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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 forseg altid skal ske under ledelse af den ansvarlige
biologileerer, som ogsa 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/Bilag123.pdf

Tjekliste
Kittets dele
Modul 2 — oprensning

Ampicillin frysetorret 1 glas O
Arabinose frysetorret 1 glas O
LB-medium tabletter 1 tablet m
Podenale 2 pakker i
Sterile plastpasteurpipetter 40 O
Eppendorfrer — 2mL klar plast 30 i
Kulturrer, sterile 15 mL 1 pk med 25 O
Opsamlingsrer, SmL, polystyren 25 i
TE buffer (10mM Tris, ImM EDTA,

pH 8,0 steril) 1 flaske i
Lysozym — frysetorret 1 glas O
Bindingsbuffer (4M (NH4),SO4)/TE/pHS,0) 1 flaske O
Ligevagtsbuffer

(2M (NH4),S04)/TE/pH 8,0) 1 flaske i
Vaskebuffer

(1,3M (NH4)2SO4)/TE/pH 8,0) 1 flaske i
HIC kromatografi sgjler 8 m
Sejler og hatter 1 pose i
Skumholder 8 m



Neodvendigt udstyr

Plader med transformerede bakterier fra pGLO transformations kittet
UV-lampe

Mikrobglgeovn

1L erlenmeyerkolbe eller BlueCap

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

Termometer 1
Centrifuge 1
Bagerglas med vand til at rense pipetter 1
Klor

Sakse 8
Farvepenne 8
Bagepapir 8 stk
Koleskab

Fryser

Eventuelt et rystebord

N —

liter
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Oversigt over undervisningsforlebet
1.lektion:
Indledende teori om sgjleoprensning

2. lektion

Podning og vaekst af cellekulturer

For at eleverne kan ga i gang, har de brug for 2 plader med cellekulturer hhv. en LB/amp/ara og en
LB/amp plade fremstillet ved forseget "pGLO transformations kit”

3.,4 og 5. lektion

Oprensning af GFP - forsegsgange

De bakterier, der indeholder GFP, isoleres fra pladen og opformeres i LB n&ringsmedium. Ved
hjeelp 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.

Laererens forberedelsesoverblik:

Hvad skal der geres Hvornér Tidsforbrug
Lase vejledningen Straks 1 time
Fremstilling af medier 2-5 dage for 1. forsogsdag 15 minutter
Klargering af elevarbejdspladser Inden forsegsstart 5 min pr gang

Oversigt side 5 1 engelsk manual indsattes her

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

Lektion 2:
Hvad skal der gores:



=  Fremstille vaekstmedium
= Qore klar til forseget
Vigtigt: Arbejd sterilt.

Klargering af ampicillin og arabinoseoplesningerne:

Ampicillin og arabinose sendes terret i smé glas. Efter at de er blevet rehydreret skal de begge
tilsaettes til den smeltede agar og til vaekstmediet. Ampicillin er et antibiotika, der heemmer veaksten
af kontaminerende bakterier, som méatte 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.

Fremstilling af LB-medium, neringsmedium
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 Leg 1 LB-tablet i flasken og lad tabletten ligge 1 vandet 1 adskillige minutter.

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

e Afkol til 50°C og tilseet 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 i keleskab indtil brug.

e Fyld evt. nogle ekstra kulturrer med LB-medium

—

Hvad skal der gores:
e Elevarbejdspladsene klargeres. Hver gruppe skal bruge 2 stk 15 mL’s kulturrer med 2mL
LB-medium

e Udstyr: rystebord eller rystevandbad

Lektion 3

Hvad skal der gores:

Rehydrering af lysozym: Tilset 1 mL TE buffer til glasset med lysozym. Bland grundigt. Stil pa is
eller 1 koleskab indtil brug.

Elevarbejdspladserne klargeres

Lektion 4 og 5

Hvad skal der gores:
Elevarbejdspladserne klargeres

Om de enkelte trin/lektioner i forseget

Pipetten



De medfolgende sterile engangsplastpasteurpipetter har inddeling som vist pa figuren

PIPETTEBILLEDE

Selektion med antibiotika

pGLO-plasmidet, som indeholder GFP genet, indeholder ogsé genet for beta-lactamase, som gor
bakterierne resistente mod antibiotikaet ampicillin. Det vil sige, at kun transformerede bakterier kan
vokse pd medier indeholdende ampicillin.

bakterieprofeiner arabinosepromotor protein

Bakteriel kromosomDNA beta-lactamase GFP

Genregulering — operonmodellen

Hvorvidt genet for GFP udtrykkes athanger af arabinosepromotoren. Det betyder, at kun safremt
der er arabinose i mediet, vil der dannes fluorescerende bakterier, som lyser grent. Dette kan ses pa
LB/amp/ara-pladerne. Pa plader, der kun indeholder LB og ampicillin vokser bakterierne, men lyser
ikke grent. Se appendiks D

I dette kit udnyttes denne egenskab, idet man kan se, at safremt hvide kolonier dyrkes i LB/amp/ara
medium vil bakterierne teende for GFP-genet. Eleverne vil vaekke det sovende GFP-gen.
Tilsvarende dyrkes ogsa grenne fluorescerende bakterier i LB/amp/ara medium og her forbliver
GFP “vagent”. Begge steder vil der kunne observeres lysende gront.

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 p4, 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 2 skal bakterierne sorteres fra vaekstmediet. Dette gores ved centrifugering.

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



Kolonier med bakterier med GFP Transformeret bakterie

Behandling af bakterierne med lysozym, siledes at GFP kan frigoeres til proteinkromatografi.
Det er vigtigt, at hele pellet resuspenderes i TE buffer.

Frysning og lysozymet odelaegger tilsammen cellevaeggene

Lysozymet edelegger, lyserer, bakteriernes cellevagge, hvorved cellens indhold frileegges 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 overfores
supernatanten til et nyt eppendorfrer.
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Resuspenderet bakteriel pellet bakteriel pellet med cellevaegge 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 teet pakkede hydrofobe perler. Nar disse perler befinder sig i saltvand vil hydrofobe
proteiner som GFP heafte sig fast til perlerne, hvorimod andre proteiner vil passere uhindret gennem
sojlen. Nar saltvandet efterfolgende fjernes vil GFP-strukturen &ndres, s de ikke laengere er sa
hydrofobe, hvorfor de vil slippe taget og kere ud af sgjlen.

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

Ligevagtsbuffer: Serger for at der er ligevagt 1 sejlen for brug

Bindingsbuffer: Tilsattes til bakterie GFP-proteinblandingen, s& der opnds samme saltkoncentration
som 1 ligevaegtsbufferen

Vaskebuffer: Serger for at ikke bundne eller svagt bundne proteiner vaske ud af sgjlen
Udvasknings buffer (elueringsbuffer): Lasner GFP fra sgjlens materiale, s GFP kan opsamles.

Vigtige tricks:

1

Placer forsigtigt sejlen i et opsamlingsrer. Sejlen og opsamlingsraret mé ikke lukke for tet
sammen, da det vil forhindre vaeskestrammen. Sat 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 opstér der et tryk, der presser vasken igennem

3

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



Efter forsoget

Alle materialer, der har haft berering med bakteriekulturerne skal efter forsegget
destrueres. Brugte pipettespidser mm. autoklaveres. Bakteriekulturerne kan slas ihjel
ved at blive lagt i klor-bad 1-2 dage.

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

Tag pladerne ud af varmeskabet og tjek resultatet vha. UV-lampen. _
Find p4 LB/amp/ara pladen grenne fluorescerende kolonier, der -
ikke rerer andre kolonier. Mark disse kolonier med en tusch pé o0

pladens bund.
Mzark med en anden farve tilsvarende flere hvide kolonier pa
LB/amp-pladen

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

2 9

3

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

4

Overfor med en ny steril podendl en hvid koloni til reret
merket ’-”. Lad podendlen sno mellem dine fingre, sé hele
kolonien overfores til glasset.




5

Luk rerene og stil rerene i rystevandbad ved 32°C og

inkuber i 24 timer eller inkuber ved stuetemperatur i 2 dage, > 32°C
helst pé rystebord

Opkoncentrering af bakterier — klargoring til oprensning af GFP
1

Mzark et eppendorfrer med -+ samt dit navn.

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

2

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

3

Held supernatanten fra og observer pellet under UV-lys ’\/é" E=9
A
b

4
Overfor 250uL TE buffer. Resuspender pellet grundigt ved at suge
op og ned med pipetten
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5

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

Kig pé reret under UV-lys.

D,

|
\
- b
«WCiD
U
6
Put reret 1 fryseren indtil neste gang. Den lave temperatur fir cellerne
til hurtigt at gé 1 stykker i cellemembranen Frys
Andet trin i klargoringen til oprensning af GFP — bakteriel lysering
1
Tag eppendorfroret fra fryseren og to det ved at holde det 1 hdnden. To - [i]

Centrifuger i 10 minutter ved 10.000 rpm



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

3

Gor sojlerne klar ved at tilstte 2mL ligevaegts buffer. Tilset 1 mL
ad gangen. Lad bufferen lgbe igennem indtil den gverste kant nér
ImL market. S@t bund og top pa sejlen. Opbevar sgjle ved
stuetemperatur indtil naeste gang

4
Naér centrifugeringen er ferdig tjekkes eppendorfreret med
UV-lys.

Overfor med en ny pipette 250puL af ”+” supernatanten

til et nyt eppendorfror.

5

Med en renset pipette overfores nu 250uL bindingsbuffer til
eppendorfreret med “+”’supernatanten.

Luk roret og stil det i kaleskab til naste gang

Proteinoprensning med sajlekromatografi

1

Mzark 3 opsamlingsrer med 1, 2 og 3. Stil dem i en holder.
Fjern bunden fra sgjlen og stil den i opsamlingsglas 1.

Naér det sidste buffer nar til sgjlematrix, fortsattes til neste
punkt
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2

Med en ny pipette overfores forsigtigt og roligt 250 pL
fra ”+” supernatanten til sgjlen.

Hold pipettespidsen langs siden af sgjlen og lad
supernatanten

glide ned langs siden.

Undersog sgjlen vha. UV-lys.

Naér det ikke drypper mere flyttes sejlen til
opsamlingsglas 2

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

4

Med en rengjort pipette tilsettes 750 uL. TE-buffer
(udvaskningsbuffer eller elueringsbuffer) til sgjlen.
Lad hele indholdet lobe igennem.

Undersog sgjlen med UV-lys.

5

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

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



