCAAATCCCCGCCCAAGTCGG

360 AGACTTGCCGTACCTAGAAACCCTCGAGCTCCGCAAGCTCCCCCATCTCACTGGTCCAAT

420 CCAGCCCTCCATCGCCAAGCTTAAACATCTCAAGATGCTCAGGCTCAGCTGGAACGGCCT
480  CTCAGGTTCAGTCCCTGACTTCATCAGCCAGCTCAAGAACCTCACATTCCTCGAACTCAA

540 CTTCAACAAATTCACTGGCTCCATCCCCAGCTCGCTTTCTCAGCTACCCAACTTGGGAGC

600 CCTTCATCTAGATCGCAACCAGCTCACAGGTCAAATTCCTAGCTCATTCGGAAAATTCGT

660 TGGCACCGTTCCGGCTCTCTTCCTCTCCCACAACCAGCTCACAGGAAAAATCCCAACCTC

720  ATTTGCTAACATGAACTTCGACCAAATAGACTTGTCACGCAACAAGCTCGAAGGCGACGC
780  GTCTGTAATATTCGGTTTGAACAAGACCACCCAGATTGTGGATCTGTCGAGGAACATGCT
840 GGAATTTGATCTGTCCAAAGTGGTGTTTTCGACCAGCTTGAGAGCCGTGGACTTGAACCA
900 TAACAGCATCACGGGGAGTATTCCGGCACAGTTGACCCAATTGGATGATTTGGTGTTGTT
960 CAATGTGAGCTACAACAGGTTGTGTGGTAAGATTCCGGTGGGTGGGAAGTTGCAGAGCTT
1020 GGACACCACGTCGTATTTCCATAACCGGTGCCTTTGCGGTGCTCCCCTCCCAAGTTGCAA

1080 GTAATGGACGCCGGAACGAATAGTAATAGTTTGGTATTGTAAAGGTGTTTCCTAAAACAG
1140 CGTGGCTTGATTGCTTCAAGCAAATAAGCAAATACGTTTGACTTTCATAAACATTGGGTTT
1200 AATTAATGTAGGTCCAACAATCGACCACAAATTAGGCATTTTGTTATGGATAAGCTATCAG
1252 AATAAAGAACTCACTATATGAATTGTTTGCTTAATAAAAAAAAAAAAAAAAA
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1.2. Prosze zaprojektoewa¢é do podanej sekwencji 20-nukleotydowe startery tak aby
spetniaty one nastepujgce warunki:

@ W miare mozliwosci startery pozwola na amplifikacje catego genu.
@ Kazdy ze starterdw bedzie zawierat >50% par G+C?
@ Temperatury topnienia starteréow beda réznity sie co najwyzej o 5°C.

1.3. Odpowiedz prosze poda¢ wedtug nastepujacego schematu:

A. Prosze pokazac miejsce przytgczenia starteréw na rysunku. Mozna pokazac¢ tylko
te fragmenty, gdzie startery sg przytaczane. Srodek sekwencji mozna pominac.

B. Prosze podac sekwencje obu starteréw od konca 5’ do 3’

C. Prosze podac temperature topnienia starterow.

D. Prosze ustali¢ temperature przytaczania starteréw w reakcji PCR.

Prawidtowe wykonanie zadania 1: 2 punkty
Termin: 17.03.2020.
Ocena prac: 22.03.2020.
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2.Przygotowanie mieszaniny reakcyjnej: obliczanie stezen.

2.1. Obiekt badan i liczebnos$¢ préb

@ Analiza nalezy objac 12 szczepdw Mycobacterium tuberculosis.
@ Kazdy szczep jest reprezentowany przez 2 proby.

2.2. Analizowana sekwencja

@ W analizie nalezy wykorzysta¢ sekwencje unikalna, fragment genu katG, dla
ktérego zaprojektowano dwa startery katG1-F i katG1-R.

2.3. Roztwory podstawowe i objetos¢ reakcji

@ Roztwor podstawowy to roztwor jakim dysponujemy, np. mamy MgCl, o stezeniu
25 mM, bufor o stezeniu 20 x itd.

@ Nalezy okresli¢ ile kazdego z roztwordw podstawowych podanych w tabeli 1
nalezy pobrac¢ aby otrzymac 20 ul roztworu o stezeniu podanym dla proby, np.
stezenie MgCl, w prébie ma by¢ 1.5 mM, bufor o stezeniu 1 x itd.

@ Objetos¢ mieszaniny reakcyjnej dla pojedynczej préby wynosi 20 pl.

L.p. |SRfadnik Stezenie |Roztwor llos¢ w prébie [llos¢ dla ___
w prébie |podstawowy [ui] prob
[ui]
1 H,0
2. Bufor: 1x 20 x stezony
20 mM (NH4)2504, 50 mM Tris-
HClL
MgCl, 1.5mM |25 mM
4. Wzmacniacz 1X 10 x stezony
(betaine)
5. Nukleotydy: dNTP 200 {10 mM
(dATP + dCTP +dGTP + dTTP)
6 Startery:
katG1-F 1uM 20 uM
katG1-R 1uM 20 uM
7. Polimeraza DNA, Tfl lub Taq 1U 10U/ wl
8. DNA 60ng |20 ng/ ul
Objetos¢ praby:

Prawidtowe wykonanie zadania: 2 punkty
Termin: 17.03.2020.
Ocena prac: 22.03.2020.
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