PCR-eksperiment Side 1 af 11

gPCR-eksperiment

Eksperiment

| dette eksperiment udfgres en modificeret og forenklet version af qPCR (ogsa kaldet RT-PCR, Real
Time), sa aeendringen i fluorescens kan observeres ved hjzelp af billigt udstyr. Pa denne made
fungerer eksperimentet som et eksempel pa hvordan fluorescens og PCR kan bruges til at
kvantificere maengden af nukleinsyrer (DNA eller RNA) i en prgve, samtidig med at det giver en
introduktion til processen med qPCR generelt.

Anvendte teknikker
e Mikropipettering
e PCR
e Kvantitativ PCR (qPCR)
e Gelelektroforese (kan evt. udelades ved tidsngd)

Figur 1
p51-viewer med flourescerende PCR-prgver efter ca. 16 PCR-cykler

Biologisk baggrundsviden:
Se dokumentet "gPCR-baggrundsviden.pdf” pa sysbio.dk

Matematisk baggrundsviden:
Se afsnit om eksponentiel og logistisk vaekst i en gymnasiematematikbog (mat A og B?)

Overblik
Tidsforbrug Leerer-forberedelse Elevaktivitet
20 min Pippetter DNA og A. Planlaeg eksperiment og udfer fortynding
nucleasefrit vand 20 min
10 min
70 min Pippetter og fordel PCR- B. Forberede og programmere PCR-maskine
reagenser forbered udstyr 20 min
C. gPCR-kegrsel og p51-observationer
50-60 min
Muligt stop (prgverne kan opbevares i kgleskab i op til en uge)
90 min Fremstil agarose-geler D. Gel elektroforese (kan evt. undlades)
20 min Pafgr prover pa gel
50 min Elektroforese-"kgrsel”
20 min Aflaesning af gel og diskussion af resultater
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PCR-eksperiment Side 2 af 11

Materialer
Reagenser/udstyr Maengde Opbevaring Leerer-
pr elevgruppe check-
liste
2x gGRN Master Mix: 75 uL -20°C
Taq DNA polymerase
dNTP
PCR-buffer med Mg?*
gPCR flourescerende farve
gPCR-seet fra gPCR primer 40 pL -20°C
miniPCR.com? DNA-prgve (reference) 20 ulL -20°C
Nuclease-frit vand 100 pL -20°C
100 bp DNA-standard 10 pL -20°C
Loading farve 30 uL Stuetemp el. -20 °C
4 sammenhagtede PCR-rgr 1 Stuetemp.
Gelgreen DNA-farve 2pulpr20mL Stuetemp.
(10.000X Gelgreen) agarosegel
2 % agarosegel 0,4 g pr20mL 5 °C eller stuetemp.
Supplering? agarosegel
1X TBE elektroforese buffer ca 100 mL* Stuetemp.
Mikrocentrifugergr (1,7 mL) til 4
at blande reagenser
PCR-maskine 1 (4 “slots”)
P51-viewer (se figur 1) 1
Supplering fra 2-20 plL pipette 1
skolens 2-20 ulL pipettespidser 16
materialer 20-200 pL mikropipette 1
20-20 pl pipettespidser 16
Vandfast tusch
Kitler, sikkerhedsbriller etc...

*Afhaenger af elektroforesekarets udformning.

1 Kan kgbes hos skolebutik.dk, kontaktperson Henrik Hgvdinghof eller pa minipcr.com.
2 Kan kgbes som ”Lab companion Kit” hos skolebutik.dk eller pa minipcr.com.
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A. Eksperimentel planlzegning og fortynding
Du skal undersgge 3 prgver og en negativ kontrol ved hjalp af gPCR:

e Din lzerer vil give dig et rgr maerket R (Reference) med 20 pL med en kendt koncentration
af DNA: 40 pg/uL. Du bruger denne reference-prgve som basis til at beregne de relative
koncentrationer af dine andre prgver.

2. Brug nedenstaende til at planlaegge prgve E (Eksperimentel) og prgve U (Ukendt som et andet
elevhold skal undersgge):

e For at fremstille E-prgven skal | blande nukleasefrit vand og noget af jeres R-prgve for at
fremstille en ny fortynding af DNA.

e Planlaeg at fremstille mellem 20 og 40 pL prgve E, men brug maksimalt 10 pL af din R-prgve
til at ggre det.

e Formalet med preve E er at vaelge en cyklus, hvor du forventer, at din prgve skal
fluorescere i forhold til R, og lave en fortynding der vil veere synligt fluorescerende ved
denne cyklus.

e Nar du har planlagt denne nye fortynding, skal du prgve at forudsige, ved hvilken PCR-
cyklus der fgrst vil observeres fluorescens i E-pr@gven. Dette er baseret pa det faktum, at
mangden af PCR-produkt teoretisk skal fordobles under hver PCR-cyklus. Du og din gruppe
skal altsa beslutte hvor fortyndet | vil lave jeres E-prgve.

e Det anbefales, at bruge en fortynding, der producerer fluorescens mellem 3 og 10
cyklusser efter den originale R-prgve.

e P3atilsvarende made skal laves en U-prgve, altsa en prgve hvor | kender DNA-
koncentrationen, men som er ukendt for et andet elevhold.

e Se evt. Bilag 1 hvor der er hjzlp til at beregne koncentrationer i prgverne R, E og U efter
udvalgte PCR-cykler.

Planlaegning af “E-prgve” og "U-prgve” (Teori):
Den valgte fortyndingsfaktor for “E-prgve” er:
Antallet af yderligere cyklusser, som jeg forventer det vil tage for "E-prgven” at fluorescere
sammenlignet med R:
Hvorfor tror jeg dette:

Den valgte fortyndingsfaktor for ”"U-prgve” er:

Antallet af yderligere cyklusser, som jeg forventer det vil tage for "U-prgven” at fluorescere
sammenlignet med R:

Hvorfor tror jeg dette:
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Fremstilling af "E-prgve” og "U-preve” (Eksperimentel):
R Fortynding E U
Reference Eksperimentel "Ukendt”
DNA DNA DNA

Koncentration 1X (40 pg/uL)

Tilfgrt volumen Fra R: Fra E:

Tilsat volumen vand*

* DNAase-frit vand

3. Meerk vha vandfast tusch et nyt 200 ulL rgr
e Maeerk dit rgr E for Eksperimentel.

4. Lav din fortynding i rgr E
e Brug preve R og H,0 til at foretage en fortynding som beskrevet i tabellen ovenfor.
e Hvis den valgte fortyndingsfaktor er stor, kan der foretages en seriefortynding vha mere
end et ror.

5. Meerk vha vandfast tusch et nyt 200 ulL rgr
e Meerk rgret U for Ukendt.
e Fjern mindst 10 pL fra din E-prgve ved hjzelp af en mikropipette og overfgr til U-rgret.
e Sorg for, at dit E-rgr stadig indeholder mindst 10 pL.

6. Find en anden gruppe, og byt U-rgr
e Oplys IKKE til den anden gruppe hvad koncentrationen af DNA er i jeres U-prgve. Det er
deres opgave at undersgge det!
e Din gruppes opgave er at bestemme koncentrationen af DNA i den anden gruppes U-prgve.

7. Planlaeg dit eksperiment

e Inden du gar videre til B. Forberedelse af PCR, skal du i tabel 2 i afsnittet Resultater
udfylde den fgrste kolonne (cyklus nr.).

o Vezlg observationsinterval — dvs hvor mange PCR-cyklusser der skal ventes mellem
observationer af flourescens. Det anbefales at observere prgverne efter ca. hver tredje
cyklus, men brug den valgte fortyndingsfaktor som en vejledning.

e Den fgrste observation af fluorescens skal vaere i cyklus 10.

e Det anbefales at der maksimalt foretages op til 7 yderligere PCR-observationer.
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B. Forberedelse af PCR
1. Hvis ikke f@rste kolonne i Tabel 2 i afsnittet Resultater er udfyldt, sa ggr det nu!

2. Mark vha vandfast tusch fire sammenhangende PCR-rgr (200 uL):

e Meerk rgrene 1til 4 :I:.'—_*—.:: n:.:_*—.':t L?F;—Z'r =
e Rgr 1 er negativ kontrol (N). Rt ’T : (1 ' (w : {
e Rgr 2 er DNA-referenceprgve (R). ! 2 3 4

e Rgr 3 er din gruppes valgte eksperimentelle fortynding (E). W I:"I I" ;‘: I"w
e Rgr 4 er en anden gruppes ukendte fortynding (U). : : |

3. Tilseet PCR-reagenser til rgr 1-4 som angivet i tabellen nedenfor:

Tilsat reagens Ror 1 Ror 2 Rer 3 Ror 4
2X gGRN Mastermix (qMM) 15 uL 15 uL 15 uL 15 uL
qPCR Primer (qPP) 7,5 L 7,5 L 7,5 uL 7,5 uL
DNAase frit vand 7,5 uL

DNA-oplgsning* R: 7,5 L E:7,5uL | U:7,5uL
e HUSK at skifte pipettespids f@r hver pipettering og sgrg for at blande reagenserne ved at
pipettere op og ned tre gange!!
o Der skal tilseettes 7,5 uL DNA-oplgsninger hhv fra prgverne R, E og U der blev fremstillet i
afsnit A.
e Det endelige volumenirgr1, 2, 3 og 4 skal vaere 30 pL.

4. Luk de fire PCR-rgrene ved at trykke proppen fast
e Sgrg for at al vaesken er samlet i bunden af rgrene
e Brug evt. "knipse-metoden” eller en mikrocentrifuge.

5. Observer de fire PCR-rgr i en p51-viewer (eller en anden type bla-lys-illuminator):
e Daemp det omgivende lys ved fx at placere p51-vieweren i bunden af et skab.
e Observer ved stuetemperatur og noter observationerne i tabel 1 i afsnittet Resultater.
o NB! Der skal observeres ved 94 °C kort efter PCR-reaktionen er igangsat og noter ligeledes
observationerne i tabel 1 i afsnittet Resultater.
e Tag eventuelt et foto med en mobiltelefon.

6. Placer de fire PCR-rgr i PCR-maskinen og luk PCR-maskinen.
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C. PCR-programmering New PCR protocol
Anvend en PCR-protokol med fglgende s
parametre:
e |nitial denaturation 94 °C, 60 sek.
e Denaturation 94 °C, 8 sek.
e Annealing 57 °C, 8 sek. et dior | Denttiration Annealing  Extension
e Extension* 72 °C, 8 sek. el 24 ST 227
e Antal cykler 30 = = = —
e Final extension 72 °C, 30 sek. pabsistobad e
e Heated lid ON

* Det er vigtigt at dette step pa 8 sekunder gennemfgres inden PCR-reaktionen stoppes og
prgvernes flourescens observeres og noteres i Tabel 2 i afsnittet Resultater. Afhaengig af den
anvendte PCR-maskine kan dette trin eventuelt forleenges til fx 15 sekunder, sa det er muligt at
trykke pa pause efter 8-10 sekunder. Spgrg din laerer hvis du er i tvivl.

D. PCR-observationer
1. I slutningen af den fgrste denaturering (initial denaturation) pa 60 sek.
e Szt PCR-maskinen pa pause, men sgrg for at temperaturen i PCR-rgrene har vaeret 94 °C i
minimum 25 sek inden der trykkes pa pause.
e Teend lyset i p51-vieweren.
e Daemp det omgivende lys ved fx at placere p51-vieweren i bunden af et skab.

2. Lgft PCR-maskinens lag
e Veer forsigtig! Lag og varmeblok er 94 °C!!

3. Observation ved 94 °C
e Overfgr sa hurtigt som muligt de fire PCR-rgr til p51-vieweren
e Observer og noter observationerne i tabel 1 i afsnittet Resultater. Tag eventuelt et foto
med en mobiltelefon.

4. Sluk for p51-vieweren og returner de fire rgr til PCR-maskinen og fortsaet PCR-reaktionen

5. Lad PCR-protokollen kgre indtil den naeste planlagte observation (Tabel 2 i Resultater): cyklus 10

Maling af estimeret C; (startende efter cyklus 10)
6. | slutningen af den 10. cyklus (Extension) .
e Szt PCR-maskinen pa pause, men sgrg for at temperaturen i PCR-rgrene har veeret 72 °Ci
minimum 8 sek inden der trykkes pa pause.
e Teend lyset i p51-vieweren.
e Daemp det omgivende lys ved fx at placere p51-vieweren i bunden af et skab.

7. Lgft PCR-maskinens lag
e Veer forsigtig! Lag og varmeblok er 94 °C!!
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8. Observation ved 72 °C
e Overfgr sa hurtigt som muligt de fire PCR-rgr til p51-vieweren
e Observer og noter observationerne i tabel 1 i afsnittet Resultater. Tag eventuelt et foto af
rgrene med en mobiltelefon.

9. Sluk for p51-vieweren og returner de fire rgr til PCR-maskinen og fortseet PCR-reaktionen.
10. Lad PCR-protokollen kgre indtil den naeste planlagte observation (Tabel 2 i Resultater).

11. Fortsaet indtil de planlagte observationer af flourescens er gennemfgrt.
o Noter observationerne i Tabel 2 i resultater.

Bemaerk! PCR-reaktionens produkter er stabile
e ved stuetemperatur i flere dage og
e op til en maned ved -18 °C.

NB! Forspget kan afbrydes her eller der kan udfgres gel-elektroforese med PCR-reaktionens
produkter — se afsnit F Gelelektroforese

Resultater

Forslag til kvantificering af observeret flourescens:
0: Ingen flourescens

1: Svag flourescens

2: Moderat flourescens

3: Fuld flourescens

Tabel 1 - Indledende observationer
Ror 1
Negativ kontrol

Ror 4
Ukendt konc

Ror 2
Reference DNA

Rer 3
Selvvalgt konc

Stuetemp.
94 °C

Tabel 2 — qPCR obervationer (indfgr tal mellem 0 og 3)
gPCR-obervationer (efter 72 °Ci 10-12 sek.)

Rer 1 Rer 2 Rer 3 Ror 4
Efter Cyclus # Negativ kontrol Reference DNA Selvvalgt Ukendt
(N) (R) Konc (E) Konc (U)

10

Computational Thinking og biologiske systemer




PCR-eksperiment Side 8 af 11

Tabel 3 - Afsluttende observationer (efter PCR-kgrsel)
Ror 1 Ror 2 Ror 3 Ror 4
Negativ kontrol | Reference DNA | Selvvalgt konc | Ukendt konc

Stuetemp.

E. Beregning af DNA-koncentrationer
1. Noter itabel 4 den cyklus hvor der fgrst blev observeret flourescens (Estimeret Cy).

2. Prgv, vha den udleverede R-prgve som reference, at beregne begyndelseskoncentrationen for
bade prgve E og prgve U.

3. Noter denne koncentration i kolonnen "Konc. vha flourescens”. Det er formodentlig svaert at

finde en preecis koncentration, men prgv alligevel.

Bemaerk at qPCR-maskiner som benyttes i forskningslaboratorier er i stand til at foretage ngjagtige
koncentrationsberegninger, fordi de overvager reaktionen i hver cyklus og bruger praecise fluorometre til at male
meget sma forskelle i fluorescens. Det bgr dog, vha gjet og registrering af dine observationer, vaere muligt at
rangordne de fire prgver med hensyn til relativ (faldende) koncentration og beregne en omtrentlig
startkoncentration.

4. |sgjlen ”Konc. vha kendte vaerdier” noteres koncentrationen i rgr E baseret pa beregningerne
af begyndelseskoncentrationen i afsnittet "Eksperimentel planlaegning og fortynding”.

5. Efter beregning af koncentrationerne baseret pa den estimerede C; skal den anden gruppes
beregnede koncentrationer for prgve U noteres.

Tabel 4
Preve Estimeret C; Konc. vha Beregning Konc. vha
flourescens kendte veerdier

Rer 1 (N)
Rer 2 (R)
Rer 3 (E)
Rer 4 (V)

6. Hvad kan der konkluderes pa baggrund af tabel 4?

7. Huvilke(n) forklaring(er) er der mon pa eventuelle afvigelser mellem de eksperimentelle og de
beregnede resultater? Kan vi vaere sikker pa at der er tal om eksponentiel vaekst? Hvilken
matematisk model beskriver formodentlig bedre koncentrationseendringerne i PCR-rgrene i
det udfgrte forsgg og evt. hvilke af de udfgrte forsgg (R, E eller U)? Begrund dit svar.

F. Gelelektroforese
Denne del af forsgget kan eventuelt droppes ved tidsngd, men det anbefales at gennemfagre
elektroforesen for at sammenligne “endepunkts-PCR-reaktionen” med de udfgrte qPCR-reaktioner.
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Forberedelse af agarosegel

ik wn e

Agarosegel kan stgbes op til tre dage f@r forspget udfgres og kan
opbevares ved stuetemperatur hvis den tildaekkes lufttaet.

Kgrsel af elektroforese
1.

2.
3.

Anvend en ren og ter gel-stgbeform og placer kam i toppen af gelen (minimum 5 brgnde).
For hver elevgruppe fremstilles en 2 % agarosegel (0,4 g agarose pr. 20 mL 1X TBE Buffer).
Efter oplgsning af agarose i TBE Buffer opvarmes blandingen indtil den ikke laengere er uklar.
Lad agarosegelen afkgle i ca. et minut ved stuetemperatur

Tilszet gelfarve (fx GelGreen eller SYBR Safe) efter produktanvisning (fx 2 uL 10.000X GelGreen
pr 20 mL agarose-gel.

Hzeld agarosegeloplgsningen i gelstgbeformen og lad agarosen stgrkne (ca. 10 minutter) og
fijern kammen.

Placer gelen i et elektroforesekammer og tilsaet 1X TBE buffer
indtil gelen og brgndene er deekket af ca. 5 mm buffer.
Tilsaet 6 plL Loading Dye (6X) til hvert PCR-rgr
Overfgr DNA-prgver vha mikropipette saledes:
Brgnd 1: 7 uL DNA-standard
Brgnd 2: 15 pL PCR-produkt fra Rgr 1
Brgnd 3: 15 puL PCR-produkt fra Rgr 2
Brgnd 4: 15 puL PCR-produkt fra Rgr 3
Brgnd 5: 15 puL PCR-produkt fra Rgr 4

Saet laget pa elektroforesekarret og forbind
ledningerne med strgmforsyningen

Taend for stremmen og tjek at der dannes
sma bobler ved elektroderne.

Lad elektroforesen kgre i ca. 30 minutter
ved 100V eller indtil farvestoffet har
bevaeget sig halvvejs gennem gelen.
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Aflaesning af gel — visualisering

7. Teend for det bla lys pa en illuminator Basepar
1517
8. Placer gelen pa illuminatoren.
9. Undersgg om DNA-bandene fra DNA-standarden kan skelnes som 1200
vist i figuren til hgjre. 1000
10. Placer evt. gelen i elektroforesekarret og lad elektroforesen kgre 800
lidt lengere tid for at sprede DNA-bandene lidt mere.
11. Sammenlign bandene fra PCR-produkterne med DNA-standarden. 600
12. Tag et foto med en mobiltelefon. 500/517
400
300
200
100

Arbejdsspgrgsmal

1. Hvordan adskiller qPCR sig fra traditionel PCR?

2. Forklar med dine egne ord hvad der menes med C:

3. En DNA-preve, F, har en Ci-veerdi der er 3 cykler stgrre end en anden DNA-prgve, Q. Hvor
meget stgrre er DNA-koncentrationen i F sammenlignet med Q? Begrund dit svar.

4. Giv eksempler pa hvordan det udfgrte forsgg adskiller sig fra hvordan qPCR udfgres i et
forskningslaboratorium.

5. Svarede E-prgvens flourescens til din forventning? Kan du forklare en evt. afvigelse med nogle
mulige fejlkilder?

6. Svarede den beregnede DNA-koncentration i den ukendte U-prgve til hvad den gruppe
oplyste som forventet koncentration? Kan du forklare en evt. afvigelse med nogle mulige
fejlkilder?

7. Skitser pa grafen nedenfor resultaterne fra den udfgrte gPCR. Selvom vi ikke har de eksakte

florescens-vaerdier, sa prgv alligevel at placere R, E og U pa grafen.
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Relativ flourescens

o 5 10 15 20 25 30

Antal cykler
8. Indszet et billede med resultatet fra gelelektroforesen nedenfor og angiv hvilke brgnde der
blev tilsat hhv R, E og U. Forklar desuden om du udfra gelen kan afggre hvilke af prgverne der
f@r PCR indeholdt en stor eller lille DNA-koncentration? Begrund dine svar.
9. Studer grafen nedenfor med qPCR-resultater. Antag at du udfgrte et gPCR med disse fire
DNA-prgver og at du efter 25 cykler afbrgd forsgget og udfgrte gelelektroforese. Skitser
hvordan du forventer at gelen vil se ud og begrund din skitse.

Base

Prove2 |
= Pairs

Prpve 1

Relativ flourescens

0 5 10 15 20 25 30 35 40

<
S

==

1,000 | s—

Antal PCR-cykler
500
400
300
200
100
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