Aprekinu uzdevumi molekularaja biotehnologija

Aprékinu sakuma dati, saisinajumi

1 bp (bazu paris) ~ 630 d (daltoni)

1d= 1.66x10_24 g; Avogadro skaitlis (molekulu skaits mola vielas — 6.02)(1023 )

1 mCi (milikirt) = 37 MBk (megabekereli)

1 Bk (bekerels) = 1 dps (radioaktiva sabruksSana sekundg)

1 dpm (radioaktiva sabrukSana miniité) = 60 dps = 60 Bk

1 ODgoo naktskultiiras = 5)(108 —1x109 Stinu mililitra

1 Az60 DNS (1 cm kivete) =50 ug DNS/ml

Vienai elektroforetiska kustiguma nobides reakcijai (EMSA) vajag ~ 2000 dpm DNS
fragmenta, vienai DNazesI protekcijas (futprintinga) reakcijai ~ 30000 dpm DNS.

Ar 32P ieziméto nukleotidu standartfaséjumi satur 250 pCi jeb 9.25 MBk
radioaktivitates 25 ml Skiduma. Ipatngja aktivitate parasti ir 3000 Ci/mM.

32P pussabruksanas periods ir 14,3 diennaktis

Uzdevumi

1) Kadam jabiit masas attiecibam starp 200 bp garu DNS fragmentu un to saistosu
transkripcijas regulacijas protenu RafR (37 kD, dimers), ja v€lamies, lai reakcija notiktu
stehiometriskos apstaklos? Cik g represora janem, lai tas buitu divkar$a molara parsvara
par 2000 dpm EMSA reakcija izmantota DNS preparata , kur puse molekulu viena gala ir
iezimétas ar radioaktivo fosforu (3000 Ci/mM) ?

2) Kadam jabut masas attiecibam starp 170 bp garu DNS fragmentu un to saistosu
transkripcijas regulacijas proteinu CAP (23.8 kD, dimers), ja v€lamies, lai reakcija
notiktu stehiometriskos apstaklos? Cik g aktivatora janem, lai tas butu pieckarsa molara
parsvara par 30000 dpm DNazesl protekcijas (futprintinga) reakcija izmantota DNS
preparata , kur puse molekulu viena gala ir iezZim&tas ar radioaktivo fosforu (3000
Ci/mM) ?

)

3) Kadu maksimalo nukleinskabé iesaistito radioaktivitates (dpm) daudzumu iesp&jams
iegiit, kingjot 100 ng 200 bp gara defosforiléta fragmenta ar y*’P ATP, kura Ipatngja
aktivitate ir 3000 Ci/mM ? Cik pl izotopa no standartfasgjuma (250 pCi jeb 9.25 MBk/
25 ul) janem, lai reakcija notiktu ar 2-karSu ATP parsvaru ?

4) Kadu maksimalo nukleinskabgé iesaistito radioaktivitates (dpm) daudzumu iesp&jams
iegiit, apstradajot ar DNS polimerazes I Klenova fragmentu 200 ng 150 bp gara EcoRI
fragmenta ar o’°P ATP, kura ipatngja aktivitate ir 3000 Ci/mM ? Cik pl izotopa no
standartfas€juma (250 pCi jeb 9.25 MBk/ 25 ul) janem, lai reakcija notiktu ar 3-karsSu
ATP parsvaru ?
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5) Kadu maksimalo nukleinskabg iesaistito radioaktivitates (dpm) daudzumu iesp&jams
iegtt, apstradajot ar DNS polimerazes I Klenova fragmentu 200 ng 250 bp gara BamHI
fragmenta ar o’’P dATP, kura Tpatngja aktivitate ir 3000 Ci/mM ? Cik pl izotopa no
standartfas€juma (250 pCi jeb 9.25 MBk/ 25 ul) janem, lai reakcija notiktu ar 3-karSu
ATP parsvaru ? Kads dNTP vél japievieno, lai reakcija notiktu ?

6) Kadu maksimalo nukleinskabé iesaistito radioaktivitates (dpm) daudzumu iesp€jams
iegiit, apstradajot ar DNS polimerazes I Klenova fragmentu 200 ng 300 bp gara Ncol
fragmenta ar o’’P dATP, kura ipatngja aktivitate ir 6000 Ci/mM ? Cik ul izotopa no
standartfas€juma (250 pCi jeb 9.25 MBk/ 25 ul) janem, lai reakcija notiktu ar 3-karsu
ATP parsvaru ? Kads dNTP vél japievieno, lai reakcija notiktu ?

7) Cik DNazesl protekcijas reakcijam pietiks 50 ng 170 bp HindIII / Pstl fragmenta, kas
iegiits iezimgjot DNS ar o’’P dATP (3000 Ci/mM) un DNS polimerdzes I Klenova
fragmentu reakcija, kuras efektivitate ir 50 % ?

8) Cik elektroforétiskas mobilitates nobides (EMSA) reakcijam pietiks 20 ng 210 bp
EcoRI / Pstl fragmenta, kas iegiits iezim&jot DNS ar o**P dATP (3000 Ci/mM) un DNS
polimerazes I Klenova fragmentu reakcija, kuras efektivitate ir 50 % ?

9) Cik molu un cik gramu nukleotida satur 1 mazais fas¢jums (250 pCi jeb 9.25 MBKk)
o ?*PACTP (M,=467) ar ipatngjo aktivitati 3000 Ci/mM ?

10) Kada aptuveni ir maksimald iespéjama o’’P ieziméta nukleotida Tpatngja
radioaktivitate (Ci/mM), pienemot, ka katra molekula tiek iezZiméta ar fosfora izotopu ?

11) Cik daudz OD g bakteriju Stnu janem, lai iegiitu no tam 1 mkg 3000 bp garas pUC
replikacijas tipa plazmidas DNS?
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12) Cik daudz OD g baktgriju Stinu janem, lai iegtitu no tam 1 mkg pBR322 DNS ?

13) Transformg&jot E.coli kultiru, nem 1 pl no 10-4 atSkaiditas pUC18 (2686 bp.)
plazmidas preparata ar koncentraciju 1.2 pg/ul un pievieno to 100 pl kompetentu Siinu
suspensijai. Transformacijas maisijumu atSkaida ar 0.9 ml barotnes, péc tam uz
antibiotiku (kadu?) saturoSas plates izsgj 100 ul Stinu suspensijas. Izaug 58 kolonijas.
Kada ir transformacijas efektivitate (plazmidu ieguvusas Stinas / pg DNS) ? Pienemot, ka
vienas $tinas transformacija notiek uzpemot vienu plazmidas molekulu, kada dala no
izmantotajam plazmidu molekulam iekluva baktgriju $iinas ?

14) Kada varétu but transformacijas efektivitate (plazmidu ieguvusas Stinas / pug DNS) ar
pUCI18 DNS (2686 bp.);, ja Stina ieklitu 1 % no plazmidu molekulam?

15) Cik daudz (molos un gramos) 300 bp fragmenta iesp&jams uzsintez&t, izmantojot
PCR reakcija praimera parsvaru un ¢etru dNTP maistjumu, ja 100 ul reakcijas maistjuma
katra INTP galiga koncentracija ir 0.2 mM ? Fragmenta GC% = 50, pienemsim, ka 80%
nukleotidu ieklaujas DNS skabé neSkistosaja frakcija (fragmentd). Cik reakcijas cikli
nepiecieSami aprékinata iznakuma iegliSanai, ja reakcijas sakuma maisfjuma ir divas
kopijas amplificgjamas sekvences ?

)

16) Cik daudz (molos un gramos) 500 bp fragmenta iesp&jams uzsintezet, izmantojot
PCR reakcija praimera parsvaru un ¢etru dNTP maisijumu, ja 50 pl reakcijas maisijuma
katra ANTP galiga koncentracija ir 0.1 mM ? Fragmenta GC% = 40, pienemsim, ka 100%
nukleotidu ieklaujas DNS skabé neskistosaja frakcija (fragmenta). Cik reakcijas cikli
nepiecieSami aprékinata iznakuma iegliSanai, ja reakcijas sakuma maisfjuma ir divas
kopijas amplificgjamas sekvences ?

)

17) Cik daudz 25 nt. garu praimeru (molos un gramos) janem, lai tie vél biitu Cetrkarsa
parsvara par reakcijas produktu pec 35 amplifikacijas cikliem PCR reakcija, kuru
nelimité dNTPdaudzums ? Reakciju sakot maisijuma ir ~ 250 kopijas amplific€jamas
sekvences. Cik g 400 bp. gara fragmenta veidosies reakcija péc 35 cikliem ?
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18) No pUC plazmida klongtas DNS sekvences, kas kodg€ interferona proteina prieksteca
formu talakai parklongsanai jaiegust 500 bp fragments, kas kod€ proteina aktivo formu.
Ar PCR palidzibu nepiecieSams iegit 1 mg atbilstosa 500 bp fragmenta. amplific€Sanai
izmanto neattiritu lizatu, kas iegiits no apm. 105 Sunam. Cik amplifikacijas ciklus javeic,
lai iegiitu nepiecieSamo plazmidas daudzumu ? Cik molu praimera un cik molu dNTP
japieliek reakcijas sakuma, lai reakciju beidzot praimers biitu izlietotos pilnigi, bet
nukleotidi vél biitu divkarsa parsvara ?

19) Lai izdalitu viena kopija parstavétu génu no cilvéka genoma bibliotekas A-faga
vektora, ar hibridizacijas zondi primaraja skrininga japarbauda apm. 10 faga negativo
koloniju, jeb 100 plates (diametrs 9 cm), vél aptuveni 50 plates nepiecieSamas faga klona
attiriSanai. Cik g 200 bp. gara DNS fragmenta ar nejausas praiméSanas metodi jasagatavo
ka radioaktivo zondi izdaliSanas procesam (ar divkarSu rezervi), ja vidgji katra zondes

molekula tiks ieslégti 10 oc32PdCTP atlikumi ? Cik pCi izotopa vajadzigs zondes

. T . . . 4 2
sagatavosanai? Hibridizacijas eksperimentiem vajag ~ 2x10 dpm zondes uz lcm
membranas.

20) Pirms uzsakt klong€Sanu, izmantojot péc analogijas piemeklétu zondi, v&lams
parliecinaties, vai un kados apstaklos notiek genomiskas DNS un zondes hibridizacija
gela. Par zondi izmantosim 200 bp. garu DNS fragmentu, kura ar nejausas praiméSanas

metodi ievaditi vidgji 10 o PdCTP atlikumi uz molekulu. Lai dro$i atSkirtu
hibridizacijas signalu no fona, hibridizacijas zona jabit ap 200 dpm oc32P
radioaktivitates. Zonde ar homologo secibu genomiskaja DNS hibridizgjas attieciba 1 : 1.
Cik g zondes japiesaista, lai signalu varétu atrast ? Cik g genomiskas DNS no diploidam
Sinam jauznes uz géla, lai piesaistitu vajadzigo zondes daudzumu, ja meklgjam viena
kopija parstavétu génu ? Haploida genoma garums ir 3 x 109 , no cik $tnam jaizdala
DNS, lai pietiktu vienam paraugam ggla ?



