Polymerdzovd ietézovd reakce

V jakém mnoistvi deionizované vody rozpustite lyofilizovany vzorek primera, aby jeho koncentrace

byla 100uM? Vzorek obsahuje 138,6 pg primeru, ktery je dlouhy 18 nukleotidt a jeho molekulova
hmotnost je 5 119.

Regeni
10°u 1M roztoku ma hmotnost ... 5119 g primeru
10°u 100 puM roztoku ma hmotnost ... 5119 x 100 ug primeru
Xu L 100 uM roztoku ma hmotnost ... 138,6 pg primeru
X =138,6 x 10°/5 119 x 100 pl = 270,75 pl
Odpovéd:

Vzorek lyofilizovaného plasmidu rozpustime ve 271 ul deionizované vody.



Jaké mnoizstvi primeru ze zasobniho roztoku 100uM napipetujete do PCR reakce o objemu 20 pl
jestlize chcete do reakce dat 10pmol primeru?

Reeni
1M roztok ... 1mol éastic/litr ... 1umol éastic/ul
1mM roztok .. 1nmol éastic/ul
1uM roztok ... 1pmol éastic/ul
100uM roztok obsahuje 100 pmol v 1ul
100uM roztok obsahuje 10 pmol v Xul
X =10x 1/100 ul = 0,1 pl
Odpovéd:

Chceme-li odebrat z roztoku 10pmol ¢astic, pak odebereme 0,1pl.



Taq polymeraza ptipojuje nukleotidy rychlosti 150 nukleotidii/sekundu. Jak dlouho trvd tomuto
enzymu, nez nasyntetizuje fragmenty o délce 190 a 490 bp?

Redeni:
150 nukleotidd je pfipojenoza ... 1s
190 nukleotidd je pfipojenoza ... Xs
X=190/150=1,27s
X =490/150=3,27 s
Odpovéd:

Fragmenty jsou teoreticky nasyntetizovany za 1,27 sekundy a 3,27 sekundy



Jak dlouhy amplikon mlZe vzniknout na niZe popsaném uUseku DNA (je uveden pouze jeden
z komplementarnich Fetézcli) pokud ma experimentator k dispozici nasledujici dvojici
primera?

Primer forward: Primer reverse:
5'- ATG TGA GCG GTCTACTGG -3" 5'- GAT AGCTAG AAT TGATAG - 3’

Sekvence, na které probiha amplifikace:
5°- ATG TGA GCG GTC TAC TGG AAA TGC AGT GCA TCA GTC AGC GAT GGG
TGA GTC ACC CCC GTC ACG TCA GAT TCA TGA CTA AGC GTC CGT GCT
TGA TCG AGT CTA TCA ATT CTA GCT ATC ATC ATG GTT GACATC - 3°
Regeni:
1) Primer forvard ma stejnou sekvenci i orientaci jako zadand sekvence

2) Primer reverse je tieba obrdtit a vytvofit jeho komplementdrni sekvenci, je tedy tfeba na zadané
sekvenci hledat ndsledujici posloupnost:

5°- CTATCA ATT CTA GCT ATC - 3’
Pozice primeru jsou vyznaceny podtrzenim
5- ATG TGA GCG GTC TACTGG AAA TGC AGT GCA TCA GTC AGC GAT GGG

TGA GTC ACC CCC GTC ACG TCA GAT TCATGA CTA AGC GTC CGT GCT
TGA TCG AGT CTA TCA ATT CTA GCT ATC ATC ATG GTT GACATC -3’

Vzddlenost mezi ATG a ATC je 117 bp

Odpovéd:

Na popsaném useku DNA muze vzniknout amplikon o délce 117 bp



Jedna jednotka enzymu Taq polymerazy inkorporuje 10nmol nukleotidli za 30 minut pfi teploté
72°C. Pfepoctéte tuto hodnotu na pocet inkorporovanych nukleotidli za minutu.

Reseni:
10 x 10”° mol je pfipojenoza ... 30 min.
X mol je pfipojenoza ... 1 minutu
X =10 x 10°°/30 mol
1 mol e .. 6,023 x 10%* nukleotidil
10 x 10°°/30 mol e .. Y nukleotid
Y = (10 x 10°/30) x 6,023 x 10%/1 [mol x nukleotidii/mol]
= 2 x 10" nukleotidt = 200 x 10** nukleotidil

Odpovéd:

Jedna jednotka enzymu Tag polymerazy inkorporuje pfiblizné 200 x 10*? nukleotidi za minutu



Taq polymeraza ptipojuje nukleotidy rychlosti 150 nukleotidii/sekundu. Jak dlouho trvd tomuto
enzymu, nez nasyntetizuje fragmenty o délce 306 a 554 bp?

Redeni:
150 nukleotidd je pfipojenoza ... 1s
306 nukleotidl je ptipojenoza ... Xs
X =306/150=1,27s
X =554/150=3,27 s
Odpovéd:

Syntéza téchto fragmentt trva Taq polymeraze 2,04 sekundy a 3,69 sekundy



Jestlize frekvence zaélenéni chybného nukleotidu &ini u Tag polymerazy 285 x 10°°, kolikrat maze
tento enzym chybovat pfi syntéze 200 ng amplikonu o délce 500 bp? Co muiZete Fict o poctu
chybnych amplikon v takovém vysledném vzorku DNA?

Reseni:

M (1 bp) = 650

1) Spocitame pocet nukleotidi v daném mnoZstvi amplikont

6,023 x 10*® nukleotidd ma hmotnost ... 650 g

X nukleotidl ma hmotnost ... 200x10° g

X =6,023 x 10%* x 200 x 10°/ 650 = 1,85 x 10** nukleotid®

2) Stanovime podil chybné zaclenénych nukleotidi

1,85 x 10™ x 285 x 10° = 5,27 x 10™° nukleotidil

3) Stanovime podil chybnych amplikon(i

5,27 x 10" /500 = 1,05 x 10® amplikon( = 105 x 10° amplikond

Odpovéd:

Chybné bude zaclenéno 5,27 x 10" nukleotidt
105 milionti amplikond bude chybnych
Poznamka:

Ve skutecnost bude pocet chybnych amplikonl vyssi, protoZe chyba v prvnich cyklech se prenese i
do dalsich amplikond.



