Тестовые задания
1. Основываясь на изображении геля (вариант А и Б) и расположении бэндов друг относительно друга в пробах с разными дидезоксинуклеотидами, напишите последовательность новосинтезированной цепи ДНК и затем исходного фрагмента. Укажите 5’ и 3’-концы этих последовательностей.
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А:3’ CGAATCGTAG 5’      5’ GCTTAGCATC 3’

Б: 3’ CGTAGTCAT 5’      5’ GCATCAGTA3’
2. Рассчитайте концентрацию растворов ДНК (мкг/мл) исходя из полученных данных (см. таблицу).

	Номер раствора
	Разведение
	Длина волны
	Оптическая плотность
	Концентрация

	1
	1:100
	260 нм
	0.307
	1535 мкг/мл

	2
	1:50
	260 нм
	0.307
	767,5 мкг/мл

	3
	1:100
	260 нм
	0.172
	860 мкг/мл

	4
	1:100
	260 нм
	0.088
	440 мкг/мл


3. Рассчитайте массу ДНК в каждом растворе №№ 1-4 (см. задание 2), если объем каждого раствора составляет 0.5 мл. 
	Номер раствора
	Концентрация
	Масса ДНК в растворе

	1
	1535 мкг/мл
	767,5 мкг

	2
	767,5 мкг/мл
	383,75 мкг

	3
	860 мкг/мл
	430 мкг

	4
	440 мкг/мл
	220 мкг


4. Исходя из данных в таблице, определите коэффициент чистоты препарата ДНК в каждой из трех проб. Какие пробы пригодны для дальнейшей работы? Если препарат ДНК не достаточно чист, то уточните, что содержится в растворе, кроме ДНК.
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	Sample
	OD_260
	OD_280
	Коэф. чистоты

	1
	0,419
	0,230
	1,82

	2
	0,258
	0,225
	1,15

	3
	0,398
	0,174
	2,29


Для работы пригодна пробы №1 и №3. В пробе №2 высокое содержание белков, требуется дополнительное очищение
.
5. Фрагмент ДНК длиной 22 т.п.о. имеет следующую рестрикционную карту:
[image: image4.emf]
Одна аликвота этой ДНК была порезана отдельно рестриктазой HpaI, другая – отдельно HindIII, третья – вместе двумя рестриктазами HpaI и HindIII. Каждая из аликвот была нанесена на гель-электрофорез в отдельную лунку. Нарисуйте расположение бэндов в геле после электрофореза.
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6. Вы секвенируете дидезокси-методом фрагмент ДНК следующей уже известной последовательности: 5'-TCCCGGGAAA-3’. Нарисуйте расположение бэндов, которые появились бы в геле после секвенирования данного исходного фрагмента.
[image: image5.emf]
	ddATP
	ddTTP
	ddCTP
	ddGTP

	---
	
	
	

	
	
	
	---

	
	
	
	---

	
	
	
	---

	
	
	---
	

	
	
	---
	

	
	
	---
	

	
	---
	
	

	
	---
	
	

	
	---
	
	


7. Необходимо амплифицировать фрагмент ДНК между двумя последовательностями, приведенными на рисунке (DNA to be amplified). Выберите из приведенных ниже различных праймеров (primers) подходящий для выполнения этой задачи с помощью ПЦР.
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Необходимо использовать праймеры (4) и (5).

8. Для выбранных двух праймеров из задачи № 7 рассчитайте температуры плавления любым известным вам способом (найти самостоятельно).
Tm= (wA+xT) * 2 + (yG+zC) * 4
where w,x,y,z are the number of the bases A,T,G,C in the sequence, respectively (from Marmur,J., and Doty,P. (1962) J Mol Biol 5:109-118 [PubMed]).
Праймер (4): Tm = 10+32 = 42

Праймер (5): Tm = 14+24 = 38
9. Двое мужчин являются потенциальными отцами одного ребенка. На рисунке представлена электрофореграмма ДНК матери, ребенка и двух предполагаемых отцов. Ответьте на вопросы: Кто является отцом ребенка? Почему?
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В первой области выделен ген, который представлен у О2 и у ребенка, но не представлен у матери и О1. Областями 2 и 3 выделены гены, которые не представлены ни у ребенка, ни у матери, но представлены у О1.

Из этого я делаю вывод, что О2 является отцом ребенка. 

10. При анализе факта изнасилования был проведен фингерпринт-анализ, где в качестве пробы была взята кровь жертвы (проба 1), семенная жидкость из ее тела (проба 2), семенная жидкость трех подозреваемых (пробы 3, 4, 5 соответственно). Результаты Саузерн-блотгибридизации представлены на рисунке. Имеется ли среди подозреваемых настоящий виновник? 
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Образец с места преступления почти полностью совпадает с образцом ДНК подозреваемого №3, так что я бы сказала, что виновен подозреваемый №3.
11. Ниже приведенная схема двухнитчатой ДНК (нити 1 и 2) и ее транскрипта (нить 3).
[image: image10.png]SRS




Нить 1 является некодирующей. Определите 3' и 5'-концы обеих нитей ДНК и нити РНК.

Нить 3’-5’ кодирующая 
цепь. Построение при транскрипции идет от 5’ к 3’.
12.  Какие из представленных ниже праймеров могут быть использованы для копирования фрагмента ДНК следующей последовательности: 5'-ATGCCTAGGTC-3'?
А. 5'-ATGCC
Б. 5'-TACGG
В. 5'-CTGGA
Г. 5'-GACCT
Д. 5'-GGCAT
Ответ Д.

13. Расшифруйте хромограммы сиквенсов. При помощи BLAST определите, фрагменты, каких генов были секвенированы.
Примечание: А – зеленый; Т – красный; G – черный; С – синий.
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Первый сиквенс:

TACTTCAAGGACAAAATACCTGTATTCCTCGACTGTCCAGGGATCTGCTCTTA
Homo sapiens chromosome 1 genomic contig, alternate assembly HuRef SCAF_1103279188157

Features in this part of subject sequence: coagulation factor V precursor
Второй сиквенс:

CAGCCTCAAAGAAAAGCTGCGTGATGATGAAATCGACTCCCGCAGACACCTTCTCCTTCAAGTGCT
GENE ID: 4524 MTHFR | methylenetetrahydrofolate reductase (NAD(P)H) [Homo sapiens]
14. Определить генотипы во всех образцах.
Смесь 1 (ген F5)
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Смесь 2 (гены F2 и MTHFR)
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Пробы нанесены от 1 до 10, в последней дорожке маркер молекулярного веса (размеры фрагментов см ниже).

	1
	Мусина

	2
	Жернакова

	3
	Букатин

	4
	Звагельский

	5
	Грошев

	6
	Шпынов

	7
	Диевский

	8
	Вяххи

	9
	Кокорин

	10
	Смирнов

	11
	Маркер молекулярного веса (размеры фрагментов см ниже)
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Ожидаемые размеры фрагментов

	Ген
	Аллель
	Размер, п.о.

	F5
	1691 G (норма)
	102

	
	1691 A
	124

	F2
	20210 G (норма)
	99

	
	20210 A
	125

	MTHFR
	677 С (норма)
	311

	
	677 Т
	257


PS. Как видите, при постановке на другом амплификаторе ПЦР прошла во всех пробах. ДНК выделена нормально, хотя в некоторых пробах образовалось небольшое количество неспецифичных продуктов.

Ген F5 ~ 100bp
Ген  F2 ~ 100bp 
Ген MTHFR ~300bp
(а как записать генотип я не придумала
… )

[1691G, 20210G, 677C]
�в пробе №3 много РНК


�неа, 1+8.


с праймера 4 синтез пойдет «влево», а с праймера 5 «вправо» за границы указанной последовательности.





�некодирующая, на рисунке правильно


�А + Г


�полная запись генотипа - ген, позиция, две буквы


Например: F5 1691GG
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