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Kopiering kun tilladt til undervisningsbrug

Brugen af dette kit til undervisningsbrug skal varetages af en biologilaerer, som har
en biologisk uddannelsesbaggrund, der mindst svarer til biologi som sidefag med
mikrobiologi og som har gennemfort en af Arbejdstilsynet godkendt efteruddannelse
i eksperimentel genteknologi.

Ved brug i forbindelse med tvaerfagligt samarbejde skal det praciseres, at
genteknologiske forsog altid skal ske under ledelse af den ansvarlige biologileerer,
som 0gsi er den lzerer, der underskriver indberetningsskemaet sammen med
rektor/forstander.

Indberetningen skal sendes til UVM SENEST 3 uger forud for arbejdet med
eksperimenterne.

Links:

Indberetningsskema:
http://us.uvm.dk/gymnasie/almen/projekter/biologi/Indbskema.pdf
Indberetningsskema bilag:
http://us.uvm.dk/gymnasie/almen/projekter/biologi/Bilagl123.pdf




Tjekliste

Kittets dele

Modul 1 — kloning og screening
Bakterier frysetorrede

LB-agar tabletter

Petriskale 60mm sterile
Podenale, pakke med 10

Sterile plastpasteurpipetter
Modul 2 — oprensning
Ampicillin frysetorret

Arabinose frysetorret
LB-medium tabletter

Podenéle

Sterile plastpasteurpipetter
Eppendorfrer — 2mL klar plast
Kulturrer, sterile 15 mL
Opsamlingsrer, SmL, polystyren
TE buffer (10mM Tris, ImM EDTA,
pH 8,0 steril)

Lysozym — frysetorret
Bindingsbuffer (4M (NH4),SO4)/TE/pHS,0)
Ligevagtsbuffer

(2M (NH4),S0O4)/TE/pH 8,0)
Vaskebuffer

(1,3M (NH4)>SO4)/TE/pH 8,0)
HIC kromatografi sejler

Sejler og hatter

Skumbholder

Nodvendigt udstyr

UV-lampe

Mikrobglgeovn

1L erlenmeyerkolbe

250 mL erlenmeyerkolbe

100 mL og 250 mL malecylindere
Destilleret eller demineraliseret vand
Varmeskab 37°C

Termometer

Centrifuge

Bagerglas med vand til at rense pipetter
Klor

Sakse

Farvepenne

Bagepapir

Koleskab

Fryser

Eventuelt et rystebord

Oversigt over undervisningsforlebet

1.lektion:
Indledende case og teori.
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P4 sin tur i regnskoven i Andesbjergene for at finde nye midler mod kraeft opdager og plukker Tisha
nogle gronne blade, som hun bringer med tilbage til laboratoriet. Her opdager forskerne, at bladene
indeholder et gront fluorescerende protein (GFP)

2. og 3. lektion

Overforsel af GFP til bakterier. Forsegsgange

DNA fra bladene klippes med restriktionsenzymer og vha. plasmider overfores DNA til bakterier. Kun de
bakterier, der indeholder GFP vil efterfalgende lyse gront, nir de holdes under UV-lampen.

Figuren viser processen:

FIGUR (s3)

For at finde de modificerede bakterier skal eleverne foretage pladestrygning. Bakterierne spredes pa LB-
agarplader (nzring for bakterier).

bakterieprotginer arabinosepromotor protein

Bakteriel kromosomDNA beta-lactamase GFP

4.,5. og 6. lektion

Oprensning af GFP - forsegsgange

De bakterier, der indeholder GFP, isoleres fra pladen og opformeres i LB n&ringsmedium. Ved hjalp af
en simpel teknik, hvor der bruges kromatografisejler, er det nu muligt at adskille kontaminerende
bakterieproteiner fra GFP. Hvis GFP skal bruges 1 videre forskning, skal det testes yderligere

Lektion 7
Afprevning og blindtest
I denne lektion afpreves proteinets sikkerhed

Afslutning

Etik og ekonomi

Der afsluttes med etisk og ekonomisk debat over emnet fremstilling af nye medicintyper. Rollespil,
dilemmaspil mm

Laererens forberedelsesoverblik:

Hvad skal der geores Hvornar Tidsforbrug
Las vejledningen igennem straks 1 time
Fremstilling af agarplader 2-5 dage for 1. forsagsdag 1 time
Fremstilling af medier 2-5 dage for 1. forsegsdag 15 minutter
Rehydrere bakterier pa forsegsdagen 5 minutter
Klargering af elevarbejdspladser Inden forsegsstart 5 min pr gang

Oversigt side 7 1 engelsk manual indsattes her



Lzererens forberedelse
I dette afsnit beskrives leererens forberedelser op til de enkelte forsegslektioner

Lektion 2:
Hvad skal der gores:
= Fremstille agarplader
= Fremstille vekstmedium
= Rehydrere bakterierne
=  QGore klar til forsoget
Vigtigt: Arbejd sterilt.

Klargering af ampicillin og arabinoseoplosningerne:

Ampicillin og arabinose sendes torret i sma glas. Efter at de er blevet rehydreret, skal de begge tils®ttes
til den smeltede agar og til vaekstmediet. Ampicillin er et antibiotika, der heemmer veaksten af
kontaminerende bakterier, som métte komme fra omgivelserne. Arabinose er en sukker, som pavirker
promotoren og dermed starter dannelsen af GFP i de klonede celler. Se appendiks A og B

e Med en steril pipette overfores 3 mL TE buffer direkte til glasset med ampicillin. Luk glasset og
bland grundigt — brug evt. en vortexer.

e Med en ny steril pipette overfores 3 mL TE buffer til arabinosen og ogsé dette glas blandes
grundigt. Det tager ca. 10 minutter for arabinosen at blive oplest.

FIG

Stebning af agarplader
Denne del af forberedelsen skal foretages mindst 2 dage for forsegsdagen.
Agarpladerne bliver bedst, hvis de star 2 dage ved stuetemperatur efter stobningen. Hvis pladerne ikke
skal bruges efter 2 dage, men forst senere, kan de opbevares i keleskab i op til 3 méneder. Stak pladerne
og leg dem i en plastpose. Stil pladerne med bunden 1 vejret.

e Tagen 1L erlenmeyerkolbe eller BlueCap flaske og tilset 260mL demineraliseret vand. Opvarm

til kogepunktet.
o Tilset 5 LB-agar tabletter og lad dem ligge 1 det varme vand 1 20 minutter.

—

e Opvarm til kogepunktet — brug en mikrobglgeovn, men opvarm kun 30 sekunder ad gangen. Den

smeltede agar koger let over. Gentag indtil blandingen er klar. Slutvolumet skulle gerne vere

250mL.

Afkel agaren til 50 °C (hvis temperaturen er hgjere vil ampicillinen og arabinosen gdelaegges)

Med en steril pipette overfores 2,5 mL ampicillinoplesning til agaren

Med en steril pipette overfores 2,5 mL arabinoseoplesning til agaren.

Steb 20 agarplader. Husk at agaren storkner ved 27°C. Petriskalene fyldes ca. 1/3 op (10-12 mL).

Laeg lag pa og lad pladerne storkne (ca. 20 minutter)

e Lad pladerne sta ved stuetemperatur i 2 dage. Derefter kan de opbevares i keleskab med bunden 1
vejret og forseglet i en plastpose.



e Mazerk pladerne ”LB/amp/ara”
FIGUR m. plader (s.11)
Den overskydende mangde ampicillin og arabinose skal bruges ved fremstillingen af naringsmedium.

Fremstilling af LB-medium, naeringsmedium
Vigtigt: Der skal arbejdes sterilt, nir LB-mediet fremstilles

e Tilsaet 55 mL demineraliseret vand til en 250 mL erlenmeyerkolbe eller BlueCap flaske. Varm op
til kogepunktet.

e Lag 1 LB-tablet i flasken og lad tabletten ligge 1 vandet 1 adskillige minutter.

e Opvarm til kogepunktet — fx 30 sekunder ad gangen 1 mikrobglgeovnen, indtil tabletten er oplest
og blandingen klar.

e Afkel til 50°C og tilsat de resterende 0,5 mL ampicillin og 0,5 mL arabinose til flasken

e Overfor med en steril pipette 2mL af LB-mediet til hvert af de 16 kulturrer. Opbevar kulturrerene
1 kaleskab indtil brug.

e Fyld evt. nogle ekstra kulturrer med LB-medium

Klargering af bakterierne
Bakterierne rehydreres forst umiddelbart for forsegsstart for at mindske risikoen for kontaminering.
e Tilsaet 250 uLL TE buffer til glasset med bakterier. Bland forsigtigt. Bakterierne vil bundfaldes
hurtigt, hvorfor det er vigtigt at blande igen, for der tages prover til udpladning

Lektion 3
Hvad skal der gores:
e Elevarbejdspladsene klargares — hver gruppe skal bruge 2 stk.15mL kulturrer med 2mL LB-
medium
e Udstyr: rystebord eller rystevandbad

Lektion 4

Hvad skal der gores:

Rehydrering af lysozym: Tils@t 1 mL TE buffer til glasset med lysozym. Bland grundigt. Stil pd is eller 1
keleskab indtil brug

Elevarbejdspladserne klargeres

Lektion S og 6
Hvad skal der gores:
Elevarbejdspladserne klargeres

Om de enkelte trin/lektioner i forseget

Pipetten
De medfelgende sterile engangsplastpasteurpipetter har inddeling som vist pa figuren

PIPETTE

Udstrygning af bakteriesuspension pa agarplader.

Serg for at eleverne folger vejledningen grundigt. Instruer eleverne i, at podenélshovedet skal vare tomt
for bakteriesuspension, nér de er feerdige med udstrygningen.

De enkelte bakterier vil danne kolonier og disse kolonier kan efter 24 timer indeholde op til flere
millioner identiske celler.



Kolonier med bakterier med GFP Transformeret bakterie

Kittet indeholder 4 ekstra plader, som kan bruges til at demonstrere udstrygningen

Isolering af en enkelt bakteriekoloni

I lektion 3 skal eleverne isolere én enkelt gront fluorescerende koloni fra deres agarplade. Det er vigtigt at
der arbejdes sterilt og at de er helt sikre pd, at den isolerede koloni ikke har berering med andre kolonier.
Bakteriekolonien overfores til et kulturrer med LB-medium og vokser videre der.

Bakterierne sorteres fra

I lektion 4 skal bakterierne sorteres fra vaekstmediet. Dette gares ved centrifugering.

Efter centrifugeringen ses bakterierne som pellet i bunden af centrifugereret. Hvis man eksponerer pellet
for UV-lys, vil det lyse fluorescerende gront.

FIGUR (s14)

Behandling af bakterierne med lysozym (lysering af bakterierne), siledes at GFP kan frigores til
proteinkromatografi.

Det er vigtigt, at hele pellet resuspenderes i1 TE buffer.

Frysning og lysozymet odelaegger tilsammen celleveeggene, dvs. lyserer bakterierne.

Lysozymet edelegger bakteriernes cellevaegge, hvorved cellens indhold frilegges og det er fra denne
blanding at GFP skal adskilles. GFP er meget mindre end de andre cellekomponenter og vil derfor
befinde sig i supernatanten efter centrifugering. Med en steril pipette overferes supernatanten til et nyt
eppendorfror.

+ lysozym +frysning og centrifugering
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Resuspenderet bakteriel pellet bakteriel pellet med cellevagge og andet

Proteinkromatografi

Bakterierne indeholder tusindvis af forskellige proteiner og GFP skal nu adskilles fra de andre proteiner.
Hydrofobisk Interaktions kromatografi (HIC):

GFP har en sterkt hydrofob overflade og denne egenskab udnyttes ved kromatografien. I sgjlerne
befinder der sig tat pakkede hydrofobe perler. Nar disse perler befinder sig 1 saltvand vil hydrofobe
proteiner som GFP hzafte sig fast til perlerne, hvorimod andre proteiner vil passere uhindret gennem
sojlen. Nar saltvandet efterfolgende fjernes vil GFP-strukturen @&ndres, sa de ikke leengere er s
hydrofobe, hvorfor de vil slippe taget og kere ud af sgjlen.

Der benyttes 4 forskellige buffere for at fa denne proces til at kere:



Ligevaegtsbuffer: Serger for at der er ligevagt i sgjlen for brug

Bindingsbuffer: Tilsattes til bakterie GFP-proteinblandingen, sa der opnds samme saltkoncentration som
1 ligevagtsbufferen

Vaskebuffer: Serger for at ikke bundne eller svagt bundne proteiner vaske ud af sgjlen

Udvasknings buffer (elueringsbuffer): Lasner GFP fra sgjlens materiale, si GFP kan opsamles.

Vigtige tricks:

1

Placer forsigtigt sejlen i et opsamlingsrer. Sejlen og opsamlingsreret mé ikke lukke for teet sammen, da
det vil forhindre vaskestrommen. Szt evt. et lille stykke papir mellem de to.

2

Flowhastigheden ved elution (udvaskningen) af GFP kan gges ved at satte top-laget tet fast pa sojlen.
Derved opstar der et tryk, der presser vaesken igennem

3

Sejlerne er designet til at dryppe roligt. Hele kromatografiprocessen ber tage 20-30 minutter. Det er
vigtigt at der ikke flyttes pa sgjlerne, nar processen er i gang

Efter forsoget
Alle materialer, der har haft berering med bakteriekulturerne skal efter forseget destrueres.

Brugte pipettespidser mm. autoklaveres. Bakteriekulturerne kan slas ihjel ved at blive lagt
1 klor-bad 1-2 dage.



Elevvejledning

Opformering af bakterier — bakterieveekst- lektion 2

11{01d glasset med bakteriesuspensionen lodret. Dyb en steril podenal i glasset. Fyld gjet i podenilen.

2Abn petriskdlen og spred bakterierne pa pladen ved med blede beveagelser at tegne pa agaroverfladen som
vist pd tegningen

13{0ter pladen 45° og stryg igen. Lad podendlen hente bakterier fra de forste stryg igen

éentag punkt 1-4 med den anden LB/amp/ara plade, men med samme podenél

Isnkuber pladerne ved 37°C til naeste dag. Stil pladerne med bunden i vejret i varmeskabet

Screening af bakteriekulturerne og videre veekst i flydende medium — lektion 3:
1

Tag pladerne ud af varmeskabet og tjek resultatet vha. UV-lampen. Find
gronne fluorescerende kolonier, der ikke rorer andre kolonier. Merk disse _
kolonier med en tusch pa pladens bund. -
Mzark med en anden farve tilsvarende flere hvide kolonier

2
Tag 2 kulturrer med LB-medium. Merk de to rer hhv. 7+ og

29 9

3

Overfor med en steril podenal en gron koloni til kulturreret maerket
Lad podenédlen sno mellem dine fingre, sa hele kolonien overfores til
glasset.

4

Overfor med en ny steril podenal en hvid koloni til reret market
Lad podenélen sno mellem dine fingre, sé hele kolonien overfores til
glasset.

29 9

5
Stil rerene i rystevandbad ved 32°C og inkuber i 24 timer eller

inkuber ved stuetemperatur i 2 dage, helst pa rystebord 2> 32°C

Opkoncentrering af bakterier — klargoring til oprensning af GFP
1

Merk et eppendorfrer med ”+” samt dit navn.

Tag kulturrerene fra rystebadet og se pa rerene i UV-lys. Noter
resultatet.




Overfor 2 mL fra reret market”+” til eppendorfroret maerket +.
Centrifuger 1 5 minutter ved 10000rpm. Rens pipetten med vand
og brug den i de folgende trin

3
Held supernatanten fra og observer pellet under UV-lys

4
Overfor 250uL TE buffer. Resuspender pellet grundigt
ved at suge op og ned med pipetten

5
Med en ren pipette tilsettes 1 drdbe lysozym til det resuspenderede
pellet. Bland indholdet grundigt ved at knipse pé roret.

(>_—-_

6
Put reret 1 fryseren indtil neste gang. Den lave temperatur

far cellerne til hurtigt at ga i stykker 1 cellemembranen Frys

Andet trin i klargoringen til oprensning af GFP

1

Tag eppendorfroret fra fryseren og te det ved at holde
det i handen.

Centrifuger 1 10 minutter ved 10.000 rpm

2.
Gor sgjlerne klar: Fjern toppen og knak bunden af. Lad al
vaske lobe ud af sgjlen. Det tager ca. 3-5 minutter

3

Gor sgjlerne klar ved at tilsette 2mL ligevagts buffer.
Tilset 1 mL ad gangen. Lad bufferen lobe igennem indtil
den gverste kant ndr 1mL market.

Saet bund og top pa sejlen.

Opbevar sgjle ved stuetemperatur indtil neste gang




4

Nér centrifugeringen er feerdig tjekkes eppendorfreret med UV-lys.
Overfor med en ny pipette 250uL af ”+” supernatanten til et nyt
eppendorfror.

5

Med en renset pipette overfores nu 250uL bindingsbuffer til
eppendorfreret med “+”’supernatanten. Luk roret og stil det 1
koleskab til neste gang

Proteinoprensning med sajlekromatografi

1

Mzark 3 opsamlingsrer med 1, 2 og 3. Stil dem 1 en holder.

Fjern bunden fra sgjlen og stil den i opsamlingsglas 1.

Nar, det sidste buffer ndr til sejlematrix, fortsettes til naste punkt

2

Med en ny pipette overfores forsigtigt og roligt 250 uL fra ”+”
supernatanten til sejlen. Hold pipettespidsen langs siden af segjlen
supernatanten glide ned langs siden. Underseg s@jlen vha. UV-lys.
Naér det ikke drypper mere flyttes sgjlen til opsamlingsglas 2

3

Med en renset pipette tilsaettes 250 pL. vaskebuffer. Lad hele
indholdet lobe igennem. Undersog atter sojlen med UV-lys.
Flyt sgjlen til opsamlingsglas 3

pdl

4

Med en rengjort pipette tilsettes 750 pL TE-buffer (udvasknings-
buffer eller elueringsbuffer) til sgjlen. Lad hele indholdet

lobe igennem. Undersog sojlen med UV-lys.




5

Undersog igen alle 3 sgjler med UV-lys.
Noter resultatet.

Luk rerene med parafilm og opbevar dem 1
koleskab til naeste gang



