Kazdy student je povinen vypracovat zadany domdci Ukol a pravidelné (do jednoho tydne od zadani
ukolu) vysledek poslat emailem svému pfislusnému kruhovému uditeli.

Domaci Ukoly se vypracovavaji ru¢né perem!

Vypracovani ukoll je podminkou pro zisk zapoctu za letni semestr.

4. vyukovy tyden — praktika PCR: domaci ukoly
1. V sekvenci na strané 13 navodl najdéte a vyznacte PCR primery (sekvence primerd na strané 12).

2. Zapiste pozice hranic amplikont (amplifikovanych Usekl) a vypocitejte jejich predpokladané délky:

i10 ( - ) tj. bp
E13 ( - ) tj. bp
E14 ( - ) tj. bp

Priklad: VyuzZijeme Cerné Cislovani na zacatku kazdé radky.

341041 aatcatcgcattacataaagttaatcattaaaatgatgatcattattgcaagtttatage
341101 _tatttcactcagcatcagccacatatctttcctgaatatg_
a—pozice 341041

€ — pozice 341049

c — pozice 341100

3. Vypoctéte slozeni Vasi PCR reakce a doplnte do tabulky:

PCR reakéni smés _i10 _E13 _E14

5x PCR mastermix 2,4 ul 2,4 ul 2,4 ul

1,8 pmol primer Forward (1 uM) i10f: E13f: E14f:
1,8 pmol primer Reverse (1 uM) i10r: _ ul E13r: El4r.
50 ng DNA (50 pg/ml) o o ol
ddH;0 ad 12 pl o o "
konecny objem 12 ul 12 ul 12 ul

Zasobni koncentrace primerl je 1 uM, to znamend 1 pumol/l. Koncentrace izolované DNA je 50 pg/ml.

4. Zakreslete, jak by teoreticky méla vypadat elektroforéza amplifikovanych PCR produktd.
M i10 E13 E14

500bp= | =—
400bp- | —

300bp- | —

200bp- | —

100bp- | ——

M = velikostni marker

5. Navrhnéte primery, které budou nasedat na _, tak abychom s jejich pomoci
amplifikovali sekvenci jimi ohrani¢enou, a zapiste jejich sekvence:
IlINezapomernite, Ze DNA-polymerdza prodluZuje fetézec ve sméru 5-3° a primery nasedaji
antiparalelné a komplementarné!!!

F:5'

R: 5'-



