Instrukcja ¢wiczen ,Diagnostyka molekularna” dla IV roku Analityki Medycznej

Cwiczenie nr 8.

Badanie mutacji punktowej metodg PCR-RFLP oraz translokacji Bcr-Abl za
pomoca multipleksowego PCR c.d.

UWAGA! Prosze przynie$é na zajecia wtasne rekawice.

Odczynniki:
Sterylna woda

Produkty PCR dla fragmentu TP53 z poprzednich ¢wiczen
Bufor Green (6x stez.)

Enzym Nspl (Fermentas)

Bufor FastDigest 10x (Fermentas)

Marker DNA Perfect 100-1000bp

2% zel agarozowy w buforze TBE

Bufor do elektroforezy TBE

Sprzet:

Miniwirowka

Vortex

Termoblok

Aparat do elektroforezy DNA z zasilaczem
Transiluminator

Zadanie 1.

1. Produkty PCR dla TP53 trawi¢ enzymem Nspl dodajgc do mieszaniny reakcyjnej: 3 pl wody, 5 ul
mieszaniny PCR, 1 ul buforu Fast Digest 10x, 1 pl enzymu Nspl (10U/ul). Doktadnie wymieszac i
zwirowad.

2. Inkubowac w temperaturze 37°C przez 1 godzine

3. Oczekiwane produkty trawienia: allel zmutowany 204pz+113pz+109pz, allel dziki 313pz+113 pz

Zadanie 2.

1. Mieszanine po trawieniu oraz produkty PCR (multipleksowego dla translokacji BCR-ABL i pozostate
5 ul PCR dla TP53) zwirowac i naktada¢ na dotki w zelu agarozowym (przed tym dodac 6x Loading
Buffer tam, gdzie nie byt dodany bezposrednio w odczynnikach reakcyjnych- roztwory bez
zabarwienia) . Elektroforeze prowadzi¢ przez 45-60 min przy 80-100V.

2. Po elektroforezie zel umiesci¢ na lampie UV (transiluminator). Wyniki przedstawi¢ graficznie
ponizej. Uzupetnié legende.
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| G O N LEGENDA
Marker DNA Perfect
100-1000bp
1 2 3 4 5
llos¢ fragmentdw w prébce po trawieniu NSPl .........ooeeeeeeeeee e o szacunkowej wielkosci

Analiza PCR_RFLP wskazuje, ze probka miata/nie miata (niewtasciwe skres$l) mutacje R273H w TP53 i

byta heterozygota/homozygota (niewtasciwe skresl)

Wielkos$¢ produktu PCR dla identyfikacji translokacji Bcr-Abl wynosita..........ccccooeeevevverinnenenee. , co Swiadczy

o obecnosci/braku translokacji w badanych komodrkach, a zidentyfikowane transkrypty byty
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