תרגיל בשיבוט-2011
עליך לשבט את רצף הדנ"א הגנומי המופיע באיור 1.
רצף זה כבר קיים בתוך פלסמיד, אולם עליך לשבטו לפלסמיד אחר- בתרגיל זה השיבוט מחדש יעשה אך ורק ע"י הגברה בעזרת מכשיר ה-PCR.
הרצף המופיע בתמונה הוא של גדיל הסנס. עליך לדעת כי בתוך רצף זה קיימים באופן טבעי הרצפים של אנזימי הרסטריקציה EcoRI ו-BamHI  (מסומנים בקו תחתון על-גבי הרצף)
עליך להתחשב בעובדה שבמעבדה קיים האנזים RNA polymerase SP6  בלבד שישמש אותך בהמשך המחקר בסנטזת ה-רנ"א של הדנ"א המשובט.
1) עליך להטיל את הרצף המופיע באיור 1 על הגנום האנושי. 
יש להיכנס לאתר http://genome.ucsc.edu   ולהקיש על אופציית ה- .Blat לאחר מכן להקיש על מקש ה-browser שבשורה הראשונה:

 א) מה שם הגן ? 

 ב) איזה רצפים חוזרים (repetitive-element) קיימים באינטרון זה (עליך לרדת ולחפש בתחתית העמוד שורה של Variation and Repeats בלשונית של ה-RepeatMasker  ללחוץ Full ואז לעדכן הדף בכפתור refresh)? 

 ג) לפי איור מספר 1 מהו הרצף של גבול האקסון-אינטרון בקצה ה-3’ של האקסון הראשון המשובט (אותיות גדולות מייצגות רצף אקסוני, אותיות קטנות מייצגות רצף אינטרוני, גבול האקסון אינטרון מוצג בקו אלכסוני):

1. GAG/gtgagcc
2. tag/GATCCT
2) במעבדה קיימים 3 אנזימי רסטריקציה (ראה איור 3), אתרי החיתוך של שניים מהם קיימים באופן טבעי ברצף שאותו עליך לשבט, על-מנת שתוכל להמשיך בשיבוט עליך לפגוע באחד מאתרי הרסטריקציה  – מדוע?

3) תכנן פריימרים עבור מוטציה אשר תבטל את אתר הרסטריקציה של  EcoRI. הבסיס אותו עליך לשנות מודגש ברצף שבאיור 1: עליך לשנות את הבסיס-T ל-A. 
4) תאר את הפעולות שיש לבצע על-מנת לשבט את רצף ה-DNA שבאיור מספר 1: 

        א) רשום את רצפי שני הפריימרים המיועדים להגברת רצף ה-DNA, הוסף לכל פריימר את רצף אנזים     הרסטריקציה המתאים לשיבוט, מה יהיה הרצף של אנזים הרסטריקציה לאחר החיתוך?

        ב)  איך יראו קצוות הפלסמיד לאחר החיתוך בשני אנזימי הרסטריקציה – נא להציג באיור.

        ג)  לאחר חיתוך תוצר ה-PCR שקיבלת, עליך להמשיך בשיבוטו. איך מתבצע תהליך השיבוט – פרט את כל השלבים  (עד לשלב קבלת המושבות) והחומרים בהם תשתמש.
       ד)  רשום איך מתבצעת ראקציית ה-PCR: באיזה חומרים משתמשים ואיך עובד מכשיר ה-PCR?

5) לצערך לא גדלה שום מושבה, פרט 3 סיבות אפשריות. 

החומרים והמכשירים העומדים לרשותך במעבדה הינם (לא כל החומרים כתובים):  
· רצף ה-DNA    ראה איור 1

· פלסמיד אשר לתוכו תשבט את הרצף הנדרש. השיבוט נעשה לאתר ה-MCS- multiple cloning site- ראה איור 2
· שלושה אנזימי חיתוך (רסטריקציה) ואתרי החיתוך שלהם מופיעים באיור מספר 3. 

· במעבדה ישנו מכשיר PCR, קיט תעשייתי להפקת פלסמיד וכמו כן ניתן להזמין פריימרים (רצפי התחל).
· אורך פריימר רגיל לא פחות מ-18 בסיסים
· כיווניות הפריימרים צריכה להיות אחידה
איור 1- הרצף המיועד לשיבוט
AGTGGAAAAACTGTTTTGGCCAACTTTCTGACAGAATCTTCTGACATCACTGAATACAGCCCAACCCAAGGAGTGAGgtgagccctgacaaatctgtgtcccagagtgtccaactggctcggcagggaggctcattcctctaatcccagtgctctgggaggtcaaagcgggaggatcgcctgaggcctgggcaatatagggagaccccgtctcaactaaaaataaaacattagccaggtgtgttggcatgtgtctgtagtctcagctacatgttaggttgaagcagaaggattgtttgaggccaggagttggaggctgcagtgagctatgatcgtgccactgcactccagcctgggtgacagagtgagaccctgtctcaaaacaaaattaataataaaacaattttaaaagactgcccagccatcacccacttcctacttttgttgctgttggcattccaaaagtgtaatgcagcctcattattggtgctgctactgttcgtcttttttttttgggatggagtctcgtcctgtcgctgaggctggagtgtggtggcacgatctcagctcactgcaatctccgcctcccaggttcaagcgattctcctgccttagcctccccagtagctgagatcacaggtgcacaccatcatgcccagctaattcttttatttttagtgtagcaagggtttcaccatgttggccaggctggtctcgaactcctgacctcaagtgatctgcccgccttggcctcccagactgctgagattacaggcgtgagccactgcacccagcctactgctcttctttttccttttagGATCCTAGAATTTGAGAACCCGCATGTTACCAGCAACAACAAAGGCACGGGCTGTGAATTCGAGCTATGGGACTGTGGTGGCGATGCTAA
איור 2 – מפת הפלסמיד
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איור 3 - האנזימים הקיימים במעבדה:
[image: image3.png]EcoRI 5 GAATTC & 5G AATTC 3

—

3 CTTAAG S 3 CTTAA G¥

amu & GGATCCE 5G GATCC 3
am 3 CCTAGTG 5 ¥ CCTAG G5
Hindll 9 AAGCTT3 __ S'A AGCTT 3

3 TTCG?A 5 3 TTCGA A%





