Czes¢!

Ponizej zamieszczam 5 zadan, za ktére mozna uzyskac 30 punktéw (+ 10 bonusowych). Nie
trzeba rozwigzad wszystkich (szczegdlnie ze sg dos¢ trudne). Rozwigzane zadania wgrajcie do
systemu WWW do 30 maja. W razie pytan piszcie na maila: s78478@365.sum.edu.pl.

1. Reakcja qRT-PCR (10 pkt)

Pracujesz w laboratorium diagnostycznym COVID-19. Otrzymates 10 prébek izolatéw RNA
przepisanych na cDNA, kontrole pozytywna (sekwencje plazmidowg — fragment genu ORFlab)
oraz kontrole negatywng (wode wolng od nukleaz). W twoim laboratorium nie kupiono
gotowego zestawu do diagnostyki, lecz zamdwiono synteze starteréw i sondy (zgodnie z
wytycznymi WHO) oraz kupiono osobno polimeraze wraz z niezbednymi odczynnikami.

Do polimerazy dotgczona byta taka instrukcja:
https://www.aabiot.com/pobierz?code=26e2d3a4950032cba2aa7ee0eeb9ddb6b9850dbd

Natomiast do starteréw i sond (ktore dotarty w formie liofilizowanej) dotgczona byta
dokumentacja, ponizej jej fragmenty:

Sequence - SARS_CoV_2 P 250 n
5'- /56-ROXN/AGA TGT CTT GTG CTG CCG GTA /3lAbRQSp/ -3'

Properties Amount Of Oligo
Tm (50mM NoCl)*: 58.7 °C 30= 11.3 =0.09
GC Content: 52.4% OD240 nmoles mg

Moleculor Weight: 7,842.6
nmoles/OD260: 3.8
ug/OD260: 29.5
Ext. Coefficient: 265,906 L/(mole-cm)

For 100 pM: add 113 pL

Sequence - SARS_CoV_2_R
5'- CTC CCT TTG TTG TGT TGT -3'

Properties Amount Of Oligo
Tm (50mM NaCl)*: 50.1 °C 7.6= 49.6 =0.27
GC Content: 44.4% OD2¢40 nmoles mg

Molecular Weight: 5,453.6
nmoles/OD260: 6.6
ug/OD260: 35.8
Ext. Coefficient: 152,500 L/(mole‘cm)

For 100 pM: add 496 pL



Sequence - SARS_CoV_2_F
5'- ATG AGC TTA GTC CTG TTG -3'

Properties Amount Of Oligo
Tm (50mM NoCl)*: 48.8 °C 54= 314 =047
GC Content: 44.4% OD 240 nmoles mg

Molecular Weight: 5,520.6
nmoles/OD260: 5.9
ug/OD260: 32.3
Ext, Coefficient: 170,900 L/(mole*cm)

For 100 PM: add 314 pL

Wskazdéwka: ostatnia literka w nazwie sekwencji wskazuje czym jest — F — primer forward, R -
primer reverse, P — probe (sonda)

Dysponujesz niezbednym sprzetem laboratoryjnym, wodg wolng od nukleaz i buforem TEA
(do rozcienczania sond/starterow).

Wskazowka: objetos¢ pojedynczej reakcji w twoim termocyklerze to 10 ulL; koledzy z
laboratorium zmierzyli stezenie DNA w prébkach pacjentéw i wyniosto srednio 0.010 ug/pL.

Opisz tok postepowania do przeprowadzenia reakcji gRT-PCR kierujac sie instrukcjg. Podajgc
odczynniki podaj stosowang objetosé. Nie musisz opisywaé sposobu programowania
termocyklera.

2. Zabawa z genomem (10 pkt)

Otwoérz genom wirusa SARS-CoV-2 (ACCESSION: NC_045512), ustal lokalizacji sekwencji
komplementarnych do starteréw reverse i forward, podaj diugosc i lokalizacje w genomie
(pozycje np. 1500-1700) amplikonu z zadania pierwszego.

3. Elektroforeza produktu (5 pkt)

Po przeprowadzeniu reakcji PCR w zadaniu 1 wykonates elektroforeze produktu w zelu
agarozowym. Rownoczesnie w sagsiednim dotku umiescite$ tzw. drabinke, czyli roztwér
wzorcowych fragmentow DNA umozliwiajgcych okreslenie dtugosci twojego produktu. Na
podstawie dtugosci amplikonu wyliczonego w zadaniu 2 (jesli sie nie udato to przyjmij 200bp)
narysuj miejsce, w ktérym spodziewasz sie prazka twojego produktu.

Roztwér drabinki zawiera fragmenty o dtugosci: 10, 15, 20, 25, 35, 50, 75, 100, 150, 200, 300
bp. Bieg elektroforezy rozpoczat sie od gory.



4. Biopython (5 pkt)

Korzystajac z pakietu Biopython przygotuj program, ktory po wpisaniu sekwencji DNA poda
jej dtugosé (w bp) oraz wyliczy % udziat zasad GC.

5. Bonus (10 pkt)*
W tym zadaniu musisz po prostu poszukac informacji, ale mozna dosta¢ ekstra punkty.

Polimeraza Taq pozyskiwana jest z bakterii o nazwie...

DNA w komorce ludzkiej zlokalizowane jest w ... i ...

Proces translacji zachodzi w ...

Przyktadem metody sekwencjonowania nowej generacji (NGS) jest...
Zasady azotowe wystepujace w RNA to: ..., ..., ... i ...
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