IV KB, etap finatowy. Rozwigzanie zadania 5
Zadanie 5 (10 pkt)

tancuchowa reakcja polimerazy w czasie rzeczywistym (QPCR, ang. quantitative
polymerase chain reaction) pozwala na okreslenie ilosci komplementarnego DNA
(cDNA, ang. complementary DNA) w przygotowanej probce w stosunku do iloSci
badanych gendéw referencyjnych. Po izolacji z materiatu biologicznego catkowitego
RNA i odwrotnej transkrypcji ze starterem oligo-dT uzyskuje sie DNA komplementarne
do wszystkich mRNA zawartych w prébce, w tym do Twojego genu badanego
(nazwijmy go ,gen A”) i genow referencyjnych (niech bedg to ,gen R1” i ,gen R2").
Ten cDNA stanowi matryce w QPCR.

Wykonujesz nastepujgcy eksperyment: oznaczasz ilos¢ genu A i dwéch genow
referencyjnych: R1 i R2 stosujgc dla kazdego oznaczenia trzy ilosci matrycy:

120 ng/studzienke, 60 ng/studzienke i 30 ng/studzienke wedtug schematu
obrazujgcego studzienki w ptytce do przeprowadzania reakcji (kazda ilos¢ DNA jest w
duplikacie, czyli w dwoch powtdrzeniach):

A_120 | A 120 [R1_120 | R1_120
A 60 |A 60 |RL 60 |R1 60
A 30 |A 30 |R1 30 |R1 30

W kazdej studzience znajdzie sie przed pomiarem 10 pl mieszaniny reakcyjnej (Vk).
Korzystasz z gotowego, komercyjnie dostepnego zestawu, zawierajgcego tzw. ,2x
mix”, w ktorym wszystkie (za wyjagtkiem matrycy i starterow, ktére musisz dodaé
oddzielnie) potrzebne sktadniki sg w stezeniu dwa razy wiekszym niz ich stezenie
koncowe w mieszaninie reakcyjnej.

Do kazdej studzienki napipetujesz:

e 5ul,2x mix”,

e 3 ul Twojej probki (matrycy cDNA)

e 2 pl rbwnomolowej mieszaniny starterow
do studzienek oznaczonych kolorem z6ttym bedzie napipetowana mieszanina
dwdch starteréw specyficznych w stosunku do genu A, zielonym — genu R1, a
niebieskim - genu R2.

Oznaczytas/oznaczyte$ stezenie cDNA w Twojej prébce — wynosi ono 400 pg/ml,
a po oznaczeniach zostato Ci tej probki bardzo niewiele, wobec tego musisz
oszczednie nig gospodarowaé zuzywajac tylko tyle ile konieczne.
Zamowitas/zamowite$ 3 pary starteréw, kazda para specyficzna w stosunku do
jednego z oznaczanych gendow. Stezenie kazdego ze starteréw wynosi 100 pM.



Pytania:

A. Oblicz jakie stezenia DNA (wyrazone w pg/ml) znajdg sie w studzienkach
oznaczonych jako A/R1/R2_30, A/R1/R2_60 i A/R1/R2_120 (2 pkt)
30 ng/10 pl = 3 ng/pl = 3 pg/ml. Analogicznie: 6 pg/mli 12 pg/ml

B. Policz jakie musisz przygotowac rozcienczenia probki DNA w wodzie wedtug
ponizszego schematu, na ktéorym 1 oznacza stezenie najwyzsze, a 3
najnizsze. Z tych probéwek bedziesz dodawac¢ po 3 pl do studzienek. Podaj
jakg objetos¢ roztworu DNA (i o jakim stezeniu) oraz ile wody napipetujesz do
kazdej z probowek 1, 2 i 3, Zeby uzyskane objetosci DNA doktadnie wystarczyty
na wszystkie studzienki. (5 pkt)

400 ug/ml 1 2 3

Obliczenia: W kazdej probéwce musi sie znalez¢ 18 pl, poniewaz musimy dodaé
cDNA o danym stezeniu do 6 studzienek (6 studzienek * 3 ul).

W probéwce 1 musi by¢ stezenie DNA = 120 ng : 3 pl =40 ng/pl,

w probéwce 2 - 60 ng : 3upl =20 ng/pl,

w probéwce 3 — 30 ng : 3 gl = 10 ng/pl.

Jesli przygotowujemy rozcienczenia w sposéb kroczacy, czyli tak jak na
rysunku, to najlepiej policzyé “od tytu”:

Probowka 3: tu ma by¢ stezenie DNA 10 ng/ul uzyskane z roztworu 20 ng/pl, a
wiec roztwor z probowki 2 musimy rozcienczy¢ dwukrotnie. Potrzebujemy 18 pl,
a wiec:

Probéwka 3 (10 ng/pl) =9 pl roztworu 20 ng/pl z prob. 2 + 9 yl wody
Analogicznie postepujemy z Probéwka 2, ale musimy uwzglednié, ze musimy
tutaj mie¢ o 9 pl wiecej, awiec 18 pl + 9 yl = 27 yl. Tutaj takze musimy rozcienczy¢
DNA dwukrotnie, poniewaz uzyjemy DNA z probéwki 1 (40 ng/ul)

Probéwka 2 (20 ng/pl) = 13,5 gl roztworu 40 ng/pl z prob. 1 + 13,5 pl wody
Analogicznie chcemy postapi¢ z probéwka 1: potrzebujemy, zeby w niej
objetos¢ DNA wynosita 18 pl + 13,5 pl = 31,5 pl.



Nasz wyjsciowy roztwor cDNA ma stezenie 400 ng/pl, a zatem musimy
rozcienczy¢ ten roztwor 10-krotnie, aby uzyskaé stezenie 40 ng/pl:

Probowka 1 (40 ng/ul) = 3,15 pl roztworu 400 ng/ul) + 28,35 pl wody.

Jednak, biorgc pod uwage doktadnos¢ pipet automatycznych, lepiej by byto ten
roztwor przygotowaé nastepujaco:

Probéwka 1 (40 ng/ul) = 3,5 pl roztworu 400 ng/pl + 31,5 pl wody.

Normalnie w laboratorium, odzatowatabym 5 pyl cDNA i przygotowata te roztwory z
nadmiarem, biorgc pod uwage nieuniknione straty podczas pipetowania (tzw.
“rozkurz”), przyktadowo:

Probowka 1 (40 ng/ul) = 5 ul roztworu wyjsciowego 400 ng/ul + 45 pl wody

Probowka 2 (20 ng/ul) = 20 ul roztworu 40 ng/ul z prob. 1 + 20 ul wody

Probowka 3 (10 ng/ul) = 15 ul roztworu 20 ng/ul z prob. 2 + 15 ul wody

Zatem w probdéwce 1 zostanie mi 30 pl, w proboéwce 2 — 25 ul, a w probowce 3 bedzie
30 ul

Il Nalezy pamieta¢ o doktadnym mieszaniu roztworéw przed kazdym kolejnym
pipetowaniem !!!

C. Podaj w jaki sposob, jak najoszczedniej, przygotujesz te trzy wymagane
rownomolowe mieszaniny dwoch starterow specyficznych dla kazdego genu,
tak, aby koncowe stezenie kazdego startera w kazdej studzience wynosito 100
nM (patrz zatozenie 1 ponizej). (3 pkt)

Obliczenia: Do kazdej studzienki bedziemy dodawa¢ po 2 pl rwnomolowej
mieszaniny starteréw, czyli mieszanina ta bedzie rozcienczana 5-krotnie
(10 pl : 2 pl = 5 razy). Zatem musimy mieé¢ roztwér, w ktorym kazdy ze
starterow bedzie w stezeniu 5 razy wiekszym, czyli 500 nM (100 nM * 5 =
500 nM). Mamy 100 uM wyjsciowe roztwory wszystkich starterow, a wiec
kazdy z tych roztworéw musimy rozcienczy¢: 100 pM : 500 nM = 100 pM :
0,5 uM = 200 razy. Potrzebujemy 3 roztwory, kazdy zawierajgcy pare
starteréw specyficzng dla powielanego genu. Objetosé kazdego roztworu
musi by¢é co najmniej 12 pl (6 * 2 pl) (a w praktyce nieco wigksza biorac
pod uwage straty podczas pipetowania). Od razu wida¢, ze musimy zrobi¢
wieksze objetosci tych roztworow, bo 12 yl : 200 = 0,06 pl (patrz zatozenie
1).

Wobec tego, zeby to zrobi¢ najoszczedzniej, dla kazdej pary starterow
przygotujemy réwnomolowe mieszaniny o koncowej objetosci 100 pl (0,5
Ml *200 =100 pl) :

0,5 pl startera 1 + 0,5 pl startera 2 + 99 pl wody

W ten sposéb otrzymamy 3 roztwory par starteréw, kazdy w stezeniu 500
nM, ktére ulegng pieciokrotnemu rozcienczeniu w kazdej studzience, czyli
kazdy ze starterow bedzie miat pozgdane 100 nM stezenie koncowe.



Zalozenia:

1. Najmniejsza objetos¢, ktdorg mozesz napipetowac to 0,5 pl

2. Dla uproszczenia, na potrzeby konkursu, objetosci rozcienczonego DNA w
probach 1, 2, 3 majg doktadnie odpowiada¢ potrzebnym ilosciom. W
laboratorium trzeba by byto przygotowac roztwory w objetosciach okoto 8-
15% wiekszych (na tzw. ,rozkurz”).



