PCR virzītā mutaģenēze.
Specializētie rīki:

http://priede.bf.lu.lv/grozs/Mikrobiologijas/Maris/Gen-inz/Praktiskie_darbi/Nodarbiba10/Clone/
Programma01/

DOS versija

Programma02/

Win versija
Dota plazmīdas sekvence:






GFPMUT5.SCL
Doti oligonukleotīdi (PCR praimeri):

1. 

5' - AAACCTCCCACACCTCC - 3'

2. 

5' - AGGAGCTCTTCACTGGG - 3'

3. 

5' - CCCAGTGAAGAGCTCCTC - 3'

4. 

5' - TCTACAAATGTGGTATGGCTG - 3'

Lūdzu noskaidrojiet: 

1. Kurš vai kuri no praimeriem satur mutāciju? (tādiem vajadzētu būt diviem)
2. Kāds ir šo praimeru saistīšanās sekvenču izvietojums plazmīdā (pozīcijas bp [no ... līdz] )?

3. Kādus (cik garus) PCR produktus ar šo praimeru palīdzību iespējams iegūt?

Papildus Nosacījumi:


a) DNS sintēze notiek 5'=>3' virzienā, pagarinoties praimera 3' galam;


5'-ACG=>NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN=>
3'- NNNNTGC    NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN     GTC-5'

5'- NNNNAGC   NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN      CAG-3'




<=NNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNNN<=GTC-5'


b) tiek amplificēts DNS posms starp praimeru pāru 3'galiem, (bet PCR produkts ietver arī pašu praimeru sekvenci; 


c) uzskatīsim, ka par PCR matrici izmantotā plazmīda ir liniarizēta (sašķelta XmnI aitā); 
3. Kādus (cik garus) PCR produktus ar šo praimeru palīdzību iespējams iegūt?



- vajadzētu būt 3 dažādi

[image: image1]
4. Kādus restrikcijas enzīmus Jūs izvēlētos PCR produkta (garākā varianta) un vektora (plazmīdas) apstrādei pirms abu apvienošanas?

5. Kāds nukleotīds ar kādu šajā mutaģenēzes procesā tiks nomainīts, kāda ir tā pozīcija plazmīdā?

6. Kāda varētu būt šīs mutācijas nozīme?

