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Automatisiertes Pipettieren von Reaktionsansétzen
fir die Durchfiihrung von PCR in 8er-Stripes und
von RT-qPCR im 384-Well Format

Einleitung

Die PCR und auch die quantitative Real
Time PCR (RT-gPCR) gehoren zu den
Standardtechniken in der Molekularbiolo-
gie. Bei beiden Methoden werden spezi-
fische Abschnitte der DNA oder transkri-
bierte RNA vervielfaltigt und analysiert.
Bei der Standard PCR erfolgt der quali-
tative Analyse der Amplifikate mit Hilfe
der Gelelektrophorese. Bei der RT-gPCR
wird in Echtzeit die Menge an vervielfal-
tigter DNA durch den Einsatz von interka-
lierenden Farbstoffen detektiert. PCR und
RT-gPCR finden vielféltige Anwendung in
der Molekularbiologie, wie zum Beispiel
,ug der er?rotypiis”ieiurng von transgenen
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Material und Methode

Genotypisierung

Fur die Genotypisierung wird zunéchst Gewebe (Ohr oder Schwanzbiopsie) der trans-
genen Mdause lysiert und die DNA durch Isopropanolfallung isoliert. Der Nachweis von
Transgenen oder Knockouts erfolgt durch die Durchfihrung einer PCR und anschlie-
Bendem Gelelektrophoreselauf. Das Pipettieren des PCR Reaktionsansatz, bestehend
aus Mastermix, Primer, Wasser und Probe erfolgt mit Hilfe der BRAND Liquid Handling
Station (LHS).

Verwendung der Liquid Handling Station fir das Pipettieren von PCR Anséatzen
fur die Genotypisierung

Mit Hilfe der Liquid Handling Station wird der komplette Reaktionsansatz einer PCR
fur 44 Proben und einer Non Template Control (NTC) pipettiert. Zundchst wird die ent-
sprechende Menge Mastermix pipettiert. Nach dem Mischen wird das Volumen fir eine
Probenmenge in 8er PCR Stripes gegeben und im Anschluss die Probe in den Reakti-
onsansatz pipettiert.

Tabelle 1: Pipettierprogramm fur einen PCR Ansatz fiir 44 Proben und 1 NTC.

Demand Liquid End Transfer
Transfer 3 x192 L Dreammix in Mastermix 200 pL Rack1 Tube D3 — D6
Transfer 92 pL Primer in Mastermix 200 pL Rack1 Tube D4 — D6
Transfer 23 pL H,0 in Mastermix 200 pL Rack1 Tube D5 — D6
Mix Mastermix 200 pL
Transfer 15 puL Mastermix in PCRmix 200 pL Rack 1 Tube D6
Multidispense ~ — 8-Stripes A1-A8, B1-B8, C1-C8, D1-D8,
E1-E8, F1-F4
Transfer 10 uL Sample in PCR mix 50 pL Rack 1 Tube A1-D2, Rack 2 Tube A1-D6

— 8- Stripes A1-A8, B1-B8, C1-C8, D1-D8,
E1-E8, F1-F4
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Genexpressionsanalysen mit RT-gPCR im 384-Well Format

Fur die quantitative Real Time PCR erfolgt zunéchst die Isolation und Aufreinigung von
RNA aus Zellkulturen. Die RNA wird folgend in cDNA umgeschrieben. Die Durchfihrung
der gPCR erfolgt in Triplikaten in 384 Wells.

Verwendung der Liquid Handling Station fiirs Pipettieren der RT-gPCR Anséatze
im 384-Well Format

Die Ansétze fiur 8 verschiedene PCR-Reaktionen, bestehend aus den Komponenten Sy-
brGreen Master Mix, Rox, UNG, Primer und Wasser werden entsprechend der Proben-
mengen in ein Tube vorgelegt. Mit Hilfe der Liquid Handling Station werden die Mas-
termixe in eine 96-Well Platte tUberfihrt und je 4 Proben und eine NTC dazu pipettiert.
Im Anschluss wird mit dem 8 Kanal Liquid End aus der 96-Well Platte Triplikate in eine
384-Well Platte pipettiert.

Tabelle 2: Pipettierprogramm fiir 8 RT-gPCR Ansatze fir 4 Proben und 1 NTC.

Demand Liquid End Transfer

Transfer je 56 pL Mastermix in 96 well plate 200 pL Rack1 Tube A1
— Rack 96-Well A1-5, B1-5, C1-5, D1-5,
E1-5, F1-5, G1-5, H1-5

Transfer je 14 pyL Sample in 96-well plate 50 pL Rack1 Tube AB, B5, C5, D5, A6
— Rack 96 Well A1-5, B1-5, C1-5, D1-5,
E1-5, F1-5, G1-5, H1-5

Transfer 3x 20 pL qPCR Mix in 384-well plate  50pL Beispiel fiir eine Probe 8 Reaktionsansatze:
8 Kanal Rack 96-Well A1, B1, C1, D1, E1, F1, G1,
H1 — Rack 384 -Well A1-3, C1-3, E1-3,

G1-3, 11-3, K1-3, M1-3, 01-3

Ergebnisse L
Amplification Plot
Die Liquid Handling Station erméglicht das oo
automatisierte und zuverléssige Pipettieren :z
von PCR Ansatzen fir bis zu 44 Proben fir s =
die Genotypisierung. Bei groBen Proben- 65
mengen stellt dies einen klaren Vorteil ge- -
geniber dem Handpipettieren dar, da die 50
Liquid Handling Station bei korrekter Pro- Z .
grammierung dauerhaft fehlerfrei arbeitet. 35
Die Anzahl der Proben kénnen durch wei- zz
tere Adapter erhoht werden. fg
Fur das Pipettieren von RT-qPCR Reakti- 10
onen im im 384-Well Format ist die Liquid iy g
Handling Station unverzichtbar. Die Pipet- e
tiergenauigkeit ist vergleichbar mit einer Cycle
Handpipettierung. Dies wird in Abbildung
1 deutlich, sie zeigt die Amplifizierung ver- MLEAAT" MLAUDHIIY' W Nestin | UAGHG i, GAROH

schiedener Gene von Triplikaten. Pipet-
tierfehler, die beim handischen Pipettieren
von im 384-Well Format durchaus erfol-
gen konnen, sind durch die Verwendung
der Liquid Handling Station ausgeschlos-
sen.

Abbildung 1: Amplification Plots von Triplikaten einer RT-qPCR
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