Отчёт о лаборатории номер 2
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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· A: 5’-GATGCTAAGC-3’

· Б: 5’-TACTGATGCN-3’

2.Рассчитайте концентрацию растворов ДНК (мкг/мл) исходя из полученных данных (см. таблицу).

	Номер раствора
	Разведение
	Длина волны
	Оптическая плотность
	Концентрация (мкг/мл)

	1
	1:100
	260 нм
	0.307
	15.35*100

	2
	1:50
	260 нм
	0.307
	15.35*50

	3
	1:100
	260 нм
	0.172
	8.6*100

	4
	1:100
	260 нм
	0.088
	4.4*100


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

	1
	1535
	767.5

	2
	767.5
	383.75

	3
	860
	430

	4
	440
	220


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.

[image: image3.emf]
Как известно белки имеют максимум поглощения при длине волны 280 нм, т.к. многие ароматические аминокислоты (триптофан, тирозин и в меньшей степени фенилаланин) имеют свойство поглощать ультрафиолетовый свет с максимумом поглощения при 280 нм. Поэтому можно сказать, что данные растворы имеют белковые примеси, и оценить чистоту пробы как отношение OD260/OD280. С другой стороны РНК тоже имеют пик поглощения на 260 нм, а белки поглощают на 260, но меньше чем на 280 нм.
	Проба
	Чистота пробы

	1
	1.82

	2
	1.15

	3
	2.29


Судя по чистоте проб в пробе 1 
много и белков и ДНК,  в пробе 2 много белков и меньше ДНК, а в пробе 3
 много ДНК и относительно мало белков.
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. Будем считать, что эксперимент длится достаточное количество времени, чтобы рестриктазы порезали во всех возможных позициях.
Hpal

Всего на исходном фрагменте расположено 3 Hpal сайта рестрикции, и в результате получаются фрагменты длины 3, 4+5, 7+2, 1, т.е. уникальные длины: 1, 3, 9kb.

HindIII 
У HindIII есть 2 сайта рестрикции, т.е имеем следующие длины фрагментов: 3+4, 5+7, 2+1, т.е. 3, 7, 12 kb.

Hpal + HindIII  
Все сайты рестрикции и длины приведены на картинке, т.е. имеем следующие длины: 1, 2, 3, 4, 5, 7 kb.
Результат (Hpal, HindIII, Hpal + HindIII)
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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.
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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: image7.emf]
Как уже было упомянуто выше, для ПЦР необходимо 2 праймера, комплиментарных префиксам 3’ концов обоих цепей ДНК, т.е. в данном случае:
· 5’-GACCTGTGGAAGC-3’  Это соответствует варианту 1.
· 5’-TCAATCCCGTATG-5’ Здесь же мы получаем вариант 8.
Ответ: 1, 8.
8.Для выбранных двух праймеров из задачи № 7 рассчитайте температуры плавления любым известным вам способом (найти самостоятельно).
Используем формулу для определения температуры плавления праймера: 
Tm= (wA+xT) * 2 + (yG+zC) * 4

Согласно данным http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html#helpbasic эта формула хорошо работает для праймеров длиной менее 14 нуклеотидов. 

Данная формула даёт следующие результаты: 

· 5’- GACCTGTGGAAGC-3’   - 42˚C
· 5’- TCAATCCCGTATG -5’   - 38˚C
 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?
[image: image1.emf]
Изначально на исходной электрофореграмме мы разметили бенды от 1 до 13. Очевидно, что всё, что ниже чем 13 бенд рассматривать не имеет смысла, т.к. графики похожи. Т.к. доподлинно известно, что этот ребенок – сын или дочь этой женщины, можно с большой долей вероятности считать, что если у матери и ребёнка, совпадают бенды, то эти бенды пришли именно от матери. Таким образом можно рассматривать разность бендов ребенка и матери, т.е. не учитывать бенды 2, 9, 11. После этого становится очевидным, что отцом может является O2, т.к.
· Его бенды практически являются подмножеством полученной разности бендов ребёнка и матери.

· O1 не может являться ребенком, т.к. бенды 4, 5, 7, 8 не лежат в разности бендов.
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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На рисунке мы разметили различные группы бендов. Будем действовать от противного. Во-первых, рассматривать электрофореграмму ниже 9 отметки не имеет смысла. Рассматриваем лишь участок выше 9 отметки. Подозреваемый 4 не может быть виновен, т.к. бенды 1, 5, 7 не видны на дорожке 2. Также подозреваемый 5 не может быть виновным, т.к. бенды 3 и 6 не видны на дорожке 2, и наоборот бенд 4, видимый на дорожке 2, не виден на дорожке 5. Подозреваемый же номер 3 вполне может являться отцом, т.к. мы видим хорошее совпадение бендов на дорожках 2 и 3. На них и только на них, например, видны бенды 2 и 4.
Ответ: подозреваемый на дорожке 3.
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.
Итак, если нить является некодирующей, то, будем считать, что нить 1 выписана 3’-5’, таким образом нить 2 – кодирующая – 5’-3’, и нить 3 – транскрипт – в направлении 5’-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

Для копирования методом ПЦР необходимо 2 праймера, комплиментарных к 3` префиксам исходной и комплементарной нити ДНК, так как синтез новых цепей происходит в направлении 5’-3’. Таким образом комплиментарный префикс к исходной последовательности с 3’ конца: GACCT, а комплиментарный префикс к 3’ концу комплиментарной нити: ATGCC. 
Ответ: A, Г.
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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Согласно http://blast.ncbi.nlm.nih.gov последовательность имеет 2 гомолога.
	Ссылка
	Описание
	Оценка

	NW_001838533.2
	Homo sapiens chromosome 1 genomic contig, alternate assembly. HuRef SCAF_1103279188157. Whole genome shotgun sequence.

TACTTCAAGGACAAAATACCTGTATTCCTCGACTGTCCAGGGATCTGCTCTTA

||||||||||||||||||||||||||||||| |||||||||||||||||||||

TACTTCAAGGACAAAATACCTGTATTCCTCGCCTGTCCAGGGATCTGCTCTTA

	93.5

	NT_004487.19
	Homo sapiens chromosome 1 genomic contig, GRCh37.p2 reference. Primary assembly.
TACTTCAAGGACAAAATACCTGTATTCCTCGACTGTCCAGGGATCTGCTCTTA

||||||||||||||||||||||||||||| | |||||||||||||||||||||

TACTTCAAGGACAAAATACCTGTATTCCTTGCCTGTCCAGGGATCTGCTCTTA
	87.9



[image: image10.emf]
CAGCCTCAAAGAAAAGCTGCGTGATGATGAAATCGG
CTCCCGCAGACACCTTCTCCTTCAAGAGCT
	Ссылка
	Описание
	Оценка

	NM_005957.4
	Homo sapiens methylenetetrahydrofolate reductase (NAD(P)H) (MTHFR), mRNA.

CAGCCTCAAAGAAAAGCTGCGTGATGATGAAATCGGCTCCCGCAGACACCTTCTCCTTCA              ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

CAGCCTCAAAGAAAAGCTGCGTGATGATGAAATCGGCTCCCGCAGACACCTTCTCCTTCA
	117

	NT_021937.19
	Homo sapiens chromosome 1 genomic contig, GRCh37.p2 reference. Primary assembly.

CAGCCTCAAAGAAAAGCTGCGTGATGATGAAATCGGCTCCCGCAGACACCTTCTCCTTCA                  ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

CAGCCTCAAAGAAAAGCTGCGTGATGATGAAATCGGCTCCCGCAGACACCTTCTCCTTCA
	117

	NW_001838534.1
	Homo sapiens chromosome 1 genomic contig, alternate assembly 

HuRef SCAF_1103279181124. Whole genome shotgun sequence.

CAGCCTCAAAGAAAAGCTGCGTGATGATGAAATCGGCTCCCGCAGACACCTTCTCCTTCA  

||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

CAGCCTCAAAGAAAAGCTGCGTGATGATGAAATCGGCTCCCGCAGACACCTTCTCCTTCA
	117


14.Определить генотипы во всех образцах.
Мои пробы находились в пробирке номер 6, и выделены на снимках электрофореза красным цветом.
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Смесь 1 (ген F5)
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На электрофорезе в 6ой дорожке длина участка чуть больше чем

100 пар оснований, что, исходя из таблицы, соответствует аллели 

1691 G (норма) – 102 пары оснований.
Смесь 2 (гены F2 и MTHFR)
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Верхняя отметка располагается чуть выше, т.е. длиннее, чем маркерная отметка 300 пар оснований, таким образом ген MTHFR представлен единственной аллелью 677 С (норма) в 311 пар оснований. Нижняя же отметка имеет длину в районе 100 пар оснований, что соответствует аллели  20210 G (норма) – 99 пар оснований.
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


Можно сделать вывод, что у меня, как и у моих будущих детей, отсутствует какая-либо генетическая предрасположенность к заболеванию. 
Все генотипы
Если рассматривать генотипы во всех остальных образцах, то можно сказать, что в группе отсутствуют мутанты по гену  F5 и есть 3 человека с мутантной аллелью гена MTHFR.

�правильно, но не приведен исходный фрагмент


�чистая ДНК


�много РНК


�надо брать за основу комплементарную последовательность, тк именно она будет синтезироваться при секвенировании


�лучше было бы указать ген, его найти не сложно


�здесь 2 пика
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