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ПРОЕКТ BG051PO001-3.3.06-0040
„Изграждане на интердисциплинарни екипи от млади изследователи в областта на фундаменталните и приложни научни изследвания от значение за медицинската практика”

Проектът се осъществява с финансовата подкрепа на
Оперативна програма „Развитие на човешките ресурси”,
съфинансирана от Европейския социален фонд на Европейския съюз

УВАЖАЕМИ КОЛЕГИ,

Вторият обучителен модул  „Приложение на съвременни молекулярно-биологични методи“ в изпълнението на Дейност 3. по проект BG051PO001-3.3.06–0040, „Изграждане на интердисциплинарни екипи от млади изследователи в областта на фундаменталните и приложни научни изследвания от значение за медицинската практика” по Оперативна програма „Развитие на човешките ресурси” ще стартира на 13 октомври т.г. с провеждането на упражненията от този модул.
За провеждането на упражненията членовете на целевата група следва да се разпределят в три групи по 12 човека, като всеки от членовете на целевата група трябва да се включи в една от трите групи. Моля в срок до 9 октомври т.г. да ни информирате за Вашите предпочитания за присъствия на тези упражнения.

Първа група:
ден1: 13.10.14 (понеделник) - 14-18h
ден2: 14.10.14 (вторник) - 10-12h
Втора група:
ден1: 17.10.14 (петък) - 12-18h
ден2: 20.10.14 (понеделник) - 10-12h
Трета група:
ден 1: 20.10.14 (понеделник) - 14-18h
ден 2: 21.10.14 (вторник) - 09-11h
Програма за упражненията по модул „Приложение на съвременни молекулярно-биологични методи.
Насочено клониране на ген А в експресионен вектор pET20b (+)

Ден 1 

1. Рестриктазна реакция

1 µg вектор pTZ57R-А (съдържащ ген А, който ще бъде субклониран) и 1 µg вектор pET20 се подлагат на рестриктазна реакция, използвайки съответните ензими (Fast digest FD ензими NdeI и XhoI, Thermoscientific)

Реакционна смес – 20 µl реакция

· 10x Fast digest buffer – 2 µl
· NdeI FD- 1 µl
· XhoI FD- 1 µl
· 1 µg плазмид – х µl
· dH2O – до 20 µl
Рестриктазната реакция се инкубира за 10 минути на 37°С.

---------------------------------------------------------------------------------------------------------------------

2. Агарозна гел електрофореза

Рестриктазните реакции се анализират на 1% агарозен гел в ТАЕ буфер. След приключване на гел електрофорезата, получените рестриктазни продукти се изрязват от гела, след което ДНК се елуира, използвайки специален за целта кит (MinElute Gel Extraction Kit, Qiagen).

---------------------------------------------------------------------------------------------------------------------
3. Лигазна реакция

Реакционна смес – 10 µl реакция

· 5х Лигазен буфер – 2 µl
· Т4 ДНК лигаза – 1 µl (1 U)

· Вектор – 

· ДНК фрагмент – 

· dH2O – до 10 µl
Лигазната реакция се провежда при моларно съотношение на вектор и ДНК фрагмент - 1:3 до 1:5, като предлаганото количество вектор е между 20-100 ng. Лигазната реакция се провежда при 22°С за 10 мин.

---------------------------------------------------------------------------------------------------------------------

4. Трансформация на електрокомпетентни клетки E. coli
За извършване на електропорация се използва електропоратор Eppendorf Eporator®. 50 µl електрокомпетентни клетки (DH5alpha) внимателно се смесват с 2 µl от лигазната реакция, след което суспензията се прехвърля в кювети зa  електропорация с 2 mm разстояние между електродите. Електропорацията се провежда при интензитет на полето от 10 000 V.cm-1. Веднага след електропорацията към клетките се добавя 1 ml LB среда и те се инкубират за един час на 37°С. 200 µl от клетъчната суспензия се платира върху LB петри, съдържащо съответния селективен агент (ампицилин 100 mg/ml). Така проготвените петрита се инкубират на 37°С за цяла нощ (18 часа).

---------------------------------------------------------------------------------------------------------------------

Ден 2

1. Колониален PCR (polymerase chain reaction)
Провежда се колониален PCR, като eдинични колонии се тестват със специфични за клонирания ген праймери. За провеждане на PCR реакциите се използва рекомбинантна Taq DNA Polymerase (Thermoscientific), спазвайки препоръките на производителя. Използваните праймери са в крайна концентрация 0.2 µМ. PCR реакцията се провежда при следните условия: 3 мин начална денатурация при 95ºС; 30 цикъла, състоящи се от три стъпки – 95ºС за 30 сек, 50ºС за 30 сек и 72ºС за 60 сек. Амплифицираните PCR продукти се разделят в 1% агарозен гел/1хТАЕ буфер (40mM Tris, 20mM CH3COOH, 1mM EDTA), съдържащ 0.5 µg/ml етидиев бромид.

2. Обсъждане на резултатите 

Упражненията ще се водят от гл.ас. д-р Горица Раклеова
Практическите занятия ще се проведат в лабораторията на Съвместен Геномен център – Биологически факултет, бул. „Драган Цанков“ №8

Програма за лекциите по модул „Приложение на съвременни молекулярно-биологични методи.
22 октомври 10-12 ч. и 15-17 ч.
23 октомври 10-12 ч. и 15-17 ч.
24 октомври 10-12 ч. и 15-17 ч.

Лекция 1
Хибридизация на нуклеинови киселини – теория и практика
Лекция 2

Белязане на проби
Лекция 3
PCR(Polymerase Chain Reaction)Полимеразна верижна реакция-видове и приложения
Лекция 4

Клониране на ДНК

Основни принципи и ДНК анализ

Видове вектори

Конструиране и скриниране на геномни и кДНК библиотеки

Лекция 5

Хетероложна експресия на белтъци в E. coli
Лекция 6

Секвениране на ДНКМясто-насочена мутагенеза

Лекциите ще се водят от проф. д-р Магдалена Чорбаджиева
Лекциите ще се проведат в семинарната зала  на Съвместен Геномен център – Биологически факултет, бул. „Драган Цанков“ №8

