М.Ю.Звагельский

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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Вариант А дает такую новосинтезированую последовательность 5’-GATGCTAAGC-3’, соответственно, исходный фрагмент (без праймера) 3’-CTACGATTCG-5’.
Вариант Б дает последовательность 5’-TACTGATGCN-3’, и исходный фрагмент 3’-ATGACTACGN-5’. 
В геле Б верхние полоски выстроились на одном уровне. Должно быть они отвечают последовательности комплементарной изучаемому образцу, и целиком синтезированой из дНТФ. Только в одной из проб на конце может стоять ддНТФ, но в какой именно пробе нельзя понять, поэтому нельзя определить последний нуклеотид в изучаемом образце.

Не могу понять, почему в геле Б нет четырех полосок, расположенных на вершине каждой дорожки.

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
	?

	2
	1:50
	260 нм
	0.307
	?

	3
	1:100
	260 нм
	0.172
	?

	4
	1:100
	260 нм
	0.088
	?


Скорее всего, в нашем случае можно пользоваться формулой 

концентрация = OD260 ·50 ·кратность разведения.

Соответственно получаем концентрации

1. 1535 мкг/мл. 

2. 767,5 мкг/мл.
3. 860 мкг/мл.
4. 440 мкг/мл.
3. Рассчитайте массу ДНК в каждом растворе №№ 1-4 (см. задание 2), если объем каждого раствора составляет 0.5 мл. 
Т.к. масса есть концентрация (мкг/мл), помноженная на объем раствора (мл), получим

1. 767,5 мкг.
2. 383,75 мкг.
3. 430 мкг.
4. 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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Проба 1. OD260:OD280=1.82. Это прекрасный показатель чистоты пробы.
Проба 2. OD260:OD280=1.15. Такой показатель свидетельствует о наличии белков или других поглатителей ультрафиолета.
Проба 3. OD260:OD280=2.29. Возможно загрязнение хлороформом или фенолом. Значительное загрязнение РНК тоже может приводить к такому увеличению.
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.
Получится такой гель:
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Здесь градация серого примерно отражает долю фрагментов данной длины.

Можно описать этот гель таблицей:

	
	HpaI
	HindIII
	HpaI + HindIII

	длины фрагментов, которые встречаются в пробирке с рестриктазой чаще всего (в kb), на геле отмечены черными полосками
	1, 3, 9
	10, 12, 18
	19, 21, 22

	реже встречающиеся длины (в kb), на геле изображены серыми полосками

	3, 7, 12
	15, 19
	22

	еще более редкие длины (в kb), на геле отмечены светло-серыми полосками
	1, 2, 3, 4, 5, 7
	9, 12
	10, 14, 15, 16, 18, 19, 21, 22


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.
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Три бэнда в верху дорожек T, C, G (нарисованы более тонкими линиями) даны фрагментами, комплементарными исходному, и синтезированными целиком из дНТФ. Верхний бэнт на дорожке A образован фрагментами, комплементарными исходному, и последний нуклеотид которых получен либо из ддАТФ, либо из дАТФ.
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.
[image: image6.emf]
Праймер (8) в точности подходит к 3’‑концу верхней амплифицируемой цепочки. Праймер (1) 5’‑GACCTGTCCAAGC гораздо лучше других подходит к 3’‑концу нижней цепочки, и отличается от идеального праймера 5’‑GACCTGTGGAAGC в 2 нуклеотидах, помеченных красным цветом. 
8. Для выбранных двух праймеров из задачи № 7 рассчитайте температуры плавления любым известным вам способом (найти самостоятельно).
В Википедии в статье “Полимеразная цепная реакция” приводится такая формула для приближенного вычисления  температуры плавления T (в ºC), которая подходит для праймеров длиной менее 14 нуклеотидов:
T=2n(A)+2n(T)+4n(C)+4n(G),

где n(X) – число нуклеотидов X в праймере, при этом считается, что праймер в точности комплементарен участку матрицы ДНК. 
По этой формуле для праймера (8) получаем T=2·3+2·4+4·4+4·2=38 ºC.
Такая низкая температура получается потому, что у нас короткий праймер. В Википедии написано, что на практике длина праймера составляет 18 – 30 оснований и температура плавления лежит в диапазоне 50 – 65 ºC.
Праймер  (1) не вполне комплементарен отрезку исходного фрагмента ДНК, для него температура плавления будет не больше, чем 2·3+2·2+4·3+4·3=34 ºC.
(На сайте Oligonucleotide Properties Calculator http://www.basic.northwestern.edu/biotools/OligoCalc.html#helpadjusted

есть формулы для расчета температуры плавления для более длинных праймеров, и учитывающие солевой состав смеси в которой происходит гибридизация.)
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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Скорее всего отцом будет второй кандидат, поскольку, насколько это видно по фотографии, все полосы на фореграмме ребенка, не входящие в фореграмму матери входят в геномный профиль именно О2, а не О1. (В середине дорожки ребенка расположены несколько полос, не принадлежащих ни матери ни О1, что исключает возможность О1 быть отцом ребенка. Профиль же кандидата О2 содержит эти полоски.)  Кроме того, есть мене важный довод, состоящий в том, что почти все полоски из профиля О2 входят в геномный профиль ребенка, а О1 имеет много полосок, не вошедших в профиль 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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Результат анализа у подозреваемого 3 конечно очень похож на результат анализа семенной жидкости оставленной преступником. Насколько это доказывает вину 3 подозреваемого зависит от того насколько вероятно случайное совпадение результатов конкретно при этой схеме фингерпринт-анализа (выбор рестриктаз и пробы для гибридизации).

11. Ниже приведенная схема двухнитчатой ДНК (нити 1 и 2) и ее транскрипта (нить 3).
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Нить 1 является некодирующей. Определите 3' и 5'-концы обеих нитей ДНК и нити РНК.
Ответ такой:

1.     5’-----------------------------------3’ 
 некодирующая нить ДНК.
2.     3’-----------------------------------5’  комплементарная ей кодирующая нить.
3.     5’-----------------------------------3’  синтезированная РНК.
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
Здесь праймером может быть только вариант Г 5'-GACCT. 
Вариант Д будет гибридизироваться с 5’-концевым отрезком фрагмента ДНК, и копирование с него не пойдет. Каждый из остальных вариантов может приклеиться к фрагменту ДНК в нескольких местах, и только по двум (или одному) нуклеотидам.
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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Первая хроматограмма дает последовательность:
TACTTCAAGGACAAAATACCTGTATTCCTCGACTGTCCAGGGATCTGCTCTTA
BLAST говорит, что эта последовательность одним нуклеотидом (а именно 32 нуклеотидом слева) отличается от фрагмента расположенного в 10 экзоне гена F5 человека (фактор свертываемости крови V). Ген расположен на длинном плече 1 хромосомы в позиции 1q23.
Вторая хроматограмма дает строку:
CAGCCTCAAAGAAAAGCTGCGTGATGATGAAATCG(G/A)CTCCCGCAGACACCTTCTCCTTCAAGTGCT

Если выбрать нуклеотид G в спорном месте данной последовательности, то BLAST находит в точности эту последовательность в гене MTHFR (ген метилентетрагидрофолат-редуктазы) в положении 1p36.3. Вариант с нуклеотидом A дает тот же самый ген.
14. Определить генотипы во всех образцах.
Смесь 1 (ген F5)


[image: image12]
Смесь 2 (гены F2 и MTHFR)

[image: image13]
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.
Получается так:
	
	
	F5
	F2
	MTHFR

	1
	Мусина
	норма (G в обеих аллелях)
	норма (G в обеих аллелях)
	норма (С в обеих аллелях)

	2
	Жернакова
	норма
	норма
	гетерозигота (в одной аллели C, в другой G
)

	3
	Букатин
	норма
	норма
	норма

	4
	Звагельский
	норма
	норма
	норма

	5
	Грошев
	норма
	норма
	норма

	6
	Шпынов
	норма
	норма
	норма

	7
	Диевский
	норма
	норма
	гетерозигота CG

	8
	Вяххи
	норма
	норма
	норма

	9
	Кокорин
	норма
	норма
	норма

	10
	Смирнов
	норма
	норма
	гетерозигота CG



�радиоактивные метки на разных реактивах


�лекгие фрагменты в геле должны быть внизу, а тяжёлые наверху


�перепутаны строки и столбцы


�такое в принципе возможно, но только при неоптимальных условиях работы рестриктаз. 


�кодирующей называют нить, идентичную мРНК, а неколирующей нить, с которой идёт транскрипция. итого, 1 и 2 наоборот


�Необходимы праймеры А и Г


�не G,а Т


�перепутаны 9 и 10 дорожки
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