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נגיף ה-HIV הוא מסוג רטרו וירוס וקרוי HIV (Human Immunodeficiency Virus, "וירוס הכשל החיסוני האנושי"). המחלה מתבטאת בזיהומים קשים ויכולה לגרום למוות , מקורם של סימני המחלה הוא בכשל חיסוני נרכש וזהו המקור לשמה : AIDS -Acquired Immune Deficiency Syndrome . לנגיף יש זיקה גבוהה לתאי T מסייעים (Th) הנושאים על פני המעטפת את הקולטן CD4.ישנה זיקה חזקה של מולקולות ה CD4 לחלבון gp120 שעל מעטפת הנגיף. נמצא, שלא כל התאים המכילים CD4 נדבקים בנגיף,ואכן נתגלו רצפטורים לכימוקינים (ביניהם הרצפטור CCR5) שנוכחותם חיונית להמשך חדירת הנגיף לתא.
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MOTANT CTTACIGICCCCTICIGAGCTCACTATGOTGOCGOCCAGTGOGACTTTGRARRTACAATG 300 B

NORMAL TGTCAACTCTTGACAGGGCTCTATTTTATAGGCTICTICICIGRARTCTICTICAICAIC 360

MuTANT TGTCAACTCTIGACAGGGCTCTATITTATAGGCTICTICICIGRARTCTICTICAICAIC 360

NORMAL CTCCTGACAATCGATAGGTACCTGGCTGTCGTCCATGCTGTGTTIGCTTTARRAGCCAGS 420

MuTANT CTCCTGACRATCGATAGGTACCTGGCTGICGTCCATGCTGIGTTIGCTTTARRAGCCAGS 420

NORMAL ACGGTCACCTTTGGGGTGRTGACAASTGTGATCACTIGEETGETGECTGTGTTIGCSTCT 480

MuTANT ACGGTCACCTTTGRGGTGTGACAACTGTGATCACTIGEETGETGECTGTETITGCETCT 480

NORMAL CTCCCAGGARTCATCTTTACCAGATCTCARRRAGRAGGTCTTCATTACACCTGEAGCTCT 540

MuTANT CTCCCAGGARTCATCTTTACCAGATCTCARRRAGRAGGTCTICATTACACCTGEAGCTCT 540

NORMAL CATTTICCATACAGTCAGTATCAATICTGGAAGAATTTCCAGACATTARAGATAGICAIC 600 L
MuTANT (CATTTTCCATACA-———-—---mmm=-===nm==----————-—-TTARAGATAGICAIC 562
NORMAL TT6GGGCTGGTCCTGOCGCTGCTTGTCATGGTCATCTGCTACTCGGGARTCCTARRRACT 660
MuTANT TT6GGGCTGRTCCTGOCGCTGCTTGICATGGTCATCTGCTACTCGGGARTCCTARRRACT 628
NORMAL CTGCTTCGGTGTCGARATGAGAAGAAGAGGCACAGGGCTGTGAGGCTTATCTICACCATC 720
MuTANT CTGCTTCGGTGTCRARRTGA————mmmmmmmmmmmmmmmmmmmmm e G4
NORMAL ATGATIGTTIATTTICICTICIGEGCICCCTACRACATIGICCTICICCIGRACACCTIC 780
MuTANT

NORMAL CAGGARTTCTTTGGCCTGARTARTTGCAGTAGCTCTARCAGGTTGGACCAAGCTATGERG 240
MuTANT

NORMAL GTGACAGAGACTCTTGGGATGACGCACTGCTGCATCARCCCCATCATCTATGECTTIGIC 900
MuTANT

NORMAL GGGGAGAAGTICAGARACTACCTCTTAGTCTTCTTCCARRAGCACATIGCCARACGCTIC 960
MuTANT

NORMAL 1020
MuTANT

NORMAL 1083

MuTANT
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לצפייה בסרטון המתאר את חדירת וירוס האיידס לתא :
http://www.youtube.com/watch?v=RO8MP3wMvqg&feature=g-vrec
מחקרים הראו כי ישנם אנשים מסוימים שנחשפו בוודאות לנגיף ולא נדבקו. אנשים אלה נושאים מוטציה בגן לרצפטור CCR5 הנקראת ∆32 CCR5. אנשים שהם הומוזיגוטים למוטציה זו (כלומר הגן פגום בשני האללים) לא נדבקו כלל בנגיף. לעומת זאת, אנשים שהם הטרוזיגוטים למוטציה (אלל אחד פגום) הושפעו באופן הרבה יותר איטי מהנגיף. אנשים שאצלם הגן פגום מקורם באירופה ומערב אסיה, אצל יוצאי אפריקה ומזרח אסיה לא נמצאה המוטציה.
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לאבחון המוטציה ישנם יתרונות במצבים שונים כמו :
1. השתלת מח עצם לחולי לוקמיה שהם גם נשאי HIV עדיף מנושאי המוטציה (חולים אלה יכולים להירפא מאיידס בעקבות ההשתלה).
לקריאה נוספת : טימותי בראון היה צריך למות: הוא נדבק ב-HIV ואחר כך חלה בסרטן הדם. אבל דווקא השילוב הקטלני הזה, והברקה של רופא צעיר ואלמוני שנלחם במוסכמות הרפואיות, הפכו אותו לאדם הראשון בהיסטוריה שנרפא מהנגיף. עכשיו צריך לתרגם את התקדים הזה לתרופה אמיתית לאיידס. וזה לא יהיה פשוט... 
להמשך הכתבה לחצו על הקישור הבא: http://www.haaretz.co.il/misc/1.1180243    
2. בדיקה להתאמה לריפוי גנטי בעזרת וירוס ה- HIV (כמו בילדי בועה). ניתן להשתמש בוירוס האיידס התוקף תאים של המערכת החיסונית להחדרת גן תקין וריפוי המחלה.
להיות בריא זה לא פשוט. גופנו חשוף כל הזמן לפולשים חיצוניים כגון חיידקים, וירוסים, פטריות וטפילים שונים. בדרך כלל, באנשים בריאים, כל אלו מזוהים על ידי המערכת החיסונית כזרים ומסולקים מהגוף. אבל, כ- 1 מכל 100,000 ילדים לוקה בפגם גנטי המונע כמעט לחלוטין את פעילות מערכת החיסון, ולהיות בריא זה באמת לא פשוט...
להמשך הכתבה לחצו על הקישור הבא:   http://www.hayadan.org.il/genetic-cure-for-bubble-kids-1301089
3. נמצא מתאם סטטיסטי בין נושאי המוטציה למהלך מחלות מסוימות (כמו טרשת נפוצה).
בפעילות זו נאפיין את המוטציה ברצפטור CCR5, ונפתח בדיקה גנטית לאבחון נושאי המוטציה .
משימה 1 : אפיון המוטציה CCR5- ∆32-
1. לצורך איתור המוטציה יש להשוות בין רצף הגן התקין למוטנט. האם לצורך זה עדיף להשתמש ברצף נוקלאוטידים של DNA או RNA ? הסבירו.
עדיף להשתמש ברצף RNA  כיוון שרצף זה אינו מכיל אינטרונים.
2. לפניכם רצף הנוקלאוטידים של הגן התקין והגן המוטנט של החלבון CCR5. 
רצף mRNA  של החלבון CCR5 התקין :
>NORMAL

CTTCAGATAGATTATATCTGGAGTGAAGAATCCTGCCACCTATGTATCTGGCATAGTATTCTGTGTAGTGGGATGAGCAGAGAACAAAAACAAAATAATCCAGTGAGAAAAGCCCGTAAATAAACCTTCAGACCAGAGATCTATTCTCTAGCTTATTTTAAGCTCAACTTAAAAAGAAGAACTGTTCTCTGATTCTTTTCGCCTTCAATACACTTAATGATTTAACTCCACCCTCCTTCAAAAGAAACAGCATTTCCTACTTTTATACTGTCTATATGATTGATTTGCACAGCTCATCTGGCCAGAAGAGCTGAGACATCCGTTCCCCTACAAGAAACTCTCCCCGGGTGGAACAAGATGGATTATCAAGTGTCAAGTCCAATCTATGACATCAATTATTATACATCGGAGCCCTGCCAAAAAATCAATGTGAAGCAAATCGCAGCCCGCCTCCTGCCTCCGCTCTACTCACTGGTGTTCATCTTTGGTTTTGTGGGCAACATGCTGGTCATCCTCATCCTGATAAACTGCAAAAGGCTGAAGAGCATGACTGACATCTACCTGCTCAACCTGGCCATCTCTGACCTGTTTTTCCTTCTTACTGTCCCCTTCTGGGCTCACTATGCTGCCGCCCAGTGGGACTTTGGAAATACAATGTGTCAACTCTTGACAGGGCTCTATTTTATAGGCTTCTTCTCTGGAATCTTCTTCATCATCCTCCTGACAATCGATAGGTACCTGGCTGTCGTCCATGCTGTGTTTGCTTTAAAAGCCAGGACGGTCACCTTTGGGGTGGTGACAAGTGTGATCACTTGGGTGGTGGCTGTGTTTGCGTCTCTCCCAGGAATCATCTTTACCAGATCTCAAAAAGAAGGTCTTCATTACACCTGCAGCTCTCATTTTCCATACAGTCAGTATCAATTCTGGAAGAATTTCCAGACATTAAAGATAGTCATCTTGGGGCTGGTCCTGCCGCTGCTTGTCATGGTCATCTGCTACTCGGGAATCCTAAAAACTCTGCTTCGGTGTCGAAATGAGAAGAAGAGGCACAGGGCTGTGAGGCTTATCTTCACCATCATGATTGTTTATTTTCTCTTCTGGGCTCCCTACAACATTGTCCTTCTCCTGAACACCTTCCAGGAATTCTTTGGCCTGAATAATTGCAGTAGCTCTAACAGGTTGGACCAAGCTATGCAGGTGACAGAGACTCTTGGGATGACGCACTGCTGCATCAACCCCATCATCTATGCCTTTGTCGGGGAGAAGTTCAGAAACTACCTCTTAGTCTTCTTCCAAAAGCACATTGCCAAACGCTTCTGCAAATGCTGTTCTATTTTCCAGCAAGAGGCTCCCGAGCGAGCAAGCTCAGTTTACACCCGATCCACTGGGGAGCAGGAAATATCTGTGGGCTTGTGACACGGACTCAAGTGGGCTGGTGACCCAGTCAGAGTTGTGCACATGGCTTAGTTTTCATACACAGCCTGGGCTGGGGGTGGGGTGGGAGAGGTCTTTTTTAAAAGGAAGTTACTGTTATAGAGGGTCTAAGATTCATCCATTTATTTGGCATCTGTTTAAAGTAGATTAGATCTTTTAAGCCCATCAATTATAGAAAGCCAAATCAAAATATGTTGATGAAAAATAGCAACCTTTTTATCTCCCCTTCACATGCATCAAGTTATTGACAAACTCTCCCTTCACTCCGAAAGTTCCTTATGTATATTTAAAAGAAAGCCTCAGAGAATTGCTGATTCTTGAGTTTAGTGATCTGAACAGAAATACCAAAATTATTTCAGAAATGTACAACTTTTTACCTAGTACAAGGCAACATATAGGTTGTAAATGTGTTTAAAACAGGTCTTTGTCTTGCTATGGGGAGAAAAGACATGAATATGATTAGTAAAGAAATGACACTTTTCATGTGTGATTTCCCCTCCAAGGTATGGTTAATAAGTTTCACTGACTTAGAACCAGGCGAGAGACTTGTGGCCTGGGAGAGCTGGGGAAGCTTCTTAAATGAGAAGGAATTTGAGTTGGATCATCTATTGCTGGCAAAGACAGAAGCCTCACTGCAAGCACTGCATGGGCAAGCTTGGCTGTAGAAGGAGACAGAGCTGGTTGGGAAGACATGGGGAGGAAGGACAAGGCTAGATCATGAAGAACCTTGACGGCATTGCTCCGTCTAAGTCATGAGCTGAGCAGGGAGATCCTGGTTGGTGTTGCAGAAGGTTTACTCTGTGGCCAAAGGAGGGTCAGGAAGGATGAGCATTTAGGGCAAGGAGACCACCAACAGCCCTCAGGTCAGGGTGAGGATGGCCTCTGCTAAGCTCAAGGCGTGAGGATGGGAAGGAGGGAGGTATTCGTAAGGATGGGAAGGAGGGAGGTATTCGTGCAGCATATGAGGATGCAGAGTCAGCAGAACTGGGGTGGATTTGGGTTGGAAGTGAGGGTCAGAGAGGAGTCAGAGAGAATCCCTAGTCTTCAAGCAGATTGGAGAAACCCTTGAAAAGACATCAAGCACAGAAGGAGGAGGAGGAGGTTTAGGTCAAGAAGAAGATGGATTGGTGTAAAAGGATGGGTCTGGTTTGCAGAGCTTGAACACAGTCTCACCCAGACTCCAGGCTGTCTTTCACTGAATGCTTCTGACTTCATAGATTTCCTTCCCATCCCAGCTGAAATACTGAGGGGTCTCCAGGAGGAGACTAGATTTATGAATACACGAGGTATGAGGTCTAGGAACATACTTCAGCTCACACATGAGATCTAGGTGAGGATTGATTACCTAGTAGTCATTTCATGGGTTGTTGGGAGGATTCTATGAGGCAACCACAGGCAGCATTTAGCACATACTACACATTCAATAAGCATCAAACTCTTAGTTACTCATTCAGGGATAGCACTGAGCAAAGCATTGAGCAAAGGGGTCCCATAGAGGTGAGGGAAGCCTGAAAAACTAAGATGCTGCCTGCCCAGTGCACACAAGTGTAGGTATCATTTTCTGCATTTAACCGTCAATAGGCAAAGGGGGGAAGGGACATATTCATTTGGAAATAAGCTGCCTTGAGCCTTAAAACCCACAAAAGTACAATTTACCAGCCTCCGTATTTCAGACTGAATGGGGGTGGGGGGGGCGCCTTAGGTACTTATTCCAGATGCCTTCTCCAGACAAACCAGAAGCAACAGAAAAAATCGTCTCTCCCTCCCTTTGAAATGAATATACCCCTTAGTGTTTGGGTATATTCATTTCAAAGGGAGAGAGAGAGGTTTTTTTCTGTTCTGTCTCATATGATTGTGCACATACTTGAGACTGTTTTGAATTTGGGGGATGGCTAAAACCATCATAGTACAGGTAAGGTGAGGGAATAGTAAGTGGTGAGAACTACTCAGGGAATGAAGGTGTCAGAATAATAAGAGGTGCTACTGACTTTCTCAGCCTCTGAATATGAACGGTGAGCATTGTGGCTGTCAGCAGGAAGCAACGAAGGGAAATGTCTTTCCTTTTGCTCTTAAGTTGTGGAGAGTGCAACAGTAGCATAGGACCCTACCCTCTGGGCCAAGTCAAAGACATTCTGACATCTTAGTATTTGCATATTCTTATGTATGTGAAAGTTACAAATTGCTTGAAAGAAAATATGCATCTAATAAAAAACACCTTCTAAAATAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
רצף mRNA  של החלבון CCR5 המוטנט :
>MUTANT

1. CTTCAGATAGATTATATCTGGAGTGAAGAATCCTGCCACCTATGTATCTGGCATAGTATTCTGTGTAGTGGGATGAGCAGAGAACAAAAACAAAATAATCCAGTGAGAAAAGCCCGTAAATAAACCTTCAGACCAGAGATCTATTCTCTAGCTTATTTTAAGCTCAACTTAAAAAGAAGAACTGTTCTCTGATTCTTTTCGCCTTCAATACACTTAATGATTTAACTCCACCCTCCTTCAAAAGAAACAGCATTTCCTACTTTTATACTGTCTATATGATTGATTTGCACAGCTCATCTGGCCAGAAGAGCTGAGACATCCGTTCCCCTACAAGAAACTCTCCCCGGGTGGAACAAGATGGATTATCAAGTGTCAAGTCCAATCTATGACATCAATTATTATACATCGGAGCCCTGCCAAAAAATCAATGTGAAGCAAATCGCAGCCCGCCTCCTGCCTCCGCTCTACTCACTGGTGTTCATCTTTGGTTTTGTGGGCAACATGCTGGTCATCCTCATCCTGATAAACTGCAAAAGGCTGAAGAGCATGACTGACATCTACCTGCTCAACCTGGCCATCTCTGACCTGTTTTTCCTTCTTACTGTCCCCTTCTGGGCTCACTATGCTGCCGCCCAGTGGGACTTTGGAAATACAATGTGTCAACTCTTGACAGGGCTCTATTTTATAGGCTTCTTCTCTGGAATCTTCTTCATCATCCTCCTGACAATCGATAGGTACCTGGCTGTCGTCCATGCTGTGTTTGCTTTAAAAGCCAGGACGGTCACCTTTGGGGTGGTGACAAGTGTGATCACTTGGGTGGTGGCTGTGTTTGCGTCTCTCCCAGGAATCATCTTTACCAGATCTCAAAAAGAAGGTCTTCATTACACCTGCAGCTCTCATTTTCCATACATTAAAGATAGTCATCTTGGGGCTGGTCCTGCCGCTGCTTGTCATGGTCATCTGCTACTCGGGAATCCTAAAAACTCTGCTTCGGTGTCGAAATGAGAAGAAGAGGCACAGGGCTGTGAGGCTTATCTTCACCATCATGATTGTTTATTTTCTCTTCTGGGCTCCCTACAACATTGTCCTTCTCCTGAACACCTTCCAGGAATTCTTTGGCCTGAATAATTGCAGTAGCTCTAACAGGTTGGACCAAGCTATGCAGGTGACAGAGACTCTTGGGATGACGCACTGCTGCATCAACCCCATCATCTATGCCTTTGTCGGGGAGAAGTTCAGAAACTACCTCTTAGTCTTCTTCCAAAAGCACATTGCCAAACGCTTCTGCAAATGCTGTTCTATTTTCCAGCAAGAGGCTCCCGAGCGAGCAAGCTCAGTTTACACCCGATCCACTGGGGAGCAGGAAATATCTGTGGGCTTGTGACACGGACTCAAGTGGGCTGGTGACCCAGTCAGAGTTGTGCACATGGCTTAGTTTTCATACACAGCCTGGGCTGGGGGTGGGGTGGGAGAGGTCTTTTTTAAAAGGAAGTTACTGTTATAGAGGGTCTAAGATTCATCCATTTATTTGGCATCTGTTTAAAGTAGATTAGATCTTTTAAGCCCATCAATTATAGAAAGCCAAATCAAAATATGTTGATGAAAAATAGCAACCTTTTTATCTCCCCTTCACATGCATCAAGTTATTGACAAACTCTCCCTTCACTCCGAAAGTTCCTTATGTATATTTAAAAGAAAGCCTCAGAGAATTGCTGATTCTTGAGTTTAGTGATCTGAACAGAAATACCAAAATTATTTCAGAAATGTACAACTTTTTACCTAGTACAAGGCAACATATAGGTTGTAAATGTGTTTAAAACAGGTCTTTGTCTTGCTATGGGGAGAAAAGACATGAATATGATTAGTAAAGAAATGACACTTTTCATGTGTGATTTCCCCTCCAAGGTATGGTTAATAAGTTTCACTGACTTAGAACCAGGCGAGAGACTTGTGGCCTGGGAGAGCTGGGGAAGCTTCTTAAATGAGAAGGAATTTGAGTTGGATCATCTATTGCTGGCAAAGACAGAAGCCTCACTGCAAGCACTGCATGGGCAAGCTTGGCTGTAGAAGGAGACAGAGCTGGTTGGGAAGACATGGGGAGGAAGGACAAGGCTAGATCATGAAGAACCTTGACGGCATTGCTCCGTCTAAGTCATGAGCTGAGCAGGGAGATCCTGGTTGGTGTTGCAGAAGGTTTACTCTGTGGCCAAAGGAGGGTCAGGAAGGATGAGCATTTAGGGCAAGGAGACCACCAACAGCCCTCAGGTCAGGGTGAGGATGGCCTCTGCTAAGCTCAAGGCGTGAGGATGGGAAGGAGGGAGGTATTCGTAAGGATGGGAAGGAGGGAGGTATTCGTGCAGCATATGAGGATGCAGAGTCAGCAGAACTGGGGTGGATTTGGGTTGGAAGTGAGGGTCAGAGAGGAGTCAGAGAGAATCCCTAGTCTTCAAGCAGATTGGAGAAACCCTTGAAAAGACATCAAGCACAGAAGGAGGAGGAGGAGGTTTAGGTCAAGAAGAAGATGGATTGGTGTAAAAGGATGGGTCTGGTTTGCAGAGCTTGAACACAGTCTCACCCAGACTCCAGGCTGTCTTTCACTGAATGCTTCTGACTTCATAGATTTCCTTCCCATCCCAGCTGAAATACTGAGGGGTCTCCAGGAGGAGACTAGATTTATGAATACACGAGGTATGAGGTCTAGGAACATACTTCAGCTCACACATGAGATCTAGGTGAGGATTGATTACCTAGTAGTCATTTCATGGGTTGTTGGGAGGATTCTATGAGGCAACCACAGGCAGCATTTAGCACATACTACACATTCAATAAGCATCAAACTCTTAGTTACTCATTCAGGGATAGCACTGAGCAAAGCATTGAGCAAAGGGGTCCCATAGAGGTGAGGGAAGCCTGAAAAACTAAGATGCTGCCTGCCCAGTGCACACAAGTGTAGGTATCATTTTCTGCATTTAACCGTCAATAGGCAAAGGGGGGAAGGGACATATTCATTTGGAAATAAGCTGCCTTGAGCCTTAAAACCCACAAAAGTACAATTTACCAGCCTCCGTATTTCAGACTGAATGGGGGTGGGGGGGGCGCCTTAGGTACTTATTCCAGATGCCTTCTCCAGACAAACCAGAAGCAACAGAAAAAATCGTCTCTCCCTCCCTTTGAAATGAATATACCCCTTAGTGTTTGGGTATATTCATTTCAAAGGGAGAGAGAGAGGTTTTTTTCTGTTCTGTCTCATATGATTGTGCACATACTTGAGACTGTTTTGAATTTGGGGGATGGCTAAAACCATCATAGTACAGGTAAGGTGAGGGAATAGTAAGTGGTGAGAACTACTCAGGGAATGAAGGTGTCAGAATAATAAGAGGTGCTACTGACTTTCTCAGCCTCTGAATATGAACGGTGAGCATTGTGGCTGTCAGCAGGAAGCAACGAAGGGAAATGTCTTTCCTTTTGCTCTTAAGTTGTGGAGAGTGCAACAGTAGCATAGGACCCTACCCTCTGGGCCAAGTCAAAGACATTCTGACATCTTAGTATTTGCATATTCTTATGTATGTGAAAGTTACAAATTGCTTGAAAGAAAATATGCATCTAATAAAAAACACCTTCTAAAATAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA
2. באיזה כלי ניתן להשתמש על מנת לעמוד על ההבדלים בין הרצפים?
תשובה : ClustalW   
3. הכנסו לקישור הבא ובצעו העמדת רצפים.
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/
4. הסתכלו בתוצאות ההעמדה וקיבעו על פי זה את סוג המוטציה:
1) מוטציה של החלפת נוקלאוטידים
2) מוטציה של החסרת נוקלאוטידים
3) מוטציה נקודתית
4) מוטציה של הוספת נוקלאוטידים
תשובה היגד מס'2 
5. רשמו את אורכו של כל אחד מהרצפים. ממה נובע הבדל זה ?
תשובה: אורכו של הרצף הנורמלי 3686 הוא: ואורכו של הרצף המוטנטי הוא: 3654. ההבדל נובע מהשמטה של 32 נוקלאוטידים ברצף המוטנטי.
6. מהו ההפרש של אורך הרצפים שמצאתם בסעיף הקודם?

תשובה :32 נוקלאוטידים
7. ציינו את העמדה או העמדות בהן מתקיימת המוטציה.
תשובה : מוטציית החסר מופיעה בטווח הנוקלאוטיד ים  912-944.
8. כדי לבדוק אם המוטציה באה לידי ביטוי ברמת החלבון יש לבדוק אם היא נמצאת באזור ה-CDS  . הסבירו מדוע?
תשובה: ה-CDS  הינו הרצף המקודד לחלבון.
9. הביאו דוגמאות לשני אזורים ברצף הגן בהן יכולות להתרחש מוטציות שקטות( שלא באות לידי ביטוי בחלבון).
תשובה : מוטציות יכולות להתרחש באינטרונים, ב-UTR שלפני ואחרי  ה- CDS כמו כן יכולה להתרחש מוטציה ב-CDS  עצמו של החלפת נוקלאוטיד וקבלת קודון המקודד לאותה חומצה אמינית.
ה- CDS בכל אחד מהרצפים מסומן בירוק.
על מנת להשתמש בכלי ClustalW   להשוואת רצפים עלינו להכין את שני רצפי ה-CDS (המוטנט והנורמלי) בפורמט  FASTA . לצורך כך נגדיר את שם הרצף הנורמלי כך:  >normal , ואת שם הרצף המוטנטי כך: >mutant. 
היכנסו לכלי   clustalw  בחלון התוכנה של הכלי העתיקו בשורה הראשונה את שם הרצף ובשורה מתחתיה את רצף הCDS  המתאים הצבוע בירוק. בצעו השוואת רצפים.
10. האם המוטציה מופיעה באזור הCDS? 
תשובה: כן
11. רשמו את אורך ה-  CDS של כל אחד מהרצפים.
תשובה . אורך רצף  CDS הנורמלי הוא:1059 והמוטנטי 648
12. מהו ההפרש של אורך הרצפים שמצאתם בסעיף הקודם?
תשובה :  ההפרש הוא:411  
13. האם התקבל אותו הפרש נוקלאוטידים  בהעמדת רצפי ה – CDS (סעיף י"א)  בהשוואה להעמדת רצפי  RNA (סעיף ה')?
תשובה: לא 
14. בהשוואת רצפי ה-CDS  ניתן לראות שההפרש ביניהם נובע מחסר בשני אזורים שונים: 
     1. חסר של 32 נוקלאוטידים בין נוקלאוטיד 553  לנוקלאוטיד  585.
2. חסר של 379 נוקלאוטידים לאחר נוקלאוטיד  648 – עד הסוף.
בחרו מבין ההיגדים הבאים את  ההסבר לכל אחד מחסרים אלו.
1. מוטציית החסרה של הנוקלאוטידים
2. מוטציית הוספה של נוקלאוטידים באזור CDS ה- של הנורמלי.
3. יציאה ממסגרת הקריאה הפתוחה שגרמה להופעת קודון סיום מוקדם יותר
4. רצף קצר יותר בגלל מוטציה באזור ה- UTR.
תשובה : הסבר להיגד מס'1 א' ההסבר להיגד מס2 –ג'.
15. מה אורך החלבונים שצפוי להתקבל מהCDS נורמלי ו- CDS  מוטנטי
(את אורך רצפי CDS מצאתם בסעיף י')
תשובה: האורך הצפוי של החלבון הנורמלי הוא: 352 חומצות אמינו ושל המוטנטי 215 חומצות אמינו. 
בניגוד לשלב הקודם שבו השווינו רצפי נוקלאוטידים, בשלב זה נשווה בין רצפי החלבונים המקוּדדים על ידי רצפי  RNA של CCR5 הנורמלי, והמוטנט. (הצבע הכחול מסמל את החלק בחלבון המקורי שחסר במוטנט, ובאדום החלק הייחודי למוטנט) 
להלן רצפי החלבונים  5CCR הנורמלי והמוטנט :
רצף חלבון CCR5 נורמלי:
CCR5 VER A 

>normal
MDYQVSSPIYDINYYTSEPCQKINVKQIAARLLPPLYSLVFIFGFVGNMLVILILINCKRLKSMTDIYLLNLAISDLFFLLTVPFWAHYAAAQWDFGNTMCQLLTGLYFIGFFSGIFFIILLTIDRYLAVVHAVFALKARTVTFGVVTSVITWVVAVFASLPGIIFTRSQKEGLHYTCSSHFPYSQYQFWKNFQTLKIVILGLVLPLLVMVICYSGILKTLLRCRNEKKRHRAVRLIFTIMIVYFLFWAPYNIVLLLNTFQEFFGLNNCSSSNRLDQAMQVTETLGMTHCCINPIIYAFVGEKFRNYLLVFFQKHIAKRFCKCCSIFQQEAPERASSVYTRSTGEQEISVGL
רצף חלבון CCR5 מוטנטי : 
CCR5 VER A DELTA-32
>mutant
MDYQVSSPIYDINYYTSEPCQKINVKQIAARLLPPLYSLVFIFGFVGNMLVILILINCKRLKSMTDIYLLNLAISDLFFLLTVPFWAHYAAAQWDFGNTMCQLLTGLYFIGFFSGIFFIILLTIDRYLAVVHAVFALKARTVTFGVVTSVITWVVAVFASLPGIIFTRSQKEGLHYTCSSHFPYIKDSHLGAGPAAACHGHLLLGNPKNSASVSK
16. האם אורך החלבונים אכן תואם לאורך המחושב מהסעיף הקודם?
(על מנת לבדוק את אורך החלבון ניתן להשתמש בסרגל כלים עליון בסקירה באייקון ספירת מילים).
תשובה :כן
17. העמידו את רצפי החלבונים הנורמלי והמוטנטי. מה אורך הרצף הזהה ביניהם?
תשובה: 184 חומצות אמינו.
18. אורך הרצף הזהה בין החלבון המוטנטי לנורמלי הוא קצר מאורך החלבון המוטנטי השלם, הסבירו ממה נובע הבדל זה.
תשובה: ההבדל נובע משינוי במסגרת הקריאה שגרם לשוני בכל חומצות האמינו שאחרי המוטציה.
19. (למתכנת  שאלה זו היא שאלת גרירה) מלאו את הטבלה ע"פ הנתונים המספריים הבאים (שהתקבלו עד כה), ושייכו את ההסברים הבאים בעמודה המתאימה.
3686,
3654,352,184, 1059, 184, 648,215
· הופעת קודון סיום מוקדם כתוצאה משינוי מסגרת הקריאה
· נובע משינוי מסגרת הקריאה שגרם ליצירת חומצות אמינו שונות מנקודת המוטציה
· השוני במספר הנוקלאוטידים ב-CDS גרם לשוני בחומצות האמינו בחלבון
· חסר של 32 נוקלאוטידים
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 תשובה:
	
	נורמלי
	מוטנטי
	הסבר

	אורך  mRNA

	3686
	3654
	חסר של 32 נוקלאוטידים

	אורך CDS
	1059
	648
	הופעת קודון סיום מוקדם כתוצאה משינוי מסגרת הקריאה

	אורך החלבון
	352
	215
	השוני במספר הנוקלאוטידים ב-CDS גרם לשוני בחומצות האמינו בחלבון

	הרצף הזהה בין שני  החלבונים
	184
	184
	נובע משינוי מסגרת הקריאה שגרם ליצירת חומצות אמינו שונות מנקודת המוטציה


משימה 2 : פיתוח בדיקה לאבחון המוטציה
1. ברצוננו לפתח בדיקה שתאפשר להבחין בין אנשים הנושאים את המוטציה CCR5-∆32 לבין אנשים בעלי CCR5 תקין. 
באיזו מן השיטות הבאות  לא ניתן להשתמש לצורך זה?
1. חיתוך  DNAע"י אנזימי הגבלה.
2.   הגברה ב-PCR   ושימוש באלקטרופורוזה
3. הספג דרומי (שימוש בגלאי שהוא רצף מסומן המשלים לאזור המוטציה). 
4. תספיג מערבי (זיהוי חלבון על ידי נוגדנים מסומנים ספציפיים לחלבון).
תשובה: חיתוך  DNA  ע"י אנזימי הגבלה
השיטה שנבחרה במקרה זה היא הגברה ב-PCR ושימוש באלקטרו פורזה. לצורך זה יש לאסוף תאים מהנבדק, להפיק DNA  גנומי  ולהגביר את הקטע הרצוי.
2. מהם החומרים שיש להכניס למבחנה על מנת לבצע תהליך זה?
תשובה: ה-DNA  הגנומי, תחלים, נוקלאוטידים חופשיים, האנזים
 Taq-Polymarase , בופר מתאים לאנזים ויוני מגנזיום.
לפניכם רצף DNA  גנומי שבו מסומנים האקסונים בצבע כחול וה -CDS  בצבע צהוב. (בצד ימין מופיע מספור הנוקלאוטידים בסיום כל שורה)
tcaccaaccg ccaagagagc ttgatatgac tgtatatagt atagtcataa  46411582

agaacctgaa cttgaccata tacttatgtc atgtggaaaa tttctcatag  46411632
CTTCAGATAG ATTATATCTG GAGTGAAGAA TCCTGCCACC TATGTATCTG  46411682
GCATAGTgtg agtcctcata aatgcttact ggtttgaagg gcaacaaaat  46411732

agtgaacaga gtgaaaatcc ccactaagat cctgggtcca gaaaaagatg  46411782

ggaaacctgt ttagctcacc cgtgagccca tagttaaaac tctttagaca  46411832

acaggttgtt tccgtttaca gagaacaata atattgggtg gtgagcatct  46411882

gtgtgggggt tggggtggga taggggatac ggggagagtg gagaaaaagg  46411932

ggacacaggg ttaatgtgaa gtccaggatc cccctctaca tttaaagttg  46411982

gtttaagttg gctttaatta atagcaactc ttaagataat cagaattttc  46412032

ttaacctttt agccttactg ttgaaaagcc ctgtgatctt gtacaaatca  46412082

tttgcttctt ggatagtaat ttcttttact aaaatgtggg cttttgacta  46412132

gatgaatgta aatgttcttc tagctctgat atcctttatt ctttatattt  46412182

tctaacagAT TCTGTGTAGT GGGATGAGCA GAGAACAAAA ACAAAATAAT  46412232
CCAGTGAGAA AAGCCCGTAA ATAAACCTTC AGACCAGAGA TCTATTCTCT  46412282
AGCTTATTTT AAGCTCAACT TAAAAAGAAG AACTGTTCTC TGATTCTTTT  46412332
CGCCTTCAAT ACACTTAATG ATTTAACTCC ACCCTCCTTC AAAAGAAACA  46412382
GCATTTCCTA CTTTTATACT GTCTATATGA TTGATTTGCA CAGCTCATCT  46412432
GGCCAGAAGA GCTGAGACAT CCGTTCCCCT ACAAGAAACT CTCCCCGgta  46412482

agtaacctct cagctgcttg gcctgttagt tagcttctga gatgagtaaa  46412532

agactttaca ggaaacccat agaagacatt tggcaaacac caagtgctca  46412582

tacaattatc ttaaaatata atctttaaga taaggaaagg gtcacagttt  46412632

ggaatgagtt tcagacggtt ataacatcaa agatacaaaa catgattgtg  46412682

agtgaaagac tttaaaggga gcaatagtat tttaataact aacaatcctt  46412732

acctctcaaa agaaagattt gcagagagat gagtcttagc tgaaatcttg  46412782

aaatcttatc ttctgctaag gagaactaaa ccctctccag tgagatgcct  46412832

tctgaatatg tgcccacaag aagttgtgtc taagtctggt tctctttttt  46412882

ctttttcctc cagacaagag ggaagcctaa aaatggtcaa aattaatatt  46412932

aaattacaaa cgccaaataa aattttcctc taatatatca gtttcatggc  46412982

acagttagta tataattctt tatggttcaa aattaaaaat gagcttttct  46413032

aggggcttct ctcagctgcc tagtctaagg tgcagggagt ttgagactca  46413082

cagggtttaa taagagaaaa ttctcagcta gagcagctga acttaaatag  46413132

actaggcaag acagctggtt ataagactaa actacccaga atgcatgaca  46413182

ttcatctgtg gtggcagacg aaacattttt tattatatta tttcttgggt  46413232

atgtatgaca actcttaatt gtggcaactc agaaactaca aacacaaact  46413282

tcacagaaaa tgtgaggatt ttacaattgg ctgttgtcat ctatgacctt  46413332

ccctgggact tgggcacccg gccatttcac tctgactaca tcatgtcacc  46413382

aaacatctga tggtcttgcc ttttaattct cttttcgagg actgagaggg  46413432

agggtagcat ggtagttaag agtgcaggct tcccgcattc aaaatcggtt  46413482

gcttactagc tgtgtggctt tgagcaagtt actcaccctc tctgtgcttc  46413532

aaggtccttg tctgcaaaat gtgaaaaata tttcctgcct cataaggttg  46413582

ccctaaggat taaatgaatg aatgggtatg atgcttagaa cagtgattgg  46413632

catccagtat gtgccctcga ggcctcttaa ttattactgg cttgctcata  46413682

gtgcatgttc tttgtgggct aactctagcg tcaataaaaa tgttaagact  46413732

gagttgcagc cgggcatggt ggctcatgcc tgtaatccca gcattctagg  46413782

aggctgaggc aggaggatcg cttgagccca ggagttcgag accagcctgg  46413832

gcaacatagt gtgatcttgt atctataaaa ataaacaaaa ttagcttggt  46413882

gtggtggcgc ctgtagtccc cagccacttg gaggggtgag gtgagaggat  46413932

tgcttgagcc cgggatggtc caggctgcag tgagccatga tcgtgccact  46413982

gcactccagc ctgggcgaca gagtgagacc ctgtctcaca acaacaacaa  46414032

caacaacaaa aaggctgagc tgcaccatgc ttgacccagt ttcttaaaat  46414082

tgttgtcaaa gcttcattca ctccatggtg ctatagagca caagatttta  46414132

tttggtgaga tggtgctttc atgaattccc ccaacagagc caagctctcc  46414182

atctagtgga cagggaagct agcagcaaac cttcccttca ctacaaaact  46414232

tcattgcttg gccaaaaaga gagttaattc aatgtagaca tctatgtagg  46414282

caattaaaaa cctattgatg tataaaacag tttgcattca tggagggcaa  46414332

ctaaatacat tctaggactt tataaaagat cactttttat ttatgcacag  46414382

GGTGGAACAA GATGGATTAT CAAGTGTCAA GTCCAATCTA TGACATCAAT  46414432
TATTATACAT CGGAGCCCTG CCAAAAAATC AATGTGAAGC AAATCGCAGC  46414482
CCGCCTCCTG CCTCCGCTCT ACTCACTGGT GTTCATCTTT GGTTTTGTGG  46414532
GCAACATGCT GGTCATCCTC ATCCTGATAA ACTGCAAAAG GCTGAAGAGC  46414582
ATGACTGACA TCTACCTGCT CAACCTGGCC ATCTCTGACC TGTTTTTCCT  46414632
TCTTACTGTC CCCTTCTGGG CTCACTATGC TGCCGCCCAG TGGGACTTTG  46414682
GAAATACAAT GTGTCAACTC TTGACAGGGC TCTATTTTAT AGGCTTCTTC  46414732
TCTGGAATCT TCTTCATCAT CCTCCTGACA ATCGATAGGT ACCTGGCTGT  46414782
CGTCCATGCT GTGTTTGCTT TAAAAGCCAG GACGGTCACC TTTGGGGTGG  46414832
TGACAAGTGT GATCACTTGG GTGGTGGCTG TGTTTGCGTC TCTCCCAGGA  46414882
ATCATCTTTA CCAGATCTCA AAAAGAAGGT CTTCATTACA CCTGCAGCTC  46414932
TCATTTTCCA TACAGTCAGT ATCAATTCTG GAAGAATTTC CAGACATTAA  46414982
AGATAGTCAT CTTGGGGCTG GTCCTGCCGC TGCTTGTCAT GGTCATCTGC  46415032
TACTCGGGAA TCCTAAAAAC TCTGCTTCGG TGTCGAAATG AGAAGAAGAG  46415082
GCACAGGGCT GTGAGGCTTA TCTTCACCAT CATGATTGTT TATTTTCTCT  46415132
TCTGGGCTCC CTACAACATT GTCCTTCTCC TGAACACCTT CCAGGAATTC  46415182
TTTGGCCTGA ATAATTGCAG TAGCTCTAAC AGGTTGGACC AAGCTATGCA  46415232
GGTGACAGAG ACTCTTGGGA TGACGCACTG CTGCATCAAC CCCATCATCT  46415282
ATGCCTTTGT CGGGGAGAAG TTCAGAAACT ACCTCTTAGT CTTCTTCCAA  46415332
AAGCACATTG CCAAACGCTT CTGCAAATGC TGTTCTATTT TCCAGCAAGA  46415382
GGCTCCCGAG CGAGCAAGCT CAGTTTACAC CCGATCCACT GGGGAGCAGG  46415432
AAATATCTGT GGGCTTGTGA CACGGACTCA AGTGGGCTGG TGACCCAGTC  46415482
AGAGTTGTGC ACATGGCTTA GTTTTCATAC ACAGCCTGGG CTGGGGGTGG  46415532
GGTGGGAGAG GTCTTTTTTA AAAGGAAGTT ACTGTTATAG AGGGTCTAAG  46415582
ATTCATCCAT TTATTTGGCA TCTGTTTAAA GTAGATTAGA TCTTTTAAGC  46415632
CCATCAATTA TAGAAAGCCA AATCAAAATA TGTTGATGAA AAATAGCAAC  46415682
CTTTTTATCT CCCCTTCACA TGCATCAAGT TATTGACAAA CTCTCCCTTC  46415732
ACTCCGAAAG TTCCTTATGT ATATTTAAAA GAAAGCCTCA GAGAATTGCT  46415782
GATTCTTGAG TTTAGTGATC TGAACAGAAA TACCAAAATT ATTTCAGAAA  46415832
TGTACAACTT TTTACCTAGT ACAAGGCAAC ATATAGGTTG TAAATGTGTT  46415882
TAAAACAGGT CTTTGTCTTG CTATGGGGAG AAAAGACATG AATATGATTA  46415932
GTAAAGAAAT GACACTTTTC ATGTGTGATT TCCCCTCCAA GGTATGGTTA  46415982
ATAAGTTTCA CTGACTTAGA ACCAGGCGAG AGACTTGTGG CCTGGGAGAG  46416032
CTGGGGAAGC TTCTTAAATG AGAAGGAATT TGAGTTGGAT CATCTATTGC  46416082
TGGCAAAGAC AGAAGCCTCA CTGCAAGCAC TGCATGGGCA AGCTTGGCTG  46416132
TAGAAGGAGA CAGAGCTGGT TGGGAAGACA TGGGGAGGAA GGACAAGGCT  46416182
AGATCATGAA GAACCTTGAC GGCATTGCTC CGTCTAAGTC ATGAGCTGAG  46416232
CAGGGAGATC CTGGTTGGTG TTGCAGAAGG TTTACTCTGT GGCCAAAGGA  46416282
GGGTCAGGAA GGATGAGCAT TTAGGGCAAG GAGACCACCA ACAGCCCTCA  46416332
GGTCAGGGTG AGGATGGCCT CTGCTAAGCT CAAGGCGTGA GGATGGGAAG  46416382
GAGGGAGGTA TTCGTAAGGA TGGGAAGGAG GGAGGTATTC GTGCAGCATA  46416432
TGAGGATGCA GAGTCAGCAG AACTGGGGTG GATTTGGGTT GGAAGTGAGG  46416482
GTCAGAGAGG AGTCAGAGAG AATCCCTAGT CTTCAAGCAG ATTGGAGAAA  46416532
CCCTTGAAAA GACATCAAGC ACAGAAGGAG GAGGAGGAGG TTTAGGTCAA  46416582
GAAGAAGATG GATTGGTGTA AAAGGATGGG TCTGGTTTGC AGAGCTTGAA  46416632
CACAGTCTCA CCCAGACTCC AGGCTGTCTT TCACTGAATG CTTCTGACTT  46416682
CATAGATTTC CTTCCCATCC CAGCTGAAAT ACTGAGGGGT CTCCAGGAGG  46416732
AGACTAGATT TATGAATACA CGAGGTATGA GGTCTAGGAA CATACTTCAG  46416782
CTCACACATG AGATCTAGGT GAGGATTGAT TACCTAGTAG TCATTTCATG  46416832
GGTTGTTGGG AGGATTCTAT GAGGCAACCA CAGGCAGCAT TTAGCACATA  46416882
CTACACATTC AATAAGCATC AAACTCTTAG TTACTCATTC AGGGATAGCA  46416932
CTGAGCAAAG CATTGAGCAA AGGGGTCCCA TAGAGGTGAG GGAAGCCTGA  46416982
AAAACTAAGA TGCTGCCTGC CCAGTGCACA CAAGTGTAGG TATCATTTTC  46417032
TGCATTTAAC CGTCAATAGG CAAAGGGGGG AAGGGACATA TTCATTTGGA  46417082
AATAAGCTGC CTTGAGCCTT AAAACCCACA AAAGTACAAT TTACCAGCCT  46417132
CCGTATTTCA GACTGAATGG GGGTGGGGGG GGCGCCTTAG GTACTTATTC  46417182
CAGATGCCTT CTCCAGACAA ACCAGAAGCA ACAGAAAAAA TCGTCTCTCC  46417232
CTCCCTTTGA AATGAATATA CCCCTTAGTG TTTGGGTATA TTCATTTCAA  46417282
AGGGAGAGAG AGAGGTTTTT TTCTGTTCTG TCTCATATGA TTGTGCACAT  46417332
ACTTGAGACT GTTTTGAATT TGGGGGATGG CTAAAACCAT CATAGTACAG  46417382
GTAAGGTGAG GGAATAGTAA GTGGTGAGAA CTACTCAGGG AATGAAGGTG  46417432
TCAGAATAAT AAGAGGTGCT ACTGACTTTC TCAGCCTCTG AATATGAACG  46417482
GTGAGCATTG TGGCTGTCAG CAGGAAGCAA CGAAGGGAAA TGTCTTTCCT  46417532
TTTGCTCTTA AGTTGTGGAG AGTGCAACAG TAGCATAGGA CCCTACCCTC  46417582
TGGGCCAAGT CAAAGACATT CTGACATCTT AGTATTTGCA TATTCTTATG  46417632
TATGTGAAAG TTACAAATTG CTTGAAAGAA AATATGCATC TAATAAAAAA  46417682
CACCTTCTAA AATAAttcat tatattcttg ctctttcagt caagtgtaca  46417732

tttagagaat agcacataaa actgccagag cattttataa gcagctgttt  46417782

tcttccttag tgtgt

3. מדוע  לדעתכם הנוקלאוטיד הראשון ב DNA   מופיע במספר 46411532  ואילו רצף ה- RNA  מתחיל במספר1   ?
תשובה : הרצף הנתון הוא חלק של כרומוזום.
מהו הרכב רצף הmRNA - ? 
1. 46414393 -  46415452
2. 46414383 – 46417697
3. (46411633 ... 46411689)+( 46412190... 46412479) +(46414383... 46417697)
4. (46411532... 46411632)+( 46411690... 46412189)+ (46412480... 46414382)+( 46417698... 46417797)

תשובה : 3
4. היכן ברצף ה- DNA ממוקם ה-CDS ?
1. בתוך אינטרון 3.
2. בין אקסון 2 ל-3.
3. בתוך אקסון 3.
4. ב-UTR של אקסון 3.
תשובה : 3
5. האם על פי הנתונים ניתן להשתמש ברצף ה- CDS על מנת לזהות את המוטציה ? הסבירו.
1. כן, כי ה- CDS (ובתוכו המוטציה)מופיע בשלמותו בתוך האקסון.
2. כן, כי רק ה-CDS בא לידי ביטוי בחלבון.
3. לא, כי הבדיקה נעשית ב-DNA וה-CDS נמצא רק ב- RNA.
4. לא, כי רצף המוטציה נקטע על ידי אינטרון.
תשובה : 1
על מנת לבחור תחלים מתאימים תחילה יש לקבוע את המיקום המתאים ביותר עבורם.
20. לפניכם איור המתאר את הגן CCR5  ומספר תחלים אפשריים.
באלו מזוגות התחלים ניתן יהיה לקבל תוצרי PCR  שיאפשרו  להבחין בין אנשים נושאי מוטציה לבעלי גן תקין.
 



1. תחל 1  + תחל 4
2. תחל 1  + תחל 6
3. תחל 2  + תחל 6
4. תחל 2  + תחל 3
5. תחל 2  + תחל 4
6. תחל 3  + תחל 5
7. תחל 3  + תחל 4
תשובה: 1, 2, 5 
הואיל ומוטציית החסר היא של 32 נוקלאוטידים בלבד יהיה קשה, בקטעים גדולים, להבחין באלקטרופורזה  בין מקטעים שההבדל ביניהם הוא 32 נוקלאוטידים. לכן נבחרה אפשרות להשתמש בתחל המשלים לאזור המוטציה. (תחל 2  + תחל 4) 
על מנת לתכנן תחלים (פריימרים) נשתמש בכלי הביואינפורמטי primer3+  בקישור הבא:   http://www.bioinformatics.nl/cgi-bin/primer3plus/primer3plus.cgi 
שיטת PCR משמשת להגברת מקטע דנ"א מסוים מתוך מקטע דנ"א נתון. פעמים רבות מקטע הדנ"א הנתון נמצא ביחד עם מקטעי דנ"א נוספים (למשל דנ"א גנומי). להגברת מקטע דנ"א ספציפי משתמשים בידע מוקדם של רצף הדנ"א כדי לתכנן תחלים מתאימים. התחלים הינם מקטעים משלימים ספציפיים של מקטע הדנ"א אותו אנו מבקשים להגביר. אורך התחלים הוא בד"כ 15-25 נוקלאוטידים. אורכים אלו נקבעו על מנת להבטיח ספציפיות לדנ"א המטרה ולהימנע מהתאמה של התחל למקטע דנ"א אחר. הבעיה הזו מופיעה בעיקר כאשר מבקשים להגביר מקטע דנ"א מתוך דנ"א גנומי המכיל בערך 3 מיליארד נוקלאוטידים. קטעים משלימים לתחלים קצרים יכולים להופיע באופן מקרי במקטע דנ"א אחר שאינו מקטע דנ"א המטרה. ניתן לחשב את הסיכוי של קטעים משלימים לתחל להופיע באופן אקראי על ידי הנוסחה 
[image: image2.png]



כאשר 4 הוא מספר סוגי הנוקלאוטידים ו- n הוא אורך התחל. 
21. חשבו את הסיכוי להופעה באופן מקרי של רצף משלים לתחל כאשר אורך התחל הוא 4 נוקלאוטידים ו-20 נוקלאוטידים.
תשובה:   תחל בן 4 בסיסים     =0.0039 =3.9x10-3 [image: image4.png]S



                         תחל בן 20 בסיסים=0.000000000000091  -   X 10-139.1 [image: image6.png]420



= 
22. פי כמה גדול הסיכוי להופעה של תחל בן 4 בסיסים לעומת תחל בן 20 בסיסים?
1. פי 5
2. פי 105 
3. פי 1010
4. פי 1050
תשובה:  3
על מנת להשתמש בכלי זה יש להזין בחלונית הכלי את הרצף של ה- CDS הנורמלי. כדי לקבל תחלים מתאימים ניתן להשתמש בהגבלות הבאות:
Excluded Regions:  האיזור ברצף שבו לא ימוקמו התחלים.
Targets :האיזור ברצף שמשני צידו ימוקמו התחלים.
Included Region : האיזור ברצף שבו ימוקמו התחלים.
קישור לאיור
במקרה שלנו  אחד התחלים חייב להיות  רצף משלים לאזור המוטציה והתחל השני יכול להיות משלים לכל אזור אחר מתחילת הרצף המוזן.
לכן לא מתאים להשתמש בהגבלות  Excluded Regions ו- Included Region כיוון שתחל אחד מוגבל במקומו והתחל השני לא.
  לא מתאים להשתמש בהגבלה Targets כיוון שלא קיים מקטע ספציפי שאותו מעוניינים להגביר.
במקרה זה יש להזין את רצף התחל שבאזור המוטציה ולתת לתוכנה לחפש את התחל השני.
על מנת לבצע פעולה זו יש לחזור להעמדת הרצפים של הCDS  של הרצף הנורמלי לעומת הרצף המוטנטי (clustalw)שם ניתן לראות את הרצף הקיים בנורמלי וחסר במוטנט. לפניכם צילום של תוצאות העמדת הרצפים שקיבלתם בתחילת המשימה. החלק המודגש בתמונה הוא הרצף שישמש לקבלת התחל הימני. 

23. מלאו את הטבלה הבאה. שימו לב שהרצף בתמונה רשום בכיוון      5'        3'  . יש לרשום את הגדיל המשלים לגדיל הנתון ולהציג את התחל גם כן בכיוון  5'         3'. (יש לסמן על הרצפים את כיוונם).  
	רצף הגדיל המקורי (המסומן)
	GTCAGTATCAATTCTGGAAGA  3'  5'

3'  CAGTCATAGTTAAGACCTTCT  5'
5'  TCTTCCAGAATTGATACTGAC  3'

	רצף הגדיל המשלים

	3'  CAGTCATAGTTAAGACCTTCT  5'
5'  TCTTCCAGAATTGATACTGAC  3'

GTCAGTATCAATTCTGGAAGA  3'  5'

	רצף התחל הימני

	5'  TCTTCCAGAATTGATACTGAC  3'
GTCAGTATCAATTCTGGAAGA  3'  5'

3'  CAGTCATAGTTAAGACCTTCT  5'


TM  היא הטמפרטורה בריאקציית PCR שבה 50% מהנוקלאוטידים נמצאים בסליל דו גדילי ו50% נמצאים בסליל חד גדילי. הTM -  של תחל, תלוי בהרכב הנוקלאוטידים שלו. ככל שיש יותר G וC,  ה TM של התחל יהיה יותר גבוה מפני שנוקלאוטידים אלו יוצרים שלושה קשרי מימן ולכן הם יותר עמידים לדנטורציה בחום. ה-TM  תלוי בגורמים רבים כגון אחוז המלח, ריכוז התחלים ועוד.
בכדי לתכנן את השלבים השונים של ריאקציית הPCR-  יש להעריך את הTM-  של התחל. ישנן תוכנות שונות שמנסות להעריך את הTM- . שיטה פשוטה להערכת TM  היא ע"י המשוואה:
TM=2°C x (A+T) + 4°C x (G+C)
A+T  שווה למספר הפעמים שנוקלאוטידים אלו מופיעים בתחל.  G+C שווה למספר הפעמים  שנוקלאוטידים אלו מופיעים בתחל. יש לציין כי שיטה זו אינה מדוייקת לחלוטין. ה TM האמיתי יכול להיות שונה מהתחזית של שיטה זו. 
24. חשבו את ה TM של התחל הימני ע"פ המשוואה.
תשובה: TM = 2OC x (13) + 4 OC x (8) = 26+32 = 58 OC
ישנם מספר כללים בתכנון תחלים. 
1. בהגברת מקטע דנ"א מתוך דנ"א גנומי או דנ"א ארוך במיוחד, יש להשתמש בתחלים בעלי 20 נוקלאוטידים לפחות. אם עובדים על סביבת דנ"א ידועה שאינה מכילה רצפים שונים רבים (לדוגמא הגברת מקטע דנ"א מתוך פלסמיד), ניתן להשתמש בתחלים קצרים יותר.
2. יש להימנע מחזרות נוקלאוטידים.
3. TM  אופטימלי של התחלים הוא בין 55oC ל -60oC.
4.  TM של שני התחלים צריך להיות דומה על מנת שהזיקה שלהם לדנ"א המטרה תהיה זהה.
5. יש להימנע ממצב בו תחלים יוצרים מבנים על ידי יצירת קשרי מימן בתוך התחל עצמו או בין תחלים שונים (מאותו סוג או סוגים שונים).
לדוגמא : רצף התחל - ACGACGACAAGATGTCCTTCTATACTGTCTCAGTTTCC
יוצר קשרי מימן בתוך הרצף עצמו ומתקבל המבנה הבא :

6. יש להימנע מתכנון תחלים שקצוות 3' שלהם משלימים מפני שתחלים כאלו יטו ליצור דימרים. 
5' ATGGCTATCAACTAGGT  3'                                                                    
3' ATCCAGGATCTACTGGA  5'                                       
25. על פי כללים אלו עליכם למצוא תחל שמאלי שיענה על הדרישות. הקטע שיוגבר אמור להיות  באורך של לפחות 200 נוקלאוטידים .
מלאו את הטבלה הבאה :
	
	תחל ימני

	תחל שמאלי

	רצף התחל 

	5'  TCTTCCAGAATTGATACTGAC  3'

	GTCCCCTTCTGGGCTCACTAT  3' 5'

	מיקום התחל ברצף הגן

	573-594
	247-268

	TM

	58
	TM = 2OC x (9) + 4 OC x (12) = 18+48 = 66 OC

	%GC

	38.1%
	[image: image8.png]


 x 100 =57.1% 

	יצירת מבנים בתוך התחל
	אין
	כן, רצף CCC  עם רצף של GGG.

	רצפים משלימים בין התחל הימני לשמאלי
	אין

	אורך תוצר ההגברה

	326


26. האם ה- TM של שני התחלים מתאים ?
27. תשובה : לא.    66 OCבתחל השמאלי לעומת    58 OCבתחל השמאלי.
28. אם ה- TM של שני התחלים אינו מתאים, מה תהיינה ההשלכות בשימוש בתחלים אלה בתהליך ה-PCR ?
תשובה : בתכנון הטמפרטורות בתהליך ה- PCR  לא נוכל למצוא טמפרטורה להיצמדות התחלים שבה שני התחלים יקשרו במידה שווה בו זמנית. 
29. אם נוצרו קשרים (מבנים) בתוך התחל או בין שני התחלים מה תהיינה ההשלכות לכך בתהליך ה-PCR ?
תשובה: הניצולת של תהליך ה- PCR  תרד וכמות  תוצר הPCR  תהיה נמוכה כיוון שאחוז התחלים שיכולים לעבור היצמדות יהיה נמוך.
30. הזינו בחלונית הכלי את רצף ה- CDS הנורמלי. בחלונית שבחלק התחתון של הדף הזינו את רצף התחל הימני (right primer  )
בחלונית המתאימה. לחצו על Pick primers.
אם התחל אינו עומד בתנאים שנקבעו מופיעה הערה מודגשת באדום בחלק העליון של הדף.
מה תוכן ההערה?
1. אורך התחל קצר מדי
2. ערך ה- TM של התחל אינו תואם לערך ה- TM  שהוגדר
3. אחוז GC  גבוה מדי
4. יצירת מבנה בתוך התחל ע"י קשרי מימן
תשובה: 2
במקרה של חוסר התאמה בין תכונות התחל לבין ההגדרות ישנן שתי אפשרויות:
1. לשנות את התחל.
2.  לשנות את ההגדרות כך שעדיין  יישארו בגבולות המתאימים לשיטת ה- PCR
במקרה שלנו אין אפשרות לשנות את התחל ולכן נשנה את ההגדרות.
היכנסו ל- General Settings ושנו את Primer Tm במינימום  ל-50oC.
וודאו כי ההערה נעלמה. 
31. מה אורך תוצר ההגברה הצפוי? 
1. 21
2. 574
3. 166
4. 409
תשובה: 3   
בהגדרות תכנון התחלים קבענו שהקטע שיוגבר אמור להיות  באורך של לפחות 200 נוקלאוטידים. על כן יש לשנות נתון זה בהגדרות . 
היכנסו ל- General Settings ושנו את Product Size Ranges לטווח של 200-500.
32. מה אורך תוצר ההגברה הצפוי כעת?
1. 97
2. 574
3. 478
4. 21
תשובה: 3
33. האם בעקבות שינוי הגדרת גודל התוצר השתנה מיקום התחל השמאלי?
תשובה: כן
gp120





CD4





CCR5





חדירת הוירוס לתא בעזרת קולטני התא





וירוס האיידס





הומוזיגוטים לגן תקין מבטאים רצפטורים CCR5 תקינים ולכן עשויים להדבק ולחלות במחלה. 











הומוזיגוטים לגן פגום מבטאים רק רצפטור CCR5 פגום ולכן עמידים למחלה.





הטרוזיגוטים לגן מבטאים רצפטורים CCR5 תקינים ופגומים לכן עשויים להדבק אך התקדמות המחלה איטית יותר.
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