Отчет по лабораторной работе ПЦР
Антон Букатин

1. А. 5’-GATGCTAAGC-3’ –  новосинтезированная ДНК
3’-CTACGATTCG-5’ – исходная ДНК

Б. 5’-TACTGATGC-3’ – новосинтезированная ДНК

    3’-
ATGACTACG-5’– исходная ДНК
2, 3. Расчет концентрации и массы двухцепочечной ДНК по данным спектрофотометрии

	Номер раствора
	Разведение
	Длина волны
	Оптическая плотность
	Концентрация, мкг/мл
	Масса, мкг

	1
	1:100
	260 нм
	0.307
	1535
	768

	2
	1:50
	260 нм
	0.307
	768
	384

	3
	1:100
	260 нм
	0.172
	860
	430

	4
	1:100
	260 нм
	0.088
	440
	220


4.
	Образец
	OD260
	OD280
	OD260/OD280
	Качество ДНК

	1
	0,419
	0,230
	1,82
	чистая

	2
	0,258
	0,225
	1,15
	грязная

	3
	0,398
	0,174
	2,29
	Особо чистая



 В растворе №2 помимо ДНК содержатся примеси белков, т.к. в области 280нм происходит поглощение света белками (в основном аминокислотой триптофан). Пробы 1 и 2 пригодны для дальнейшей работы. Пригодность пробы 2 зависит от методик дальнейшей работы. В случае проведения анализа методом ПЦР возможно использование и пробы №2.  
5. HpaI         HindIII       HpaI+HindIII
6. 
        [image: image1.emf]
7. 1и 8. В праймере №1нужно заменить С на G в позициях 8 и 9, для того чтобы он был полностью комплементарен нижней цепи ДНК. 
8. Температуру плавления праймеров Tm можно оценить, используя метод Уоллеса:
Tm=2(A+T)+4(C+G)+k, 0<k<5.

Для праймера №1 Tm=45 C, для праймера №8 Tm=42 С (k=3). Температуры праймеров отличаются менее чем на 3 градуса, поэтому подбор праймеров осуществлен верно. Однако метод Уоллеса хорошо определяет температуру плавления при длине праймеров 18 – 22 нуклеотида. Праймеры 1 и 8 имеют длину 13 нуклеотидов, поэтому вычисленные температуры плавления нуждаются в дополнительной проверке.
9. О2 является отцом ребенка, т.к. генотип ребенка получается комбинацией генотипа матери и отца О2. Фрагменты ДНК присутствующие у O1 у ребенка отсутствуют.

10. Виновным является подозреваниемый №1, т.к. комбинацией фрагментов ДНК из его семенной жидкости и крови потерпевшей можно получить все фрагменты ДНК, взятые из семенной жидкости из тела потерпевшей.

11
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12. А и Г.
13. а) 5’TACTTCAAGGACAAAATACCTGTATTCCTCGACTGTCCAGGGATCTG
3’ATGAAGTTCCTGTTTTATGGACATAAGGAGCTGACAGGTCCCTAGAC

CTCTTA3' – новосинтезированная цепь ДНК
GAGAAT5’ – исходная цепь ДНК

Это фрагмент гена человека «Коагуляционный фактор V – (F5, фактор Лейдена) », расположенный на первой хромосоме. Секвенированный ген имеет мутацию замены G на А в позиции 1691
 - повышение склонности к развитию сосудистых тромбозов.
б) 
5’CAGCCTCAAAGAAAAGCTGCGTGATGATGAAATCGA(G)CTCCCGCAG
3’GTCGGAGTTTCTTTTCGACGCACTACTACTTTAGCT(C)GAGGGCGTC
ACACCTTCTCCTTCAAGTGCT3’– новосинтезированная цепь ДНК
TGTGGAAGAGGAAGTTCACGA5’– исходная цепь ДНК
Это фрагмент гена, кодирующего «Мethylenetetrahydrofolate reductase (MTHFR)» человека. Ген расположен на первой хромосоме. Человек, чей ген был секвенирован, является гетерозиготой по мутации замены G на A в позиции 667

14. По гену F5, мутация 1691 G, все образцы – гомозиготы (норма), мутации в гене не обнаружено.
По гену F2, мутация 20210 G, все образцы – гомозиготы (норма), однако образцы 4 и 9 содержат неспецефические продукты ПЦР, поэтому невозможно со 100%
 вероятностью идентифицировать их гомозиготность.

По гену MTHFR образцы 2, 7 и 9 – гетерозиготы, все остальные образцы – гомозиготы (норма).
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�с примесью РНК


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


�эта замена вызвана заменой в праймере. здесь мутации 1691 нет, но эта точка рядом


�Вы единственный, кто высказал это верное предположение. За это прибавлю 2 балла.


�в случае гетерозиготности бэнды были бы близки по светимости, но мыслите верно





