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Bemaerk: Kittet indeholder temperaturfglsomme dele. Abn derfor straks kassen og
lzeg de pageeldende dele til opbevaring ved den anbefalede temperatur.

Kopiering kun tilladt ved brug i undervisningen

For teknisk service bedes du ringe til dit lokale Bio-Rad kontor Office
or in the U.S. Call 1-800-4BIORAD (1-800-424-6723)
10002155



Tjekliste

I nedenstdende liste findes en oversigt over de dele, der folger med kittet. Desuden findes en
oversigt over det udstyr, der er nadvendigt for at gennemfore forsgget.
Tjek venligst udstyrslisten for forseget udferes.

Kittets indhold:

Dele, der skal opbevares ved -20 °C (temperaturfelsomme komponenter)
BioRad nonfood GMO kontrol 1 pakke
GMO-positivkontrol 0,5 mL 1 ror
master-mix 2x, 1,2mL 1 ror
GMO-primere (red), 15 puL 1 ror
PCR molekylerlineal (DNA standard) 200 pL 1 ror
Dele, der skal opbevares i keleskab (4 °C)

InstaGene™ matrix, 20mL 1 flaske
Orange G loading dye, ImL 1 ror
Dele, der skal opbevares ved stuetemperatur

PCR-ror 1 pakke
Skruelagseppendorfrer, 1,5mL 1 pakke
Eppendorfrer — uden lag, 1,5mL 1 pakke
Flip-top rer 1,5 mL 2 pakker
Engangsplastikpipette 2 pakker
Skum-holdere til eppendorfrerene 8
Manual pé engelsk 1

Nedvendigt tilbehor/udstyr, som ikke er indeholdt i selve kittet
Til eleverne:

Mikropipetter 2-20 pL

Mikropipetter 20-200 uLL

Mikropipetter 20-1000 pL

Spidser til mikropipetter

Mortere og pistiller

Fodevareprover fra supermarkedet

Demineraliseret eller destilleret vand 35L
Vandbad

Mikrocentrifuge

Vegt, 0,5g’s nejagtighed

Vejepapir eller vejebade

Stremforsyning

Bakker med knust is

Tuscher til at marke med

Aftaldsbeholdere

Fzllesudstyr i laboratoriet
Mikropipetter 0-20 puL, 20-200 nL og 100-1000 nL
Pipettespidser til ovennavnte



Termocykler (PCR-maskine)eller 3 vandbade til manuel styring

Protease (til forseget med hérfolliklen), 1,3mL
Mikrocentrifuge

Agarose

TAE-buffer 50x

Hyvis der laves agarosegelelektroforese
Fast Blast DNA farve 100 mL
Elektroforeseudstyr

Hyvis der benyttes polyacrylamidgeler og lodret elektroforese
Vertikalt elektroforeseapparat

10% TBE readyGel precast geler

TBE-buffer 10x

Fast Blast DNA farve

Gelpasatningsspidser

Bemeerk: Det er vigtigt, at de forskellige dele opbevares ved den angivne temperatur (se de enkelte
kemikalier!).

Arbejdes der med polyacrylamidgeler, skal man vaere opmaerksom p4, at de kun kan opbevares i 3
maneder, hvorfor de ferst indkebes, nar man kender forsggsdatoen.

Der kan kebes refill til dette kit — se kataloget

I den medfelgende manual savel som i adskillige leerebeger kan man leese om PCR-teknikken.
Her vil kun dele af teorien blive taget med, hvorfor der henvises til manualen og andre kilder.

Om GMO-kittet

Med dette kit er det muligt at teste madvarer fra supermarkedet for indhold af GMO.

GMO-kittet tester for to forskellige GMO-relaterede sekvenser: 35S promotoren i blomkals
mosaikvirus (CaMV 35S) og terminatoren pa nopalinsyntasegenet i Agrobakterium tumefaciens.
Enten den ene eller den anden af disse sekvenser vil vare til stede i de fleste GMOfodevarer, der
selges 1 USA, asien og Europa. Kittet efterligner de metoder forskerne bruger for at undersege for
GMO. Det meste af det planteDNA, der udtraekkes fra planter testes ydermere ved hjalp af PCR for
en tredje Dna-sekvens, nemlig grenkorn II cloroplast genet. Fuldkommenheden af PCR-reaktionen
testes ved at mangedoble 35S promotoren og fotosystem II genet direkte fra den Dna-skabelon, der
folger med kittet. Sidelobende testes BioRads non-GMO kontrol, s man kan se, at der ikke foregér
en kontaminering af de prover, der skal analyseres.

Agarose eller polyacrylamidgeler?

Da de DNA stykker der skal adskilles er meget smé kan det vaere en fordel at bruge
polyacrylamidgeler, idet der her fas tydeligere bandadskillelse og klarere band. Har man ikke udstyr
til at kere polyacrylamidgeler, kan man kere agarosegelelektroforese pa en 3 % agarosegel. Begge
metoder vil blive omtalt i vejledningen



Lidt om PCR

PCR teknikken blev udviklet i 1983 af Kary Mullis ved Cetus Corporation. PCR, der betyder
polymerase chain reaction, har virkelig sat skub i molekylarbiologien som et videnskabeligt
redskab. Inden man opfandt PCR-teknikken var det ofte svart at fA materiale nok, nar man
arbejdede med DNA. PCR-teknikken har isaer haft betydning inden for de fire omrader,
genkortlegning, kloning, DNA-sekventering og DN Aanalyser.

I dag bruges PCR som et medicinsk diagnostisk redskab, bl.a. ved undersogelser af specifikke
mutationer, som kan vere arsag til genetiske sygdomme, ved kriminelle retsgenetiske sager og ved
analyser af det humane genom. Desuden benyttes teknikken som 1 dette kit til fodevarekontrol — her
test for fadevarers indhold af genmodificerede organismer.

PCR og bioteknologi — hvad er det? Og hvorfor har metoden revolutioneret et helt
videnskabeligt omrade?

Ved PCR-teknikken kan man producere en sarlig stor mengde af et specifikt DNA, blot man har en
lille smule udgangsmateriale, en ”skabelon”. Udgangsmaterialet kan vere alle former for
dobbeltstrenget DNA. Selv smé mengder fx en drabe blod, et lille stykke plante, en enkelt
hérfollikel er nok til at blive mangedoblet ved hjelp af PCR. Netop det, at man kun behover sa
ufattelig sma mengder af udgangsmaterialet, har betydet et stort skridt fremad ikke mindst inden
for retsgenetikken.

I dette kit benyttes metoden til at teste fodevarer for deres indhold af GMO. [ sig selv er PCR-
teknikken simpel og relativ billigt. Alt, hvad der er brug for, er en reaktionsbuffer, de fire baser,
DNA-polymerase, to primere og smd mangder af det udgangsmateriale, som man ensker at
undersoge.

I PCR benyttes to principper fra molekylaergenetikken:
1. Hybridisering af komplementare Dna-strenge
2. Syntetisering af Dna-strenge ved hjelp af DNA-polymerase

Man udnytter altsa det, at to komplementere strenge vil ga sammen,

Det DNA, der skal kopieres, udvaelges vha. primers. Primers (eller proberne) bestér af syntetisk
fremstillet oligonucleotider (korte Dna-stykker). Proberne satter sig pa de to DNA strenge og
afgrenser det Dna-stykke eller segment, der skal mangfoldiggeres. Man siger, at de to DNA strenge
fungerer som skabelon for syntesen af en komplementaer DNA streng.

PCR trin for trin

PCR involverer en reekke gentagne cykler, der hver bestér af folgende tre trin: Denaturering, primer
pasettelse og forlengelse af den pédhaftede primer ved hjeelp af Tag DNA polymerase.

For selve DNA amplifikationen pabegyndes skaffes der prover af de fodevarer, der skal testes for
GMO-indhold.

Efter at proverne er gjort klar blandes skabelon DNA, primers (oligonucleotider), termostabil DNA-
polymerase (Taq), de fire baser (T, A, G og C) og reaktionsbuffer i et eppendorfrer. Eppendorfraret
placeres i termocykleren eller de nedvendige vandbade klargeres.

Termocykleren indeholder en aluminiumsblok, hvori preverne placeres. Denne aluminiumsblok kan
lynhurtigt afkeles og opvarmes til meget forskellige temperaturer — dette kaldes termal cykling.

I en cyklus opvarmes forst til 94 °C, hvorved Dna-strengene vil denaturere eller adskilles. Dette
kaldes denatureringstrinnet.



Derefter afkoles lynhurtigt til 60 °C, hvorved primeren bindes til de enkelte skabelon-DNA-strenge.
Dette kaldes vedhaftningstrinnet. De to oprindelige Dna-strenge vil eventuelt samle sig igen eller
konkurrere med primerens komplementere bindingssteder. Men der tilsattes i dette forseg sa
megen primer, at den originale Dna-streng udkonkurreres”.

Til sidst opvarmes til 72 °C hvorved Tag DNA polymerase forleenger de komplementaere DNA
strenge med start fra primeren og den endelige faerdige kopi af Dna-dobbeltstrengen kan dannes.
Dette trin kaldes forleengelsestrinnet.

Taq polymerasen arbejder mest effektiv ved 72°C, hvorfor det er vigtigt at ramme precis denne
temperatur.

En cyklus = denaturering + vedhaeftning + forlaengelse

De to nye sat dobbeltstrenget Dna, der er dannet nu, danner dernast udgangspunkt for naeste cyklus
og pa denne made mangedobles Dna-strengeantallet efterhdnden. Ved 40 cykler dannes over en
milliard kopier af det originale Dna-stykke.
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Normalt keres der 40 cykler. Ved hver cyklus fordobles antallet af Dna-strenge. Efter 40 cykler vil
der saledes vere 1,1x10'? ekstra kopier af den oprindelige stump DNA.

PCR laver DNA med eksakte l&ngder og sekvenser. I den forste cyklus vedhaftes de to primere til
Dna-udgangsmaterialet i hver sin ende pa de to komplementzare strenge. Efter den forste fuldendte
cyklus er der dannet to nye strenge, der er kortere end det oprindelige DNA, men leengere end det
specifikke Dna-stykke, som man ensker at mangedoble. Forst efter 3. cyklus er man oppe pa fuld
leengde — se figur 5.



Nar man saledes har faet den praecise leengde pd DNA pébegyndes ved de naste cykler den
eksponentielle fordobling (Xn, hvor X er antallet af udgangsmaterialet og n er antallet af cykler).
Der vil altid vaere et sat originalt udgangs-DNA-materiale, som ikke er fuldt kopieret. Dette betyder
dog ikke noget, nér der keres et tilstraekkeligt antal cykler



Hvordan kan man teste fadevarer for GMO indhold?
Der er i hovedtrek to metoder, der benyttes til dette — dels ELISA, hvor der testes for
tildstedeverelsen af specifikke proteiner, der kun produceres af GMO-organismer. Den anden
metode er PCR, hvor de DNA-sekvenser, der er indsat i organismen findes og analyseres.

Grind food sample

Detect GM

Os by PCR

Detect GMOs by ELISA

Extract DNA

Did you obtain pl

for PSII choroplast gene by PCR

ant DNA? Check

[ Yes — Plant DNA viable ] [ No — Plant DNA not viable ]

]

No conclusions can be made
repeat test

Is the DNA GM? Check for 35S
promoter and NOS terminator by PCR

Yes — GMO DNA present

No — GMO DNA not present

Food contains GMO

Food contains no GMO

_—

[ Quantify GM content by real-time PCR




Tips til kittet

Tjek om DNAekstraktionen var god nok

Kittet indeholder et sat primere, der er specifikt rettet mod GMO-sekvenser, men ogsa et sat
primere (gronne), som identificerer planteDNA uanset om det er GMO eller ej.Det andet primersat
forteeller sdledes idenrekte om et negativt GMO-resultat skyldes mangel pd GMO eller om det
simpelthen skyldes, at der ikke blev ekstraheret nok Dna

Sammenlign med GMO-frie prover

Kittet indeholder GMO-fri madprever, som analyseres sidelebende. Viser disse prover positivt
resultat er der sket en kontaminering underve;js.

Serg for at PCR-reaktionen arbejder som egnsket

I kittet findes en skabelon for plante og GMO-sekvenser. Denne prove virker som kontrol mod
falske negativer

”Duplex” PCR

I dette kit arbejdes der med “duplex PCR”, hvilket vil sige at to bestemte sekvenser amplificeres
simultant — det drejer sig om hhv. 203bp fragment af CaMV 35S promotoren og et 225bp fragment
af NOS-terminatoren. Ved at bruge disse samtidig vil 85% af alle GMO-fadevarer kunne afslares

Forberedelser op til selve forsoget:

Arbejdsgang:

Laesning af manual

Indkeb af fedevarer

Forberedelse til laboratorieavelserne (}%-3 timer pr. gang)
50-minutters lektioner:

Lektion 1. DNA ekstraktion

Lektion 2: Gere klar til PCR

PCR kerer derefter — fx om natten

Lektion 3: Elektroforese og farvning af geler

Lektion 4: Tolkning af resultater.

Ved moduler pa fx 90 minutter slas lektionerne sammen 1+2 og 3+4

ADVARSEL

Selv om den benyttede farve ikke er giftig eller carcinogent anbefales det, at der baeres handsker for
at undga at blive farvet bla. Tilsvarende er det en fordel at beere kittel, s der ikke kommer bla farve
pa ens tgj.

Skulle der komme farve pi tgj eller bordplader e.l., torres dette let af med sprit.

Pipetten
De medfelgende engangsplastpipetter har inddeling som vist pa tegning og kan fint benyttes,
safremt man ikke rdder over mikropipetter.

Mortere og pistiller
Mortere og pistiller skal vare ekstra rene inden forseget. Og de ber afvaskes med klor mellem
forskellige gruppers brug.

For lektion 1:

Det er ikke lige let at udtrekke DNA fra alle fodevarer, men folgende giver ofte godt resultat:
Frisk mayjs, frisk papaja, majs brad, majspandekagepulver, sojamel, tortilla chips (med eller uden
smag), majssnack, burgers med sojaprotein, sojabaserede drikke eller pulver



Materialer:

Skruelagsror 16
Bagerglas med dem. Vand 8
Engangsplastpipetter 8-16
InstaGene matrix 1 flaske
Vandbad 95-100°C 1

Hvad skal der gores:

1

Tilsaet 500uL InstaGene matrix til hvert af de 16 skrueldgsror.
Bemark:Serg for hele tiden at blande InstaGene matrix’en ved at suge op og ned med pipetten
inden afpipettering

2

Til mindst 25mL demineraliseret vand i hvert baegerglas

3

Teand vandbadet 30 minutter for forseget

4

Forbered eventuelt den GMO-fti kontrolpreve

5.

Gor elevarbejdspladserne klar

Materialer pa elevarbejdspladserne:
Skruelagsror med 500uL InstaGene matrix
Baegerglas med demineraliseret vand
Pipetter

Morter og pistil

Fadevarepraver

Markepen

Felles:

Vandbad 95-100 °C

Microcentrifuge

Veagt og vejeskale

—_—— N = N

For lektion 2:

Materialer ialt pr. gruppe
Skruelagsror 26

PCR-ror 48

Adaptorer til PCR-ror (eppendorfrer uden lag) 48

Mastermix

GMO primere (rod)

Plante PSII primere (gron)

GMO-positiv DNA-skabelon

Elevpreverne fra forrige lektion

Pipetter 2-20uL 8 1
Spidser — med aerosolbarriere 8 asker 1 @ske
Isbad 8 1
Holdere til rarene 8 1
Mzarkepenne 8 1
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Forberedelse — tager ca. 45 minutter
Bemeerk: Tilsat forst primere til mastermixen og fordel forst blandingen nar der er mindre end 30
minutter til lektionens start. Blandingerne opbevares pa is indtil start.

1

To den GMO-positive DNA-skabelon og pulse-spin (Udvs. Kort centrifugering) for at samle
materialet 1 bunden af roret.

Overfor 50uL af GMO-positive DNA-skabelon til hvert af de 8 skrueldgsror market ”+”. Dette kan
evt. udferes tidligere idet rorene kan opbevares ved -20°C i 1-2 méneder.

2

To savel mastermix som primere og pulse-spin for at fa indholdet til at samle sig pa bunden. Stil
straks rerene pa is

3

Merk skruelagsrorene:

9 mazrkes "PPM” (Plant mastermix)

9 markes "GMM” (GMO mastermix)

4

Overfor 600uL mastermix til &t PMM-ror og 600pL mastermix til ét GMM ror.

Pulse-spin rerene primer-rerene igen inden naste punkt.

5

Tilsaet 12pL af den grenne primer (Plante PSII-primer) til mastermixen i PMM-roret. Bland.
Stil pa is.

=
E=O

6
Tilsaet 12pL af den rede primer (GMO-primer) til mastermixen i GMM-reret. Bland.
Stil pa is.

7

Overfor 70uL af blandingen i PMM-roret til hvert af de 8 resterende PMM-ror.
8

Overfor 70uL af blandingen i GMM-roret til hvert af de 8 resterende GMM-ror.
9

Fordel rorene med ét PMM-ror, ¢t GMM-ror og et +” ror til hver gruppe

10

Programmer PCR-maskinen (thermalcyckler)

Trin Funktion Temperatur Varighed Antal cykler
Denatureringsstart | Denaturerer 94°C 2 minutter 1

Thermalcykling Denaturerer 94°C 1 minut 40
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Paheafter 59°C 1 minut

Forlenger 72°C 2 minutter
Afslutning Forlaenger 72°C 10 minutter 1
Stabilisering stabiliserer 4°C Lang tid 1

For lektion 3:

Elektroforese af PCR-produkterne

De DNafragmenter, der amplificeres fra 35S-promotoren og NOS-teminatoren er pa hhv. 203 og
225 basepar. PCR-produktet fra fotosystem II er pd 455 bp. Disse sma storrelser kraver enten en
3% agarosegel eller en polyacrylamidgel for at blive adskilt godt nok. Hvilken man velger vil
athenge af de muligheder man har. Polyamidgelerkreever lodret elektroforese, hvorimod
agarosegelerne kan kores i de traditionelle elektroforesekar.

Polyacrylamidgelerne vil give de bedste bdnd og de bedste band-adskillelser. Polyacrylamidgelerne
kabes ferdigstobte kort tid for forsegets udferelse.

Begge metoder beskrives her, men i gvrigt henvises der til den engelske manual.

Materialer:

Orange G loading farve 1 glas
PCR molekyler lineal

Flip-top mikrotestror

Pipette 2-20uL

Spidser til pipetten — nogle med aerosolbarriere
Stremforsyning

Fast Blast DNA-farve

500mL’s flaske til farven

Demineraliseret vand

Gelfarvningskar

Elektroforeseudstyr (se nedenfor)

Fremgangsméade:

1

To Orange G loading farven og PCR molykylalinealen. Pulse-spin for at f4 materialet ned i bunden
2

Tilsaet 40puL Orange G loadingfarve til PCR molykylerlinealen. Bland godt med pipetten og
centrifuger kortvarigt.

3

Merk flip-top testrerene:

8 maerkes "LD” og 8 maerkes "MWR”

4

Overfor 70uL Orange G loadingfarve til hvert af rerene market ”LD”. Dette punkt kan udferes op
til 2 méneder for forseget, hvorefter rorene stilles i kaleskab.

5

Overfor 25uL PCR molykylarlineal til hvert af rerene merket "MWR”. Dette punkt kan udferes op
til 2 méneder for forseget, hvorefter rorene stilles i kaleskab.

6

Gor Klar til elektroforesen — geler, elektroforesebuffer og udstyr klargeres.

7
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Gor DNAfarven klar

8

Fordel materialer til elevarbejdspladserne:
Gel 1
Prover fra forrige lektion 6
Elektroforesebuffer 350 mL
Orange G loading farve 1
PCR molekylerlineal 1
Pipette 2-20puL 1
Pipettespiser med aerosolbarriere 1
Falles:

Elektroforeseapparat

Stremforsyning

Farve

Kar til farvning

Elektroforese med agarosegel:
Materialer

Agarose

50x TAE

Malebagre

Mikrobglgeovn

1L’s BlueCap flaske eller erlenmeyerkolbe
50 mL’s flaske

Vandbad 60°C

Gelstebningskar

Kam

Tape til gelstebning

Vandret elektroforesekar

A. Fremstilling af elektroforesebufter:

10,5g
60 mL

Bufferen leves som en 50x koncentreret buffer. Til stebning af gelen skal bruges en 1x TAE
buffer, ligesom det er en 1x TAE buffer der skal bruges under selve elektroforesen.
Fremstil 3L 1x TAE buffer: Tag 60 mL 50x koncentrat og tilset 2,941 demineraliseret vand.

B. Fremstilling af 3% agarose-oplesning:

Til 3g agarose tilszettes 100mL 1x TAE buffer. Til 8 geler bruges der ca 350 mL

agaroseblanding.

Gelen kan enten fremstilles i en 1L’s erlenmeyerkolbe pa en varmeplade eller gelen kan
fremstilles i mikrobelgeovnen. Serg for at al agarosen er oplest — blandingen skal vere helt

klar!

Bemerk: Varm agaroseoplesning kan let skolde. Brug handsker e.l. til beskyttelse.

Stebning af geler:
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e Forsegl enderne af gel-holderen med tape. Ver sikker pé at tapen er tet og glat. Malertape
kan fint benyttes
Serg for at gel-holderen star vandret.
Saet kammen i ca. 2cm fra den ene ende
Tag 1% agaroseoplosningen
Lad den afkele til ca. 60°C
Heald den varme gel op og lad den sterkne i ca. 20 minutter
Fjern forsigtigt kammen fra gelen ved at vippe den frem og tilbage, mens den loftes lodret
op
Fjern tapen
e Gelen kan opbevares indpakket i plastikfilm, plasticpose eller dyppet i TAE-buffer i op til 2
uger i keleskab
Selve elektroforesen
o Szt gelholderen med gelen i elektroforesekarret
Fyld elektroforeseapparatet med TAE buffer til 2mm over gelen
Saert preverne pa — noter rekkefalgen
Lad gelen kere i 30 minutter ved 100V. Serg for at den orange farve ikke lgber ud af gelen.
Farv gelen med Fast Blast DNA-farve

Forberedelse af Dna-farve:

Farven leveres som en 500x koncentreret oplasning som det er nadvendigt at fortynde for brug.
Farven kan, safremt den kun er fortyndet til 100x oplesning (100 mL 500xoplesning fortyndes med
400 mL demineraliseret vand) bruges til hurtig farvning af gelerne. Her kan resultatet es allerede
efter ca. 15 minutter.

Eller man kan fortynde farven til 1x-oplesning (ImL 500xoplesning fortyndes med 499 mL
demineraliseret vand) og lade farveprocessen vare natten over.

Naér gelen dekkes med farveoplesningen vil de positivt ladede farvemolekyler binde sig til de
negativt ladede fosfatgrupper i de Dna-molekyler, der er bundet i gelen. Dermed bliver Dna-
bandene synlige og elevernes baindmenstre kan identificeres og sammenlignes med Dna-
standarderne.

Den farve, der benyttes er let at arbejde med, ikke giftig og et mere sikkert alternativ end
ethidiumbromid, som man traditionelt har arbejdet med. Dna farves dybt bla og efterfolgende kan
gelen rimelig nemt gemmes.

ADVARSEL

Selv om den benyttede farve ikke er giftig eller carcinogent anbefales det, at der baeres handsker for
at undga at blive farvet bld. Tilsvarende er det en fordel at beere kittel, s der ikke kommer bla farve
pa ens tgj.

Skulle der komme farve pé tej eller bordplader e.l., terres dette let af med sprit.

Bemzerkninger:
Til en gel pa 7x10 cm bruges ca. 120mL farveoplesning. Det vigtigste er, at gelen er helt dekket
med farveoplosning.

Inden farvningen tages gelen ud af elektroforeseapparatet og leegges forsigtigt over i et lille kar.
Gelen er meget glat, hvorfor dette punkt skal udferes med forsigtighed, s gelen ikke gér i stykker.



14

Ved langsom farvning, hvor gelen star natten over, kan det anbefales at benytte et rystebord, da de
mindste band har en tendens til at diffundere veek, hvis der ikke rystes.

Affarvningen sker med varmt vandhanevand, men kan forbedres med affarvning ca. 5 sekunder
med 70 % sprit.

Safremt, man benytter den langsomme farvning, er affarvning ikke nedvendig.

Elektroforese med polyacrylamidgeler
Materialer:

TBE faerdigstebte geler (katalognr. 161-1110EDU)
10x TBE-buffer

Maleglas

Lodret elektroforeseapparat

Specialspidser til pds@tning af prever (lange spidser)
skalpel

Gelerne indkebes forst 2-3 uger for forseget. Efter modtagelse opbevares de i kaleskab (ikke
fryser). De TBE-geler der bruges til DNA-analyser er ikke de samme som de 15% SDS-geler, der
benyttes til proteinanalyser.

Abn gel-pakken over en vask og lad den overskydende buffer dryppe af. Brug en skalpel e.l. til at
skere langs den sorte linje nederst pa gel-kassetten. Tjek at hele gelens bund er fri for tape, saledes
at hele bunden kan fere strammen.

Klargering af det lodrette elektroforesekar:

(Laes nermere 1 Appendiks G i1 den engelske manual)

1

Fjern kammen fra den faerdigstebte gel og skear og fjern tapen langs kassettens bund, som beskrevet
ovenfor.

2

Hvis der skal kare 2 geler samtidig i et elektroforesekar placeres kassetterne pa hver side af
elektrodesamlingen. Hvis der kun skal kere én gel placeres denne pé den ene side af
elektrodesamlingen og med bufferomradet til den anden side. Serg for at der stir " BUFFER DAM”
mod indersiden

Pipet Tip

Sample
Loading
Guide
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Hvordan det lodrette kar samles ses pa nedenstaende figurer. I gvrigt henvises til den engelske
manual.

Pasztning af prever og selve elektroforesen

1

Hvis man har en gul prevepasatningshjalper settes denne pa toppen af elektroforeseapparatet. Den
hjelper med at styre pipetten til den korrekte position ved pravepasatning

2

Brug sarlige Prot/Elec spidser til provepasatningen. Disse meget tynde lange spidser kan smyge
sig ned mellem gelpladerne og sikre at proverne havner i brenden. Hvis man ikke har de serlige
spidser holdes spidsen direkte over brenden saledes at prover falder lodret ned i brenden.

3

Gelen kerer ved 200V 1 30 minutter. Hvis den rede farve nar ned 2cm fra bunden stoppes
elektroforesen

4

Sluk for stremforsyningen og fjern ledningerne. Loft elektrodedelen ud.

5

Heeld bufferen fra. Fjern gelen/erne fra kassetten.
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6

Ber handsker!

Lag gelkassetten fladt pa bordet med den korte plade opad. Sker langs siderne af gelkassetten.
Adskil forsigtigt pladerne, eventuelt ved brug af en spatel. Gelen vil oftest klaebe til den ene af
pladerne.

Flyt den plade, hvor gelen klaber til et farvekar med 1x Fast Blast Dna-farve. Vaske vil bevirke at
gelen slipper den anden plade. Gelen ligger nu i farveoplesningen.

Farvning af polyacrylamidgeler

Farven fortyndes til 1x-oplesning (ImL 500xoplesning fortyndes med 499 mL demineraliseret
vand). Selve farveprocessen varer 30 minutter.

Naér gelen deekkes med farveoplesningen vil de positivt ladede farvemolekyler binde sig til de
negativt ladede fosfatgrupper i de Dna-molekyler, der er bundet i gelen. Dermed bliver Dna-
bandene synlige og elevernes bandmenstre kan identificeres og sammenlignes med Dna-
standarderne.

ADVARSEL

Selv om den benyttede farve ikke er giftig eller carcinogent anbefales det, at der baeres handsker for
at undga at blive farvet bld. Tilsvarende er det en fordel at beere kittel, s der ikke kommer bla farve
pa ens tgj.

Skulle der komme farve pé tej eller bordplader e.l., terres dette let af med sprit.

For lektion 4:

Terring og opbevaring af gelerne:

Gelerne kan opbevares hvis de bliver placeres mellem 2 OH-transparanter. Inden man gemmer
gelerne fx 1 keleskabet kan de fotokopieres, sé alle far en kopi af deres resultater.

Der kan ogsa kebes specielle cellofan-ark, som kan bruges til terring og opbevaring af gelerne. Se
mere herom i den engelske manual.

Resultater:

Typiske resultater:

PCRprove Béandsterrelse

Spor 1: Non-GMO fedevare med planteprimere 455 bp

Spor 2: Non-GMO fedevare med GMO-primere Ingen band

Spor 3: Fedevaretest med planteprimere 455 bp

Spor 4: Fedevaretest med GMO-primere 200 bp eller ingen band
Spor 5: GMOpositiv skabelon med planteprimere 455 bp

Spor 6: GMO-positiv skabelon med GMO-primere 200 bp

Spor 7: PCR molekylarlineal 1000, 700, 500, 200, 100 bp

Tilstedeverelsen eller fravaeret af 200bp-béndet i bane 5 indikerer hvorvidt preven indeholder
GMO’er eller ¢j. Selve resultatet athaenger ikke desto mindre af resultaterne fra de andre PCR-
reaktioner.

Planteprimerne bestemmer hvorvidt plante DNA blev ekstraheret fra proven eller e;j.
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Non-GMO Fedevarekontrollen er indikator for hvorvidt der forekommer falske eller positive
resultater. Hvis den viser sig som GMO-positiv (dvs. der kommer et band i spor 2) betyder det at
PCR var kontamineret pé en eller anden made. Hvis den prover, der testes ogsa er GMO-positiv,
kan man ikke stole pa resultatet.

GMO-positiv skabelonkontrollen er indikator for falske negativer. Hvis denne ikke amplificeres, er
der problemer med PCR-reaktionen og man kan ikke stole pa et GMO-negativt resultat fra proven.
Skemaet viser ovenstaende i oversigtsform.
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e T

Step 1: Check Plant PCR works

Is there a 455 bp band from
GMO positive template and
plant primers (lane 5)?

No Go to step 2. Some deductions
can still be made, but no definite
conclusions can be drawn

Yes ‘

e T

Step 2: Check GMO PCR works

Is there a 203 bp band from
GMO positive template and
plant primers (lane 6)?

Yes ‘

Step 3: Check DNA was
extracted from non-GMO food

Is there a 455 bp band from
GMO positive template and
plant primers (lane 1)?

N No conclusions can be drawn
o on the GMO status of the test
food since GMO PCR is not
working properly

No Go to step 4. Some deductions
can still be made, but no definite
conclusions can be drawn

Yes ‘

Step 4: Check PCR reactions
are not contaminated

Is there a 200 bp band from
non-GMO food and GMO
primers (lane 2)?

o |

Step 5: Check DNA was
extracted from test food

Is there a 455 bp band from test
food and plant primers (lane 3)?

Yes ‘

1 2 3 4 5 & 7

Step 6: Is test food GMO
positive?

Is there a 200 bp band from test
food and GMO primers (lane 4)?

No conclusions can be drawn on
the GMO status of the test food
since the non-GMO control is
contaminated

Yes

r—

No Go to step 6. Some deductions
can still be made, but no definite
conclusions can be drawn

No
r— [ Food is probably non-GMO* ]

Yes ‘

[ Food contains GMOs ]
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Elevvejledning

Lektion 1
Ekstraktion af DNA fra fedevaretests

Materialer pa elevarbejdspladserne:
Skruelagsror med 500uL InstaGene matrix
Baegerglas med demineraliseret vand
Pipetter

Morter og pistil

Fodevareprover med og uden GMO
Flamingoflyder

Merkepen

Felles:

Vandbad 95-100°C

Mikrocentrifuge

Veagt og vejeskale

—_—— N = DN

1
Find jeres skrueldgsror og meark det ene "non-GMO”
og det andet test”

2
Afvej 0,5-2,0g non-GMO fedevare og put det i
morteren

3
Tilset 5 mL demineraliseret vand for
hver gram foedevare

Fodvarevegt = gx5= mL vand

4
Mos med pistillen preven i mindst 2 minutter,
sa der dannes en grodagtig masse

5
Tilset samme mangde vand igen og mos videre
indtil massen er flydende nok til at afpipettere.
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6

der er maerket "non-GMO?”. I dette ror er der
allerede 500uL InstaGenemix.

Afpipetter S0uL af blandingen til skrueldgsroret, ?

7
Gentag punkt 2-5 med den foedevare, der skal
testes for indhold af GMO.

8
Overfor 50 pL af testblandingen til skruelags-
roret, der er maerket test” ),

9

Ryst og knips pa de to rer for at blande.
Stil rerene i en flyder i vandbadet p& 95°C
15 minutter

10

Centrifuger rerene i 5 minutter ved max.

hastighed (12.000 rpm). Serg for at rerene ’_%_‘
sidder symmetrisk og atbalanceret i centrifugen.

11 Y r

Gem rorene 1 koleskabet til naeste lektion

Lektion 2
PCR-reaktionen

For lektion 2:

Materialer ialt
Skruelagsror 26
PCR-ror 48
Adaptorer til PCR-ror (eppendorfrer uden lag) 48
Mastermix

GMO primere (rod)

Plante PSII primere (gron)
GMO-positiv DNA-skabelon
Elevpreverne fra forrige lektion

Pipetter 2-20uL 8
Spidser — med aerosolbarriere 8 asker
Isbad 8
Holdere til rerene 8

Merkepenne 8

pr. gruppe

1 &ske
1
1
1
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1

Nummerer PCR-rarene fra 1-6. Numrene refererer til falgende indhold:

PCR-rernummer Mastermix DNA

1 20uL Plante MM (gren) 20 pL non-GMO fedevarekontrol DNA
2 20 pL. GMO MM (red) 20 pL non-GMO fedevarekontrol DNA
3 20 pL Plante MM (gron) 20 pL Fodevaretest DNA

4 20 pL. GMO MM (red) 20 pL Fodevaretest DNA

5 20 pL Plante MM (gron) 20 uL. GMO-positiv kontrol-DNA

6 20 pL. GMO MM (red) 20 uL. GMO-positiv kontrol-DNA

2

Stil hvert PCR-ror i et eppendorfrer uden 14g ﬁ

og placer rarene i en skumholder pa is

3

Idet I folger ovenstaende oversigt tilseettes 20uLl
af den naevnte mastermix til hvert PCR-ror.

Luk PCR-rgrene

Husk at skifte pipettespids for hvert nyt ror.

4

Idet I igen folger ovenstdende oversigt tilsettes

20 pL af det nevnte DNA til hvert PCR-ror.

Husk at skifte pipettespids for hvert nyt ror.

Undga at fa InstaGene pellet fra bunden med op.
Bland forsigtigt ved at suge op og ned med pipetten.
Luk PCR-rerene.

5
Stil PCR-rerene 1 termalcykleren og start
PCR-reaktionen.

—=%



Lektion 3
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Elektroforese af PCR-produkterne

Fordel materialer til elevarbejdspladserne:

Gel 1
Prover fra forrige lektion 6
Elektroforesebuffer 350 mL
Orange G loading farve 1
PCR molekylerlineal 1
Pipette 2-20uL 1
Pipettespiser med aerosolbarriere 1
Fzlles:

Elektroforeseapparat

Stremforsyning

Farve

Kar til farvning

1

Gor elektroforeseudstyret klar.

2

Tag jeres PCR-ror fra PCR-maskinen og
placer hvert af rerene i et eppendorfror

uden 1ag.

Centrifuger kort i 3 sekunder

3

Idet der benyttes en ny pipettespids hver
gang, tilseettes10 L. Orange G loading
farve til hvert ror og bland godt.

4

Saet preverne samt molekylarlinealen
pé gelen idet folgende skema folges:

Spor Prove Volumen
1 Prove 1: Non-GMO fedevare med planteprimere 20 uL

2 Prove 2: Non-GMO fedevare med GMO-primere 20 uL

3 Prove 3: Fadevaretest med planteprimere 20 pL

4 Prove 4: Fadevaretest med GMO-primere 20 uL

5 Prove 5: GMO-positiv. DNA med planteprimere 20 pL

6 Prove 6: GMO-positiv DNA med GMO-primere 20 puL

7 PCR molekylerlineal 20 pL

8 Tom brend




5

Start elektroforesen. Spaending og tid
vil afthenge af den gelelektroforesetype
der benyttes.

6
Farv med Fast Blast Dna-farve

7
Tolk resultatet og ter eventuelt gelen.
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