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SAMMANFATTNING

Introduktion: Polymerase chain reaction (PCR) dr en biokemisk och molekylédrbiologisk
laboratorieteknik som anvinds for in vitro amplifiering av specifika gensekvenser. Det
finns olika varianter av PCR, en mer utvecklad version dr Realtids-PCR, &ven
bendmndkvantitativ PCR (qPCR). gqPCR miter fluorescensintensitet i varje qPCR cykel.

Metoden delas in 1 fyra huvudfaser: linjér-, tidig exponentiell-, exponentiell- och platafas.

Syfte: Syftet med projektet var att utvirdera prestanda hos Quantstudio 7 vid varierande
reaktionsvolym och plattposition, samt vid singleplex och duplex, for att 6ka kvaliteten pa

resultat och géra metoden mer kostnadseffektiv.

Material & metod: Syntetisk DNA-sekvens (gBlock) spdddes och sattes upp i en
standardkurva med sju punkter och anvéndes for 20 pl respektive 10 pl reaktionsvolymen,
varje punkt bestod av 4 replikat. For att utvdrdera Duplex vs Singelplex forbereddes
standardkurva i kombination med en konstant koncentration av en annan assay. For att
undersoka intra-plate variation sattes upp identiska reaktioner i samtliga brunnar i PCR-

plattan.

Resultat: Samtliga experiment gav detekterbara ampliferingsprodukter. Cq-virdet

anvindes for att berikna medelvirde och standardavvikelse, samt effektivitet och R?-vérde

Slutsats: Resultatet som erhalls fran QS instrumentet visade att reaktionsvolymerna 10 pl
och 20 pl ar jamforbara. Duplex experimentet visade att gener med lag genuttryck kan
duplexas med gener som har 10 000x hogre genuttryck. Resultatet frén intra-plate variation

visade att variationen i SD var hogre i den hogre sidan av PCR-plattan.

Nyckelord: qPCR, pipetteringsrobotar, TagMan probe, duplex-analys, gBlocks



ABSTRACT

Introduction: Polymerase chain reaction (PCR) is a biochemical and molecular
laboratory technique that is used for amplification of specific gene sequences. There are
different variants of PCR. A more developed version is quantitative PCR (qPCR). In

gPCR the fluorescence intensity is measured in realtime during each qPCR cycle.

Aim: The purpose of the project is to evaluate whether the reaction volume can be
reduced by half, which leads to using less material and thus make the method more cost-

effective.

Matherial & method: Synthetic DNA sequence (gBlock) was diluted and set up in a
standard curve with seven standards and used for 20 pl and 10 pl reaction volume,
respectively. Each standard consisted of 4 replicates. To evaluate Duplex vs Singelplex,
standard curve was prepared in combination with a constant concentration of another
assay. To investigate intra-plate variation, identical reactions were set up in all wells of

the PCR-plate.

Results: All experiments yielded detectable amplification products. The Cq value was

used to calculate the mean and standard deviation, as well as the efficiency and R? value

Conclusion: The obtained results showed that the reaction volumes 10 and 20 pl are
comparable. In duplex assay, genes with low gene expression can be analyzed with genes
that have 10,000x higher gene expression. In intraplate-assay variation, the variation in

the standard deviation increased in the right side of PCR-plate.

Keywords: qPCR, pipetting robots, TagMan probe, duplex-assay, gBlocks
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1. INTRODUKTION

Polymerase chain reaction (PCR) &4r en biokemisk och molekyldrbiologisk
laboratorieteknik som anvénds for in vitro amplifiering av specifika gensekvenser, dir
nukleinsyra kvantifieras fran celler och vdvnader. Metoden som utvecklades av Kary
Millus under 80-talet blev revolutionerande inom molekylédrbiologin, och tekniker som
genkloning samt diagnostik av olika infektidsa och genetiska sjukdomar mojliggjordes.

Millus fick nobelpriset ar 1994 for sin uppfinning (1, 2).

Med PCR syntetiseras en komplementir sekvens av deoxiribonukleinsyra (DNA) fran
ursprungstemplatet med hjdlp av enzymet DNA-polymeras. Reaktionen upprepas och
méangden DNA fordubblas under varje termisk cykel. For PCR anvinds exempelvis Tag-
polymeras som é&r ett termostabilt enzym som liknar DNA-polymeras. Tag-polymeraset
extraheras frdn Thermus aquaticus, en bakterie som védxer i varma killor.
Deoxyribonukleosid-trifosfater (ANTP) dr byggstenerna for DNA; adenin (dATP), guanin
(dGTP), thymin (dTTP) och cytosin (dCTP), som anvinds for syntetisering av en ny
komplementdr DNA-sekvens. Andra komponenter, utéver DNA-polymeras och dNTPs,
som behdvs for reaktionen #r primers, PCR buffert, Mg*" och DNase/Rnase-fritt vatten.
Primers dr korta DNA sekvenser som hybridiserar templatet och markerar var DNA-
polymeraset ska binda i DNA-stringen. En PCR-buffert anvinds for att behalla ett optimalt
pH-virde for DNA amplifiering. Tris-HCI anvénds ofta som PCR-buffert som stabiliserar
pH-virdet kring 8,3. Vid hogre temperaturer sjunker pH-vérdet till ~6.8, vilket gynnar
Tag-polymeraset. Losningar som KCl1 och (NH4)>SOx4 tillsitts ibland till PCR-bufferten for
att 6ka hybridisering mellan primrar och méalsekvenser. Mg?* iir en essentiell komponent
som stabiliserar interaktionen mellan templatet, DNA-polymeras och primrarna.
Standardkoncentrationen for Mg?" ar 1,5 mM. Till sist anviinds DNase/Rnase-fritt vatten

for att justera slutvolymen pa PCR-reaktionen (2).

Vid PCR utnyttjas DNA:s dubbelstringade karaktir, formaga till att komplementért binda
baspar och dennes smaélttemperatur. Hela processen bestar av tre steg; denaturering,
hybridisering och elongering. Under denatureringssteget hdjs temperaturen till ca 95 °C,
vilket bryter védtebindningarna som haller ihop DNA-stringen. Dérefter under

hybridiseringssteget, minskas temperaturen till 40 — 65 °C for att primrarna ska binda till



3’-dnden i1 den denaturerade DNA stréngen. Sist under elongeringsteget, hojs temperaturen
till 75 — 80 °C och DNA-polymeraset binder till DNA-strangen och borjar syntetisera en
ny komplementir DNA-sekvens genom att addera fria nukleotider till DNA-strangen. Den
komplementdra DNA-strdngen som bildas bendmns for ett amplikon. Varje ny DNA-
strdng som amplifieras fungerar i ndsta PCR-cykel som ett templat for syntetisering av en

ny DNA-sekvens (2, 3).

Vid anvéndning av konventionell PCR utférs det en si kallad end-point detektion av
amplikoner. Det innebér att analysering av amplikoner inte utfors férrdin PCR-reaktionen
har genomf6rts. Den vanligaste analysmetoden av amplikoner vid end-point detektion &r
gel-elektrofores. Konventionell PCR har vidareutvecklats och modifierats och idag finns

det olika varianter av PCR som till exempel realtids-PCR (2, 4).

1.1 Realtids-PCR

Realtids-PCR, dven bendmnd kvantitativ PCR (qPCR), utvecklades av Higuchi et al ar
1992. Den ér en utvecklad version av den konventionella PCR dar PCR amplikoner
detekteras under amplifieringsprocessen, dirmed namnet realtids-PCR. Med hjilp av
realtids-PCR kan malgenomet amplifieras &ven om koncentrationen av starttemplatet ar

lagt. Sensitiviteten av metoden dr hog, vilket minskar risken for falskt negativ svar (4, 5).

Det finns flera detektionsmetoder som anvinds inom qPCR, till exempel SYBR green, en
farg som ospecifikt binder till allt dubbelstringad DNA. Det finns dven probe-baserad
detektion som TaqMan probe som binder till en specifik DNA sekvens. TagMan-probe dr
den forsta proben som utvecklades for realtids-PCR av Lee ef al. Den dr en oligonukleotid
som dr inmdrkt med en fluorofor sa kallad reporter, i 5’-dnden och en quencher-molekyl i
3’-dnden. Quenchern har som uppgift att absorbera energin fran fluoroforen d& bada
molekylerna befinner sig i ndrheten av varandra. Under hybridiseringsfasen binder proben
till sin specifika mélsekvens. Direfter under elongeringssteget bryts proben ned av Taqg-
polymerasets 5’exonukleas aktivitet. Nedbrytningen leder till att reportermolekylen
separeras fran quenchern. Detta gor att energin inte absorberas langre av quenchern utan
den emitteras 1 form av fluorescens som detekteras i realtid (figur 1). Flourescensen ar

proportionell mot mangden amplikon som har bildats. Médngden amplikon som bildas 6kar



med en exponentiell takt. Det innebér att mdngden DNA fordubblas efter varje PCR-cykel
(7, 8).
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Figur 1. Principen for TagMan proben. Steg 1 och 2 visar hybridisering och elongeringsstegen dér
primrarna och proben binder till malgenen och syntetiseringen av en ny DNA-stridng inleds. Steg
3 och 4 visar hur proben bryts ned av Tag-polymerasets 5’exonukleas aktivitet och
reportermolekylen separeras fran quenchern. Quenchern absorberar inte energin fran
reportermolekylen ldngre utan den emitteras i form av fluorescens som detekteras av en detektor i
PCR-instrumentet.

Bildkalla:https://www.researchgate.net/publication/9065527 Advances_in_Molecular-

Based Diagnostics_in_Meeting_Crop_Biosecurity and Phytosanitary Issues

1.2 PCR-reaktionen

Realtids-PCR indelas i1 fyra huvudfaser; en linjar fas diar PCR precis har paborjats och
fluorescensen inte har blivit stérre dn bakgrundsljuset. Darefter kommer den tidiga
exponentiella fasen, som varar vanligtvis 1 4 — 8 cykler. Under denna fas &verskrider
fluorescensen bakgrundsljuset och nér den blir ca 10x storre nés troskelvardet (Cq). Cq-
viardet dr ett matt pd antalet cykler som utfors innan fluorescensen Overskrider
bakgrundsljuset. Det vill siga om provet innehaller laga méngder av malsekvensen, utfors
det flera PCR-cykler. Detta leder till att ett hogt Cq-vérde erhalls. Om provet ddremot
innehdller hoga méngder av malsekvensen utfors det farre antal qPCR-cykler och Cqg-
viardet blir darfor lagt. Darpa kommer den exponentiella fasen. I denna fas sker
ampliferingen av mélsekvensen och i teorin ska varje amplikon fordubblas under varje

gPCR-cykel. Sist dr det platafasen diar ampliferingen upphdr pa grund av begrinsade
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reaktionskomponenter samt primers som utkonkurreras av amplikoner som aterbinder

varandra, vilket gor att fluorescenssignalen inte ldngre okar (5).

1.3 Kontroller

Kontroller anvénds for att sdkerstilla att metoden fungerar och for att undvika potentiella
felaktigheter 1 resultatet. Genom att anvidnda kontroller f6r de olika steg som ingar i en
PCR-reaktion kan kontamination lokaliseras och istillet for att upprepa hela processen kan

just stegen dér kontaminationen uppstod upprepas (2, 9).

Extraherad nukleinsyra innehéller olika inhibitorer som kan inhibera en nukleinsyra-
amplifering. For att sdkerstélla att ampliferingen har skett utan problem och undvika risken
for falskt negativt resultat anvinds interna kontroller (IC). IC anvinds for att upptidcka PCR
inhibering och varierande provkvalitet. Vanliga IC &r referensgener som uttrycks i alla
normala celler. Negativ amplifering fran bade IC och provet kan tyda pa PCR inhibering,
extraktionsfel eller tekniskt problem. Positiv IC men negativ prov innebér att provet ar
negativ. I vissa fall dir provet innehaller stora mangder av malsekvensen kan IC inhiberas

och visa negativ (9)

Negativa kontroller anvénds for att bekréfta att PCR- reagenserna och proverna inte ar
kontaminerade. Kontrollen ska vara blank, det vill siga den ska innehdlla endast de
ingdende PCR-reagenser utom templatet. Templatet byts ut mot DNase/RNase fritt vatten.
En negativ kontroll ska inte visa ndgon slags amplifering. Visas det att negativa kontrollen
inte dr negativ betyder det att kontrollen dr kontaminerad, vilket betyder att d&ven de

resterande proverna dr eventuellt kontaminerade (2).

1.4 gBlocks

gBlocks dr syntetiska oligonukleotider som dr mellan 125 — 3000 baspar (bp) lénga.
Produkten &r en dubbelstraingad DNA som dr lattillgédnglig och billig att kdpa in och enkel
att designa. Dessutom behdvs inte DNA-extraktion och rening utfoéras. Det finns olika
typer av gBlocks, till exempel mitokondriegenom och proteinkodande genom. Det finns
dven gBlocks for gener som dr svért att i tag pa, som till exempel sdllsynta mutationer

och genom som dr icke-humant. gBlocks dr 1dmpliga att anvéndas vid experiment dér ett



rent material utan eventuella inhibitorer behdvs. De ér dven lampliga vid experiment dér

seriespddning utfors for att studera gener vid olika koncentrationer (10).

1.5 Singelplex & duplex

Inom PCR anvinds olika analyser, eller assays, for att detektera malsekvenser. Singelplex
PCR ér en assay som riktar sig mot en specifik mélsekvens. I en duplex-reaktion kors tva
assays parallellt, och kan da samtidigt detektera tva olika malsekvenser. For att kunna
utfora en analys med duplex-qPCR anvénds tvé olika fluoroforer som emitterar ljus vid
olika vagliangder. Singelplex PCR ér relativt enkel att utfora och risken for bildning av
primer-dimer, det vill sédga att tva primrar binder till varandra istéllet for att primern ska
binda till malgenomet, 4r minimal. Férdelen med duplex PCR é&r att den ar effektiv,
speciellt vid undersokning av flera mélgener. Metodens nackdelar &r att det finns risk for
bildning av primer-dimers. Signalen frdn en hogtuttryck gen kan tringas undan av
lagtuttryck gen, déarfor ar det fordelaktigt om generna har relativt likartade genuttryck (11,
12).

1.6 QuantStudio 7 Flex instrument

QuantStudio™ 7 Flex System (QS) 4r ett PCR instrument frén Applied Biosystems (Applied
biosystems, ThermoFisher Scientific Inc, Massachusets, USA). Instrumentet kan detektera
smi fordndringar i genomet, s liten som 1,5x fordndringar i genuttryck och har ett inbyggt
system som stddjer en rad av genomiska applikationer som analysering av genexpression,

proteinexpression, SNP genotypning och detektion av mutationer (13).

1.7 Pipetteringsrobot

Automatiserade pipetteringsrobotar kan med fordel anvindas vid utvirdering av olika
assays. Inom qPCR kan smé fordndringar i volymer medfora att resultat efter
amplifieringen skiljer sig drastiskt mellan provreplikat. Med hjélp av automatiserade
pipetteringsrobotar kan sma volymer dispenseras med hég noggrannhet vilket dr svart att
uppna med manuell pipettering. Vidare, analys av stora mingder prover kan vara
tidskravande och felbendgen, dirfor dr det smidigare och snabbare att anvinda
pipetteringsrobotar. Beroende pd vilken volym som ska dispenseras har
pipetteringsrobotar olika variationskoefficient (CV). CV:n anges i procent och den talar

om hur stor standardavvikelsen (SD) &r i1 forhallandet till medelvirdet. Lagt CV ar en



indikation pé att metoden har hogprecision medan hogt CV indikerar pé att metoden inte

ar palitlig (14).

1.7.1 PIRO® och ROB™
PIRO® ( DORNIER LabTech Systems Gmbh, Lindau, Tyskland) #r en pipetteringsrobot

som anvinds inom qPCR. Roboten kan sétta upp flera provblandningar, standarder och
spadningar 1 flera provplattor- och rérformat med hoég precision. PIRO har en inbyggd
sensor som kédnner av vétskenivan ned till 5 pl. Utdver det berdknar den dven de ingdende
reagenser och komponenters volym automatiskt. Fore och efter varje korning genereras
en rapport som kan sparas for framtida referenser. For PIROn ligger CV pa <1% vid
dispensering av 5 — 180 pl. Vid dispensering av 2 — 5 ul ligger CV péa <5%. Medan vid
laga volymer som 1 — 2 pl ligger CV pd <10 % (15, 16).

ROB™ (Alphahelix molecular diagnostics, Techtum Lab, Nacka, Sverige), #ir en
pipetteringsrobot som anvinds for gPCR. Roboten har tvé olika ldgen; ett traditionellt lage,
dir det anviinds en spetstipp for varje replikat och ett Onedip™ lige som anviinds for
seriedispensering, det vill siga en spetstipp for alla replikat. Férdelen med Onedip™ ir att
pipetterings tiden minskas ner néstan till hilften vid pipettering av ménga replikat. Detta

B™ har en sa

gor att pipetteringstid vid till exempel intraplate-variation paskyndas. RO
kallad liquid level detection (LLD) som kan detektera viatskemangdenned till 3 pl i ett 200
ul PCR-r6r. Detektionsnoggrannheten ligger pa +/- 0,3 pl 1 en 20 pul PCR-r6r. CV for
precision och noggrannhet vid pipettering av 2 pul ligger pad <2% medan vid pipettering av

5 pulligger CV pa <1 % (17).

ROB™ har lidgre CV #n vad PIRO® har vid dispensering av 2 pul och 5 ul, vilket ér en
indikation pa att ROB™ pipetterar med hdg noggrannhet och precision. Utdver det har
ROB™ en bittre sensor som kan detektera liga vitskemingd, s& 14gt som 3 pl medan

PIRO® kan endast detektera vitskemingd som ligger pa 5 pl.

1.8 Dataanalys

Resultat som erhdlls efter qPCR presenteras som en ampliferingskurva, didr den
fluorescerande enheten visas 1 x-axeln och antalet cykler i y-axeln. Troskelvardet (Cq-
vérdet) for varje standard med kind koncentration anvédnds sedan for att konstruera en

standardkurva. Med hjélp av Cq-virdet beréknas dven medelvérdet och standardavvikelse



(SD). Medelvirdet ar summan av antalet berdknade viarden dividerat med antal forsok
(bilaga 1). SD anger hur stor spridningen &r i de virden som mattes. Ju hogre SD ér desto
mer spridning mellan replikat. Lag SD tyder pa lag spridning och att SD ligger ndra
medelvirdet (bilaga 1) (16).

Standardkurvan som konstrueras anvénds som en mall for att koncentrationsbestimma
proverna (figur 2). Utifran standardkurvan berdknas lutningen, korrelationskoefficienten
(R?) och effektiviteten. Lutningen i standardkurvan anger méingden amplikon som bildas
per qPCR-cykel. For att sdkerstilla att médngden amplikon fordubblas for varje qPCR-cykel
ska lutningen ligga mellan —3,6 —3,3. Utifran lutningen berdknas effektiviteten med hjélp
av formeln 1 bilaga 1. Effektiviteten anges 1 % och méter hur effektivt PCR komponenterna
(Tag-polymeras, primer och prober) replikerar DNA-sekvensen. Korrelationskoefficienten
(R?) visar hur starkt sambandet &r mellan tvd uppmitta virden. R? kan anta alla virden
mellan -1 - +1, dér -1 visar maximalt negativ samband, 0 visar ingen samband och 1 visar
maximalt positiv samband. Inom qPCR ska R? ligga pa >0,99. Att utféra en bedémning av
PCR effektiviteten med hjélp av en standardkurva &r en typ av kvalitetskontroll for assay:n
och den pre-analytiska processen som rekommenderas av MIQE-guidlines (minimum

information for publication of quantitative real-time PCR experiments) (2, 18, 19).

y=3.53x + 36.53
R?=0.999
Eff = 92.06%

1.000 -

ARn
T

C, (cycle threshold)

L I 1
1 L 1 | ! L J 10 100 1,000 1.0E4 1.0€5
0 e 50 ; %0

Cy clle Concentration

Figur 2. (A) visar ett exempel pad ampliferingskurva for prover med okénda koncentrationer.
Proverna 6verfordes sedan till en standardkurva (B) med kdnda provkoncentrationer for att kunna
identifiera koncentrationen pé proverna. Bildkilla (2).



1.9 Syfte och fragestillning

Syftet med projektet dr att utvardera prestanda hos Quantstudio 7 vid varierande

reaktionsvolym och plattposition, samt vid singleplex och duplex, for att 6ka kvaliteten

pa resultat och gora metoden mer kostnadseffektiv. Nedanstaende frigestillningarna ska

besvaras under projektets gang

Kan reaktionsvolymen minskas fran 20 pl till 10 pl utan att forsdmra
standardavvikelse mellan replikat?

Skiljer sig noggrannheten och precisionen mellan robotarna vid pipettering av 20
ul respektive 10 pl reaktionsvolym?

I en duplexreaktion, hur paverkas resultatet om en laguttryckt gen amplifieras
tillsammans med en hoguttryckt gen?

Varierar Cq-viarden beroende pa provtemplatets position i plattan (intra-plate

variation)?



2. MATERIAL OCH METOD

2.1 Etiska overvigningar
I det hir projektet anvindes inga patientprover, istéllet anvindes syntetisk DNA-sekvens
(gBlock), vilket gor att ingen etiska godkidnnande behovs. Klinikchefen har godként

genomforandet av projektet.

2.2 Programmering av robotarna

Béda pipetteringsrobotarna, PIRO® och ROB™, programmerades med tvé olika program,
20 pl respektive 10 pul for PCR-platta (MicroAmp™ Optical 384-Well Reaction Plate
with Barcode, Massashusets, USA). Varje platta bestod av sju olika punkter som
motsvarar sju standarder, dir varje standard bestod av ytterligare 4 punkter (bilaga 2). For
20 pl programmet multidispenseras 18 pl av mastermix och 2 pl prov till varje brunn. For

10 pl programmet multidispenseras 8 pl mastermixen 2 pl prov till varje brunn.

2.3 Validering av ROB™

Fem stycken 0,2 ml PCR-r6r numrerades 1 — 5. Varje ror viagdes och vikten registrerades
i en tabell i Excel (tabell 10). Dérefter kordes multidispensering av 20 pl i alla 5 ror.
Roren vidgdes och vikten registrerades igen. Vikten av roren subtraherades fran
totalvikten och medelvirdet pi varje volym beriknades (tabell 11). Aterstdende vikt
divideras direfter med vattendensiteten (0,998 g/cm?). Sedan beriknades medelvirdet
och standardavvikelse (tabell 12). Samma steg upprepades fyra ganger till med skillnaden
att vattenvolymen som multidispenserade &dndrades till 10 pl, 5 pl, 2 pl och 1 pl). Utifrén
medelvirdet och SD berdknades dérefter variationskoefficienten (CV) for precisionen

och noggrannheten (tabell 13). Resultatet som erhallits frin ROB™

jamfordes med
resultatet som erhallits frin valideringen av PIRO® vid det senaste servicetillfillet (tabell

14).

2.4 Spiadningen av gBlocks

Tva olika gBlocks, IL1B och IL6, som &r komplementira till sekvensen dér prober och
primer binder till i DNA designades for respektive TagMan assay (IL1B NCBI Reference
Sequence: NM 000576.2 och IL6 NCBI Reference Sequence: NM 000600.4).
Gensekvenser for vardera gBlock visas 1 bilaga 2. Varje gBlock centrifugerades 1 3000 x

g1 5 minuter (min). Dérefter spaddes varje gBlock till en slutgiltig koncentration pa 10ng/



ul med Tris-EDTA buffert (10 mM Tris-HCL; 1 mM EDTA). Mingden Tris-EDTA
buffert som tillsattes till varje ror beriknades med hjdlp av Avogadros konstant och
formeln i bilaga 1. Efter spddningen vortexades roren och inkuberades i 50 °C 1 20 min.
Efter inkuberingen vortexades roren igen, centrifugerades och inkuberades 1 kyl over
natt. Vardera gBlock vigde 500 ng och var for sig hade molekylmassa pd 284119,3 g/mol
(IL1B) och 300784,3 g/mol (IL6).

2.5 Jamforelse av 10 pl och 20 pl reaktionsvolym

For att undersoka om mingden reaktionsvolym paverkar resultatet spaddes IL1B
(10ng/ul 1) och IL6 (10ng/ul) i 1:10 1 en spaddningsserie med sju standarder (STD). Mélet
med spidningsserien var att minska antalet kopior av malsekvensen med en tiondel for
varje spadning, dir STD 1 hade en koncentration pa 200 000 000 genkopior/ ul och sista
standarden, STD 7, hade en koncentration pa 200 genkopior/ pl.

TagMan mastermix (2X TagMan® Fast Advanced Master Mix, ThermoFisher
Scientifics, Massachusets, USA), 20x TagMan assay (IL6: Hs00985639 ml respektive
IL1B: Hs01555410 ml, ThermoFisher Scientifics, Massashusets, USA) och RNase fritt-
vatten forbereddes. Efter spddningen av mastermixen utfordes 20 pl experimentet pa
IL1B respektive IL6 assayn dér det pipetterades 2 pl prov och 18 pl mastermix till varje
brunn i 384 PCR-plattan med hjilp av PIRO®. Efter pipetteringen ticktes plattan med en
plastfilm (MicroAmp™ Optical Adhesive Film, ThermoFisher scientific, Massashusets,
USA) varpé plattan centrifugerades och qPCR koérdes enligt programmet i tabell 1. QS
mjukvaran version 1.3 programmerades med att automatiskt beréikna lutningen, R? och
effektiviteten. Likasa troskelvérdet for detektionen av Cg-vérdet, den sattes automatiskt
till 40 cykler i QS mjukvaran. Efter genomforandet av 20 ul experimentet pabdrjades 10
ul experimentet, dédr 2 ul av vardera IL1B och IL6 samt 8 ul mastermix pipetterades till
respektive brunn med hjilp av PIRO®. Direfter ticktes plattan med en plastfilm,

vortexades och centrifugerades. Samma qPCR program som i tabell 1 kordes.
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Tabell 1. Sammanstéllning av qPCR-programmet. Steg 1: PCR-plattan pre-inkuberas i 1 cykel
50 °C 1 120 sekunder (s). Steg 2: Tag-Polymeras aktiveras i 1 cykel 95 °C i 20s. Steg 3: DNA
denatureras i 1s 50 cykler i 95 °C. Steg 4: primrar och prober hybridiserar DNA i 20s 50 cykler 1
95 °C.

PCR-program Temp (°C) Tid (s) cykler
Stegl: Pre-inkubation 50 120 1

Steg 2: Poly. aktivering 95 20 1

Steg 3: Denaturering 95 1 50
Steg 4: Hybridisering 60 20 50

2.6 Jimforelsen mellan singelplex och duplex

For att undersoka om en hoguttryckt gen pdverkar signalen for en ldguttryckt gen
jamfordes tva assay, IL1B och 116, med olika genkoncentrationer. Stamldsningen IL1B
(10ng/pl) spaddes ut i en seriespadning med sju standarder, dir STD 1 hade en gen
koncentration pa 20 000 000genkopior/ ul och STD 7 hade en genkoncentration pa 20
genkopior/ pl. En standardkurva som minskar 10x per standard forbereddes for IL1B. IL6
(10ng/ul) spdddes ut till en konstant koncentration, 200 000genkopior/ ul, det vill sdga
400 000 genkopior/qPCR-reaktion. Efter spAddningen var IL6 10 000x mer koncentrerad
an IL6 1 sista standarden, STD7.

2.7Undersokning av variation i Cq-virdet (intraplate-variation)

For att undersoka om Cq-virdet varierar beroende pd provets position i PCR-plattan
(intraplate variation) spaddes IL6 assayn till samma koncentration som STD 4, det vill
siga 20000 genkopior/qPCR-reaktion. Ett pl fran STDI1 tillsattes till 999 pul

DNase/RNase-fritt vatten for att f& den 6nskade koncentrationen.

2.8 Statistik

I projektet utfordes ett forsok for varje experiment. Resultatet som erholls 1 form av Cg-
virde anvidndes sedan for att berdkna medelviardet och standardavvikelsen (SD).
Berikningen utfordes med hjélp av Microsoft Office Excel 2013 (Microsoft Corporation,
Redmond, Wahington, USA).
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3. RESULTAT

3.1 Jimforelsen av reaktionsvolymen 20 pl och 10 pl

Ampliferingen av IL1B- och IL6 assay med hjdlp av TagMan proberna VIC respektive
FAM f6r 20 pl reaktionsvolym gav upphov till detekterbara ampliferingsprodukter inom
hela standardserien (STD) (figur 3). Varje amplifiering ger ett Cq-vdrde som oOkar

proportionellt med mingden templat.

Amplification Plot
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Figur 3. Ampliferingskurvor for IL1B assay (6vre) och IL6 (nedre) assays. Respektive assay
spaddes 1:10 i sju standarder (STD). Varje STD sattes i fyra replikat. Den blaa respektive roda
linjen anger den minimala Cq-véardet for fluorescensen for att provet ska raknas som positiv.
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Standardkurvan i figur 4 visar det linjira sambandet mellan varje STD for 20 pl
reaktionsvolym. Med hjélp av standardkurvan berdknades lutningen (IL1B: -3,6; IL6: -3,4)
korrelationskoefficienten (R?) (IL1B: 0,99; IL6: 1,0) och effektiviteten (IL1B: 99%; IL6:
95%) for respektive assay.

~—Standard Curve View
300

| Mg
275 ~IT
—~ m
250 ‘-"., ~
225 TP

Reporter Target Slope Yntercept Risuperscript 2) Efficiency(%)

FAM LB -3.353 32.209 0.999 198.703 ~

VIC L6 -3.442 33.466 1.000 95.207 v

Figur 4. Oversikt dver standardkurvan for 20 plreaktionsvolym for vardera FAM och VIC prober
vid sju olika koncentrationer. Figuren visar lutningen (-3,6 respektive -3.4),
korrelationskoefficienten (R?) (0,99 respektive 1,00) samt effektiviteten (99 respektive 95) pé
gPCR korningen.

Medelvirdet for varje STD berdknades. Den hogsta templatkoncentrationen for IL1B och
IL gav Cg-medelvéirden pa 7,7 respektive 8,45 cykler. Medan den lagsta amplifierade
genkoncentration kunde detekteras vid 27,85 respektive 28,96 cykler. Med hjélp av
medelvirdet berdknades standardavvikelsen for varje STD (tabell 2 och 3).
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Tabell 2. Sammanstillning av resultatet som erhélls frén
20 pl reaktionsvolym for IL1B assayen. Tabellen
visar prov, Cq-medelvirdet samt standardavvikelsen (SD).

Prov Cq- medelvirde SD
STD1 7,793 0,122
STD2 11,144 0,138
STD3 14,416 0,091
STD4 17,594 0,055
STD5 21,028 0,057
STD6 24,680 0,099
STD7 27,852 0,104
NTC 0 0

Tabell 3. Oversikt 6ver resultatet som erhélls fran
IL6 assayn i 20 pl reaktionsvolym. I tabellen visas det
prov, Cg-medelviérdet och standardavvikelse (SD).

Prov Cg-medelviarde  SD
STDI 8,445 0,008
STD2 11,751 0,152
STD3 15,113 0,053
STD4 18,567 0,037
STDS 22,097 0,120
STD6 25,689 0,120
STD7 28,956 0,081
NTC 0 0
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Ampliferingen av IL1B och IL6 vid 10 pl reaktionsvolym med hjilp av TagMan proberna
VIC respektive FAM gav Cg-vérden for samtliga punkter 1 amplifieringskurvan (figur 5).
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Figur 5. Resultatet som erhélls vid 10 pl reaktionsvolym. Ampliferingskurvor for IL1B assay
(6vre) och IL6 (nedre) assays spaddes 1:10 i sju standarder (TD). Amplifieringen &r som storst i
STDI (r6d kurva) som hade hogst koncentration. Dérefter minskas det i omfattning dé antalet
genkopior minskar. Den blda respektive roda horisontella linjen visar det minimala troskelvardet
for fluorescensen for att provet ska anses vara positiv.

Forhéallandet mellan varje STD vid 10 pl reaktionsvolym visas i standardkurvan 1 figur 6.

Utifran  standardkurvan  berdknades  lutningen (IL1B: -3,6; IL6: -34),
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korrelationskoefficienten (R?) (IL1B: 0,99; IL6: 0,99) och effektiviteten (IL1B: 95%; IL6:

0
98%).
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Figur 6. Sammanstéllning av standardkurvan fo6r proberna FAM och VIC i 7 olika koncentrationer
for 10 pl reaktionsvolym. Med hjélp av standardkurvan beréknades lutningen (-3,454 respektive -
3,380) korrelationskoefficienten (R?) (0,999 respektive 0,998) samt effektiviteten (94,780
respektive 97,629).

Medelvirdet och standardavvikelsen for varje STD i 10 pl berdknades (tabell 4 och 5).
STD med hogst koncentration for respektive assay hade ett Cq-medelvirde pd 6,220 for
IL1B och 6,990 for IL6. Medan STD med ldgsta koncentration hade ett Cqg-medelvarde
pa 23,837 och 27,298.
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Tabell 4. Oversikt dver resultatet som erhélls frin IL1B
assayn vid 10 ul reaktionsvolym. I tabellen visas prov,
Cg-medelvirdet och standardavvikelse (SD) for varje prov.

Brunnposition Cg-medelvirde  SD

STDI1 6,220 0,066
STD2 9,926 0,311
STD3 13,010 0,046
STD4 16,320 0,070
STDS 19,995 0,092
STD6 23,837 0,084
STD7 26,880 0,388
NTC 0 0

Tabell 5. Sammanstéllning av resultatet for IL6 assayn
som erh6lls vid 10 pl reaktionsvolym. I tabellen visas
Cg-medelvirdet och standardavvikelse (SD) samt prov.

Prov Cg-medelviarde  SD
STD1 6,990 0,040
STD2 10,737 0,250
STD3 13,388 0,166
STD4 16,847 0,075
STDS 20,381 0,049
STD6 24,103 0,118
STD7 27,298 0,086
NTC 0 0
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3.2 Jamforelsen mellan singelplex och duplex

For att jdmfora skillnaden 1 amplifieringen mellan singelplex och duplex, amplifierades

IL1B

och IL6 med hjilp av FAM och VIC prober. Resultatet erhills som

amplifieringskurvor som visar hur fluorescensen tillvixer proportionellt (figur 7) samt

amplifieringsprodukter 1 form av Cq-vérden (tabell 6 och 7).
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Figur 7. Figuren visar ampliferingskurvor for IL1B (6vre) och IL6 (nedre) i duplex. Varje assay
amplifierades och Cq-varden erhalls. Den blda respektive roda linjen i varje kurva dr den minimala
Cq-virdet som erhélls for att provet ska anses vara positiv.
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Tabell 6. Sammanstillning av resultatet som erhéllits
fran IL1B i duplex. Tabellen Visar prov, Cq-medelvardet
samt standardavvikelsen (SD) for varje prov.

Prov Cg-medelvirde  SD
Duplex1 13,399 0,106
Duplex2 16,694 0,068
Duplex3 20,024 0,127
Duplex4 23,171 0,030
Duplex5 26,496 0,166
Duplex6 29,125 0,021
Duplex7 33,171 0,448
NTC 0 0

Tabell 7. Oversikt dver resultatet som erhéllits fran
IL6 i duplex. Tabellen visar prov, Cq-medelvardet samt
standardavvikelsen (SD) for varje prov.

Prov Cg-medelvirde  SD
Duplex1 19,373 0,065
Duplex2 19,811 0,068
Duplex3 20,669 0,175
Duplex4 20,974 0,020
Duplex5 21,119 0,161
Duplex6 21,074 0,077
Duplex7 21,094 0,175
NTC 0 0
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IL1B-assay i singelplex amplifierades med TagMan FAM probe gav upphov till ett resultat

1 form av ampliferingskurva samt Cq-vérde (figur 8, tabell 8)
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Figur 8. Amplifieringskurvor som erhallits fran IL1B assay i singleplex, IL1B spédddes i en
seriespadning med sju standarder. Varje standard amplifierades och resultat i form av Cq-viardet
har erhallits. Den blaa linjen anger den minimala Cq-vérdet for att provet ska anses vara positiv.

Tabell 8. Oversikt dver resultatet som erhallits frin
singelplex proven. I tabellen visas prov, Cq-medelvérdet
samt standardavvikelsen (SD).

prov Cg-medelviarde  SD
STD1 12,931 0,076
STD2 16,180 0,142
STD3 19,618 0,204
STD4 22,989 0,084
STD5 26,456 0,262
STD6 29,735 0,043
STD7 33,458 0,139
NTC 0 0
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Standardkurvor for IL1B for bada singelplex och duplex analysen visas 1 figur 9. Utifrdn
standardkurvan berdknades lutningen (IL1B duplex: -3,3; IL1B singelplex: -3,4),
korrelationskoefficienten (R?) (IL1B duplex: 0,99; IL1B singeplex: 0,99) och effektivitet
(IL1B duplex:101,0; IL1B singelplex: 96,4).

o~ Standard Curve - Standard Curve
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Reporter Target Slope Yintercept Risuperscript 2} Effciencyd) Vintercept Rlsuperseript 2) Effciencyit)

| ope fe
)
Fan 18 ‘-3191 |3way ‘u‘m 10131 an s ‘-1.411 ‘35_752 ‘n,m 6,381
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Figur 9. Standardkurvor for IL1B assayn som amplifierades med hjélp av TagMan proben, FAM,
i vardera duplex och singelplex proven. Med hjidlp av respektive standardkurva berdknades
lutningen (-3,291 respektive -3,412), korrelationskoeffienten (R?) (0,999 respektive 0,999) samt
effektiviteten (101,311 respektive 96,381).

3.4 undersokningen av varaitionen i Cq-virdet (Intraplate variation)

Ampliferingen av IL6 assay pd en hel 384PCR-platta med hjélp av TagMan VIC probe gav
detekterbara ampliferingsprodukter 6ver hela PCR-plattan i form av ampliferingskurva
samt Cq-vérde (figur 10). Cq-vérdet for varje prov bifogades och visualiserades med hjélp
av Microsoft Office Excel (figur 11). I figuren syns variationen i plattan som okar i den

hogre sidan av plattan.
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Figur 10. Ampliferingkurva for intraplate-variation experimentet. Figuren visar IL6 assay som
amplifierades med hjélp av TagMan VIC probe. Den rdda linjen 4r en det minimala Cq-vérdet for
fluorescensen for att provet ska rdknas som positiv.
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19,458
19,665
19,304
19,327
19,382
19,206
19,194
19,355
19,179
19,668
19,385
19,284
19,259
19,284
19,321

19,337 19,393 19,336 19,177 19,174
19,324 19,208 19,527 19,162 19,277
19,367 19,346 19,155 19,130 19,445
19,283 19,138 19,175 19,218 20,022
19,225 19,249 19,438 19,194 20,408
19,417 19,142 19,306 19,369 19,148
19,355 19,439 19,196 19,165 20,098
19,234 19,435 19,352 19,289 19,201
19,191 19,536 19,394 19,376 19,927
19,237 19,242 19,173 19,643 19,334
19,228 19,376 19,268 19,227 19,160,
19,065 19,224 19,064 19,147 18,983
19,111 19,006 19,116 19,210 19,161
19,243 19,229 19,346 19,364 19,008
19,308 19,281 19,256 19,129 19,154
19,611 19,413 19,483 19,537 19,086,

Figur 11. Cg-véarden som erhoélls fran intraplate-variation experimentet. Excel anviandes for att
skapa en fargskala fran gront till rétt som visar pa hogt respektive lagt Cq. Figuren visar variationen
i Cqg-vérden som dr hogst i plattans hogre sida.
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3.5 Valideringen av ROB™
Mingden vatten som dispenseras av ROB™ till varje PCR-ror samt vikten av PCR réren

visas 1 tabell 9.

Tabell 9. Vikten av 5 olika PCR-réren fore tillsdttning av vatten och efter tillséttning av 20 pl,
10 pl, 5 pl, 2 pl och 1 pl vatten.

Ix Initial vikt  Efter 20 ul  Efter 10 ul  Efter 5 pl Efter 2 pl Efter 1 pl
(PCR-10r)

1 0,1757 0,1955 0,2073 0,2119 0,2119 0,2126

2 0,1796 0,1998 0,2102 0,2149 0,2165 0,2174

3 0,1771 0,1979 0,2079 0,2083 0,2094 0,2096

4 0,1751 0,1940 0,2051 0,2094 0,2113 0,2113

5 0,1755 0,1980 0,2053 0,2096 0,2114 0,2116

Mingden vatten efter vikten av PCR-roren subtraherades fran totalvikten visas i tabell 10.
Efter att ror vikten subtraherades fran totalvikten berédknades medelvirdet av varje volym

som dispenserades.

Tabell 10. Vikten av vatten efter subtrahering av vikten (g) av PCR-roren samt det genomsnittliga
vérdet for varje volym.

single single single single single

disp 20 pl. disp. 10 pl disp. 5 pul disp. 2 pul disp. 1 pl
Mitning 1 0,019836 0,011821 0,004608 0 0,000701
Maitning 2 0,020236 0,010419 0,004708 0,001603 0,000902
Maitning 3 0,020838 0,010018 0,000401 0,001102 0,0002
Mitning 4 0,018934 0,01112 0,004308 0,001903 0
Mitning 5 0,022541 0,007313 0,004308 0,001803 0,0002
Medelvérdet:  0,02044 0,01012 0,00366 0,00128 0,0004

Resultatet som erhéllits efter att varje volym som dispenserades dividerades med
vattendensiteten (0,998 g/cm?) visas i tabell 11. Utifran resultatet som erhallit beriiknades

medelvérdet och standardavvikelsen (SD) for varje volym
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Tabell 11. Vikten av vatten (g) i varje PCR-r6r efter divideringen med vattendensiteten (0,998
g/cm?®). Tabellen visar dven det genomsnittliga volymen samt SD for varje volym.

single single single single single

disp 20 pl disp. 10 pl disp. 5 ul disp. 2 ul disp. 1 pl

Mitning 1 0,020136 0,010018 0,005009 0,002204 0,000902
Mitning 2 0,020236 0,009717 0,004809 0,002104 0,000902
Mitning 3 0,020337 0,009717 0,004809 0,002104 0,001002
Mitning 4 0,020236 0,010018 0,005109 0,001803 0,001102
Mitning 5 0,020236 0,009918 0,004809 0,002004 0,000902
Medelvirdet  0,020477 0,010138 0,003667 0,001282 0,000401
SD 0,001345 0,001723 0,001834 0,000781 0,000381

Med hjilp av medelvirdet och SD for varje volym berdknades noggrannheten och
precisionen for ROB™ (tabell 12). Resultatet jimfordes med variationskoefficienten (CV)

som fOretaget uppgett for roboten.

Tabell 12. Resultatet som erhdlls frén valideringen av ROB™. 1 figuren visas robotens
noggrannhet och precision (CV) samt foretagets uppgett CV vid pipetteringen av vid 5 ul
respektive 2 pl.

20 pl 10 pl Sul 2 ul 1 ul
Noggrannhet (%) 2,384292 1,382488 -26,668 -35,8846 -59,9279
Precision (%) 6,569268 16,99203 50,0306 60,86735 95,19716
Cv - - <1 % <2 % -

Resultatet som erhallits frdn valideringen av PIRO (tabell 13). Valideringen utférdes av
teknikern fran Techtum lab vid service. Noggrannheten och precisionen for respektive

robot jamfordes.

Tabell 13. Valideringen frin PIRO® roboten. I tabellen visas foretagets uppsatta CV (%) for
roboten vid pipetteringen av 1 ul, 2 pl, 5 ul, 10 ul och 20 ul samt noggrannheten och precisionen
(C) som erhallits under valideringen for varje volym.

20 ul 10 ul Sul 2 ul 1 pl
Noggrannhet (%) 1,182128 -1,2222 -1,82328 2,183931 -3,82689
Precision (%) 0,350053 1,538109 2,88615 7,434192 9,31695
Cv <1% <1% <1% <5% <10 %
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4. DISKUSSION

4.1 Jimforelse av reaktionsvolymen 20 pl och 10 pl

Under detta projekt har kvantitativ. PCR (qPCR) med QuantStudio 7 (QS) instrument
utvdrderats for att ta reda pd om volymreaktionen kan minskas till hélften samtidigt som
en likvirdig standardavvikelse mellan replikaten bibeholls. Vid utvérderingen av qPCR
konstruerades en standardkurva och utifran standardkurvan berdknades lutningen,

korrelationskoefficienten (R?) och effektiviteten.

Vid utférandet av kvalitetskontrollen pa standardkurvan &r det viktigt att effektiviteten
ska ligga mellan 90 — 100% . Detta innebar att qPCR-reaktionen dr utférd utan inhibering
och att Cq-virdet for varje standard (STD) erholls efter 3,3 cykler. Som ndmnt tidigare,
ska antalet amplikoner fordubblas efter varje PCR-cykel. Fordubbling av antalet
amplikoner vid varje qPCR innebér att lutningen i standarkurvan ligger mellan —3,6 —3,3,
vilket motsvarar effektivitet som ligger mellan 95 % - 110 %. Om antalet amplikoner inte
fordubblas vid varje qPCR-cykel, blir lutningen i standardkurvan blir lidgre, vilket gor att
effektiviteten blir lagre dn 95 %. Vid 20 pl reaktionsvolym lag effektiviteten for IL1B pa
98,70% och for IL6 lag effektiviteten pd 95,21%. Lutningen for vardera assay lag inom
referensvérdet (—3,6 —3,3), vilket &r en indikation pa en lyckad PCR-amplifering med
tillforlitligt resultat. Aven nir reaktionsvolymen minskades till hilften, 10 pl, har ett
likvardigt resultat med lyckad qPCR-amplifering och tillforlitligt resultat erhallits (18,
19).

De statistiska berdkningarna som utférdes med Microsoft Office Excel visade Cq-
medelvirde samt standardavvikelsen (SD). De SD-vérden som erhéllits fran bade 20 pl
och 10 pl reaktionsvolymen visade pd en likvérdig standardavvikelse for de flesta
punkter. Enligt Applied Biosystem/ThermoFisher Scientifics bor SD for Cg-vardet
mellan provreplikat ligga pd max 0,167. For 20 ul reaktionsvolymen lag SD for alla STD
under 0,167. Dock forekom det nagra avvikande STD i 10 pl reaktionsvolym. Vid
amplifieringen av IL1B till exempel hade STD 2 och STD 7 SD-vérden som var hogre &n
0,167 (0,311 respektive 0,388), vilket betyder att spridningen just i STD 2 och STD 7 ér
hog. IL6 assay hade en avvikande punkt (STD2: 0,250). Att dessa punkter avviker kan

bero pa att roboten dr nagot kdnsligare for pipettering av lidgre volymer. Detta kan
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undersokas vidare genom att upprepa forsoket och se om samma resultat erholls. Man
kan dven testa och jimfora roboten med manuell pipettering och se resultatet blir samman,

battre eller samre.

4.2 Jamforelsen mellan duplex- och singelplexprovet

Vid utforandet av duplex- (eller multiplex) PCR &r det viktigt att balansera
koncentrationen av de olika gener som ska analyseras. Detta for att undvika risken att
gener med lagt genuttryck utkonkurreras av gener med hogt genuttryck. Dérfor dr det
extra viktigt att testa olika koncentrationer for olika gener innan analyseringen pabdrjas.
Malet &r att varje assay ska amplieferas med samma effektivitet som vid singelplex. For
duplex experimentet som utférdes sa har bada assayn, IL1B och IL6, amplifierats utan
problem. Ampliferingen av IL1B paverkades inte alls av IL6 dven vid sista punkten, STD
7, som hade 10 000x hogre genkoncentration dn IL1B. Standardkurvan for IL1B gav en
effektivitet som inte tyder pa en inhiberad reaktion, varken i singleplex eller duplex med
IL6. Detta innebér att vid genuttrycksstudier kan man forvénta sig tillforlitligt svar, dven
om gener med lagt uttryck duplexas med gen som har 10 000x storre genuttryck. Med
detta resultat finns det mojligheter till uppfoljningsexperiment, dér koncentration
skillnaden mellan templaten hojs ytterligare. Experimentet kan &dven utforas med
extraherat material, vilket gor att andra faktorer som inhiberande molekyler tas till hinsyn
dé dessa kan paverka qPCR-reaktionen. Med resultatet som vi har fatt kan vi, under goda

forhédllanden, forvanta oss tillforlitliga resultat (19).

4.3 undersokning av variationen i Cq-virdet (Intra-plate variation)

For analysen intra-plate variation, innehdll varje brunn identiska reaktioner och samtliga
gav upphov till en amplifiering. Analysens syfte var att undersoka om provets position
paverkade reaktionen och Cq-vérdet. Som det visas 1 figur 10 sd dr variationen storst i
plattans hogra sida. Varfor skillnaden &r storst pd hogersidan kan bero pa att
ursprungsprovet fick sta i roboten ldngre eftersom prover pipetterades forst 1 plattans
vanstrasida. Att pipettera fardigt mastermix och prover 6ver hela plattan tog ca 2 timmar.
I bérjan av pipetteringen sé dr provet vortexat och homogent. Nér provet har statt ett tag
borjar den sedimentera och DNA bdrjar sjunka ner till botten. Provet blir d& mindre

homogent och risken att pipettera prover med olika koncentrationer dr stdrre. Andra
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faktorer som kan pédverka resultatet &r temperaturskillnad i blocket i Quantstudion.
Variationen i temperatur kan gora att hybridiseringen och denatureringen inte utfors

fullsténdigt. (19)

Resultatet kan vidare anvédndas for att undersoka orsaken till variationen och forebygga
den sd langt som det mojligt for ett resultat av hog kvalitet. Man kan till exempel testa att
pausa roboten fOr att vortexa provet och forebygga sedimentering, eller utfora ett

experiment diar man undersdker om Quantstudions block virmer ojamnt.

4.4 Validering av ROB™

Under testkdrningen av ROB™ miirktes att volymerna som pipetterades i varje brunn
varierade. Dessutom kunde roboten inte kora singeldispensering och den tappade spetsen
med mastermix flera ganger mitt i PCR-kdrningen ned i qPCR-plattan. Flera génger har
ROB™ inte kiint av att pipetten inte innehaller vitska och fortsatte dispensera. Utdver det
kunde roboten inte aspirera prover fran position A5 i qPCR-plattan. Vid aspireringsforsok
kom felmeddelandena ““Aspiration error, error message: the part height is smaller than the
current depth”, och “Liquid level detection problem: select ignore to continue, retry to

retry, abort to cancel”. Samma fel uppstod upprepade génger.

Eftersom ROB™ inte uppfyllde kraven for att kunna utfora 20 ul och 10 pl experimentet
valdes istéllet att gora en validering av dispenseringsvolymer. Enligt manualen ska CV
for precision och noggrannhet vid pipettering av 2 pl vara <2% medan vid pipettering av
5 ul ska CV ligga pd <1 %. Detta stimde inte 6verens med resultatet som erhillits fran
validering (tabell 11). Resultatet frdn 2 pl och 5 pl visade noggrannheten som 1ag pa -
35,88% respektive -26,67%. Detta innebdr att roboten ar felbendgen till att pipettera fel
volym varje gang den ska dispensera vétska. Precisionen for 2 ul lag pd 60,87 % och for
5 ul lag precisionen pé 50,03 %. Eftersom precisionen (CV) for vardera volymen var
mycket hogre dn vad som stod i manualen innebédr det att variationen i volymen som
dispenseras dr hog, vilket i1 det hér fallet kan leda till att icke-tillforlitliga resultat erhélls.
Tidigare ndmndes att pipetteringsrobotar anvénds bland annat for att dispensera volymer
med hog noggrannhet och precision. Om roboten inte kan uppfylla dessa krav, som

ROB™ i det hir fallet, kan roboten inte anvindas for olika studier och experiment,
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speciellt inom qPCR dér en liten fordndring i volymen kan leda till att resultatet fran

qPCR {0r varje provtemplat varierar.

PIRO® till skillnad frin ROB™ var enkel att anviinda. Det uppstod inga problem nir 20
ul och 10 ul programmet skulle sittas upp. PIRO® programmet var anviindarvinligt och
kunde koras i virtuellt 1dge. Korningar kunde alltsa sittas upp, uppfoljas och sparas dven

B™ programmet var diremot komplicerat att anvinda. Nér

ndr roboten inte var igang. RO
assayen och proverna skulle séttas upp i1 programmet hoppade de ibland runt och hamnade
pa fel plats. Den enda “dngra-knappen” som fanns i programmet gjorde att alla
instéllningar férsvann och man behdvde bdrja om fran borjan eller tar bort varje enskild
prov for sig. Efter valideringen har utforts kontaktades foretaget och en tekniker skickades
for att kalibrera instrumentet. Till slut kom teknikern fram till roboten var inte ordentligt
kalibrerad och ROB™ nollstilldes och installerades om. Dock var det vid det liget for

sent att hinna testkora den vidare.

4.5Felkillor

QS instrumentet var enkelt att anvinda och programmerades utan problem. Det man bor
ha 1 atanke ar att instrumentet inte séger ifrain om PCR-plattan inte sétts in 1 instrumentet
innan den sitts igang. Darfor dr det bra att dubbelkolla en extra gang att plattan sitter i
instrumentet. Vid korningen av duplex/multiplex PCR ska provet séttas som “unknown”.
Viljer man att sétta duplex prover som”samples” kommer lutningen och effektiviteten
paverkas och ligga utanfor referensvirden, vilket gor att resultat kommer tolkas som icke-

tillforlitliga.

28



5. SLUTSATS
Efter utforandet av projektet har vi kommit fram till att resultaten vid 10 och 20 pl

reaktionsvolym dr jamforbara for majoriteten av proverna. Tva punkter visar en forhojd
SD vid 10 pl. Det kan innebéra att Piro &r kénsligare for pipetteringsfel vid légre
reaktionsvolym. Vi har dven sett indikationer pd att gener med lagt genuttryck kan
duplexas med gener med 10 000x hogre uttryck utan pataglig inhibering, forutsatt att
reaktionsforhallandena dr goda. For intraplate-variation finns risk att variationen mellan
replikat 6kar om provet sitter ldnge 1 pipetteringsroboten utan att blandas flera génger
under pipetteringen. PIRO® och ROB™ kunde tyvirr inte jimforas eftersom ROB™

inte kunde uppfylla kraven.
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8. BILAGOR

Bilaga 1, matematiska formler

summan av alla variabler

1. Medelvardet: M =

antal variabler

2. Standardavvikelse: Y(x —m) A2 +10 -1
x= den uppmatta viarden
m = medelvardet

3. Effektiviteten: E = -1+1(0(!/slope)

[(rwe) A
4
" Onskad konc.’
M= massa

MW= molekylvikt
Na= avogadroskonstant (6,022*E?* mol-1)
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Bilaga 2, gPCR-platta layout
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Bilaga 3, gensekvensen samt storleken pd vardera gBlock (ILIB och IL6)

gBlock gBlock-sekvens Baspar

storlek

(assay)

IL1B 5'-CCCATGAGACATACAAAAAGGTAA 460
TGCCGCCACCAAACCTCTTCGAGGCAC
AAGGCA CAACAGGCTGCT CTG GGA TTC
TCT TCA GCC AAT CTT CAT TGC TCA AGT
GTC TGA AGC AGC CAT GGC AGA AGT
ACC TGA GCT CGC CAG TGA AAT GAT
GGC TTA TTA CAG TGG CAA TGA GGA
TGA CTT GTT CTT TGA AGC TGA TGG CCC
TAA ACA GAT GAA GTG CTC CTT CCA GGA
CNT GGA CCT CTG CCC TCT GGA TGG CGG
CAT CCA GCT ACG AAT CTT CGA CCA CCA
CTA CAG CAA GGG CTT CAG GCA GGC
CGC GTC AGT TGT TGT GGC CAT GGA CAA
GCT GAG GAA GAT GCT GGT TCC CTG CCC
ACA GAC CTT CCA GGA GAA TGA CCT
GAG CACCTT CTT TCC CTT CAT CTT TGA
AGA AGA ACCTATITT CTG GTC TCG ACT
ATA CGC CIG TTT TCG GAT C -3'

IL6 5'-CCCATGAGACATACAAAAAGGTAA 487
TGCCGCCCGCCCCACACAGACAGCCAC
TCACCTCTTCAGAACGAA TTG ACA AAC
AAA TTC GGT ACA TCC TCG ACG GCA TCT
CAG CCC TGA GAA AGG AGA CAT GTA
ACA AGA GTA ACA TGT GTG AAA GCA
GCA AAG AGG CACTGG CAG AAA ACA
ACCTGA ACCTTC CAA AGA TGG CTG
AAA AAG ATG GAT GCT TGC AAA GAG
CCA GGA AGA AAC CAC CGG AAG GAA
CCATCT CACTGT GTG TAA ACATGA CTT
CCA AGC TGG CCG TGG CTC TCT TGG CAG
CCT TCC TGA TTT CTG CAG CTC TGT GTG
AAG GTG CAG TTT TGC CAA GGA GTG ETA
AAG AACTTA GAT GTC AGT GCA TAA
AGA CAT ACT CCA AACCTT TCC ACC CCA
AAT TTA TCA AAG AAC TGA GAG TGA TTG
AGA GTG GAC CAC ALT GCG CCA ACG
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GTC TCG ACT ATA CGC CCG TTT TCG GAT
C-3
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