Instrukcja ¢wiczen ,Biologia molekularna” dla II roku Farmacji
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Imie i nazwisko studenta: Imie i nazwisko prowadzacego:

Cwiczenie nr 6.

Trawienie plazmidowego DNA przy uzyciu nukleaz.

Zadanie 1. Trawienie DNA przy uzyciu DNazy |I.

1. Na podstawie oznaczonego stezenia plazmidowego DNA, otrzymanego na poprzednim
¢wiczeniu, oblicz Y - objetosé DNA, jaka nalezy doda¢ do prébki, tak aby ilos¢ DNA wynosita 1ug. Oblicz
X - objetos¢ wody, jakg nalezy dopetni¢ probke, aby jej koricowa objetos¢ wynosita 10 pl. Uzupetnij
Tabele 1 2.

2. Kazdy zespdt przygotowuje 2 opisane probéwki o obj. 1,5 ml. Do kazdej probéwki nalezy dodaé
odczynniki zgodnie z opisem w tabeli ponizej (UWAGA! Wazna kolejnos¢ dodawania odczynnikéw).
1U DNazy I (ok. 0,3 jedn. Kunitz’a) trawi 1ug plazmidowego DNA w ciggu 10 minut.

Tabela 1.
Probowka 1 2

Woda [pl] = =
10x Bufor | [ul] 1 1
Plazmidowe DNA Y= Y=
(1 ug) [ul]
DNaza | (1U/ul) - 1
[wl
Objetos¢ 10 10
koncowa [pl]

3. Zawartos¢ probowek doktadnie wymieszaj i zwiruj tak, aby cato$¢ mieszaniny reakcyjnej

znajdowata sie na dnie probowek. Probéwki umiesé w termobloku o temperaturze 37° Ciinkubuj przez
15 minut.

4. Reakcje przerwaé dodajac 5 pul 60 mM EDTA i umieszczajgc probowki w termobloku
o temperaturze min. 65° C na 10 minut. Po tym czasie probki przekaza¢ do pokoju przygotowawczego

w celu przechowania materiatu do kolejnych ¢wiczen. Doktadnie podpisa¢ oddawane préby, nr grupy
i inicjatami !
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Zadanie 2. Trawienie plazmidowego DNA przy uzyciu endonukleazy restrykcyjnej Pvu ll.

1. Przygotuj mieszanine reakcyjng zgodnie z informacjami zamieszczonymi w tabeli 2 (UWAGA!
kolejno$¢ dodawania odczynnikéw jest istotna). Pamietaj o zachowaniu zasad sterylnosci. Enzymy
koniecznie trzymaj na lodzie lub w tzw. chtodzikach.

Tabela 2.
Odczynnik: Objetos¢:
Woda [pl] X=
10 x Bufor Fast 1
Digest [pl]
Plazmidowe DNA Y=
(1pg) (w1
Pvu Il [ul] 1
Objetos¢ 10
koncowa [pl]

2. Zawarto$¢ probowki doktadnie wymieszaj i zwiruj tak, aby cato$¢ mieszaniny reakcyjnej
znajdowata sie na jej dnie. Trawienie plazmidu pcDNA3 (Rys. 1) przeprowadz inkubujac 15 min.
w termobloku o temperaturze 37° C (patrz tabela 2).

3. Po tym czasie probdéwki z produktami reakcji oddaj do pokoju przygotowawczego w celu ich
przechowania do kolejnych zajeé. Materiat przechowywac¢ w -20° C do nastepnych ¢wiczen.

Rys. 1. Mapa restrykcyjna ciecia plazmidu pcDNA3 przez enzym Puvll.

Zadanie 3: W oparciu o mape restrykcyjng wektora plazmidowego pBluescript SK+ podang ponizej
oblicz jakie bedg produkty trawienia teqgo wektora podanymi enzymami:

ORFs:

a: 286 aa
b: 264 aa
c: 133 aa
d: 127 aa

/

5446 bp

3452 pwull
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Aga 1121

S50 | 442
Sgp | 2060 San 13
Kmn| 2645 Maa | 230
Sra | 2526
Fuul 500
Pl 241g Bl B

=EELRIERE]
Sac | BET T'rl'

pBluescript Il KS (+/-)
phagerrid vectar
2961 bp

Fon | 788
Bast 1] Tz Tt

Fus il g7r

Afi4iss
s aedi e EaiTe 3 & AATTARCEST A araes 20 5 roardErtEiEiTaTe 3
i fing I . -
Bt T3 pronoter +1 ol Sl et m; BUPEL gy BRY BRI
B! GEALACAG Tt are A TTA G ARG B AT T T A T A A A A T GG T AL BB e L T TG GTCEAC A TATCRAT AR TTGATATEG
3 CCTITGTCRATACTER TACT AATGCHGT TCBCRCG TTAAT TEEGAG TEAT TTLCCT 16T TT TCRACCCA TAUGCCREEAEEEARCTCCAGCTGLC ATABC TATTCRAACT ATAGETTAN
36 e ™
ﬂ:u.na-:wnu-:sn-.
gl ol gy I s i
' [ I [ - [ [ ] ' ' P [ I %,
T RN SRR PR LG l‘?‘r*l.l l‘?#?ﬁt?ﬁ& i ?‘f} E‘EP‘E‘I?‘HE‘EIE '?Hlf:r*tb Lo ItELEHELE EHLIM# ﬂt‘?&lﬁ REIEEIILITES &0
i+l TT promter
3 CTRARTAATCAAGATCTORC 5° 3 CARRATATEACTCAACATAATE 5'  2' TAACCRECARCAARAATE 5°
ZK Frimer TF Frimer Al5 -Z0 Frim=r
1 KD ettt e st sttt a e et she et ea ettt e s e et saesbeeae aeraetbennen
2 PUUL ottt te et ettt te et see s ete et st aeseeste et beeeteasaenben saseesten steansseestesntennnan
3 PUULIL ottt sttt st te st e b st sae e ea e e see b ees sbeeeee s saesaeaesseentesesbesseesnsaenneesseensenn
4, BSSHID ..ottt ettt ettt st et et e e e st e e st e e she et e s e saeeeabe s naeeae et aneereen eas

Na podstawie informacji o polilinkerze (MCS) w wektorze pBluescript KS, umieszczonych w tabeli
ponizej, wskaz enzymy tworzace lepkie i tepe korice.

Rozpoznawana sekwencja i miejsce ciecia (1])

Endonukleaza Pozycja ciecia
restrykcyjna w wektorze
664
55 GAGCT C 3
Sacll ¢
3 ¢ TCGAG 5
»
670
$ Gc GGCC GC 3
Notl 3
3 CGCCGG CG 5
T
670
$ ¢ GGCC G 3
Eagl 3
3 GCCGG C 5
»
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TEPE KOACE ZENEIUJG ENZYIMY: woueeieeiierietirteeertereeeetestestestesaesassesessesassarsess s sssssesaeses stessesssssnsessesansassesnsasessessessen

Lepkie KONCE BENEIUJG ENZYIMY: ...uecreieierierierereeeeeeeeteste st ses e te s erassess ebesssssssesse steseesaessssessssesessansenssrseseessessesten
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