Diauxisk skift hos geer Side 1 af 5

Hvordan fungerer en microarray-chip?

Af: Kresten Caesar Torp, Aalborghus Gymnasium

| denne opgave skal du afprgve, hvordan an DNA-microarray kan anvendes til at undersgge
genekspressionen hos gaerceller i to vaekstfaser.

En gaerkultur vokser i et medie der indeholder glucose. | fgrste vaekstfase udnytter cellerne
glucose, og danner ethanol og ATP. Nar glucosen er opbrugt, skifter de veekstfase, og udnytter den
dannede ethanol til at producere ATP.

| de to faser danner cellerne forskellige enzymer. Det kan undersgges hvilke enzymer de danner
ved at oprense RNA fra cellerne, og bestemme hvilke RNA-molekyler der dannes i hver af de to
vaekstfaser vha. en DNA-microaray-chip.

RNA i gaercelle der udnytter glucose RNA i gzercelle der udnytter ethanol
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| laboratoriet ggr man nu fglgende:

1. RNA oprenses fra celler fra hver af de to vaekstfaser, sa man har to prgver med RNA.

2. RNA fra hver prgve overszettes til DNA. Resultatet er DNA-stykkerne i tabellen nedenfor.

3. DNA-stykkerne i de to prgver maerkes med henholdsvis et grgnt og et rgdt farvestof, som det ses i
tabellen.

4. Prgverne blandes og pafgres chippen. Pa chippen er der pa hvert felt enkelsstrengede DNA-prober,
som repraesenterer forskellige gener.

5. Farveni hvert felt males, og forholdet mellem RNA fra de to prgver beregnes for hvert felt.

Opgave -brug klippearket

1. Klip alle DNA-stykkerne pa klippearket ud, sa du har en bunke af rgde og grégnne DNA-sekvenser.

2. Klip pladen med chippen ud.

3. Laeg hvert af DNA-stykkerne pa det felt, hvor de matcher feltets DNA-sekvens. Brug
baseparringsprincippet.

4. Noter, hvilke farver felterne pa chippen vil have: Grgnt — gult — rgdt, eller en mellemting (gul-grgn,
eller orange). Felter uden DNA forbliver sorte.

5. Aflees chippen: Optael antal DNA-sekvenser af hver farve, bundet i hvert felt. Skriv antal ind i
resultatskemaet nedenfor i kolonne 2 og 3. Du kan evt. lave dit tilsvarende ark i dit CAS-veerktgj.

6. Beregn forholdet mellem RNA i de to prgver, og skrive resultatet i kolonne 4.
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Diauxisk skift hos geer Side 2 af 5

7. Beregn hvor mange gange generne er over- eller underudtrykte, i prgve 1 i forhold til prgve 2. Det

gores ved at beregne log; til forholdet mellem rgd og grgn og skrive resultatet i kolonne 4. Det kaldes
ogsa hvor mange fold de over- eller underudtrykkes med.

8. Skriv en konklusion: Hvilke forskelle kan du se i genekspression mellem de to faser?
9. Diskuter hvad resultatet af en sadan undersggelse ville kunne anvendes til.
10. Du kan nu ga videre til at prgve metoden pa et rigtigt dataseet, hvor man automatiserer proceduren.

Det ggr du i opgaven: Databehandling af genekspression ved diauxisk skift, som du finder pa
hjemmesiden.

11. Du kan ogsa laese uddybningen af chippens farver og anvendelsen af log; i boksene nedenfor.

Resultatskema

Kolonne 1 2 3 4
Felt (allel) R G R/G Log, (R/G)
Antal rgde Antal grgnne Forhold mellem
sekvenser sekvenser red og grgn
A
B
C
D
E
F
G
H
I
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Diauxisk skift hos geer Side 3 af 5

Boks 1: Hvorfor beregner man log (a/b)?

Ved at beregne log; af forholdet mellem intensiteten af de to farver, beregner man hvor mange gange
intensiteten fordobles eller formindskes. Det kaldes pa engelsk “fold change”, et udtryk man mgder, nar
man laeser om emnet.

Fold change ggr det lettere at sammenligne gener, der udtrykkes meget forskelligt. | de to grafer
nedenfor er generne 1-8 sorterede efter forholdet mellem hvor meget de udtrykkes i situation a og i

situation b. De to grafer viser henholdsvis forholdet mellem hvor meget de udtrykkes (a/b), og fold
change, log,(a/b).
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Hvis enkelte gener har en meget hgj ekspression, vil man let overse de gener, som kun udtrykkes svagt,

nar man behandler data. Kan du fx i grafen til venstre skelne mellem hvor meget generne 1-4 udtrykkes?

Gener der kun udtrykkes svagt kan imidlertid have stor betydning. Ved at anvende fold change opnar

man, at de der kun udtrykkes svagt, vaegtes mere, og treeder de tydeligere frem.

e Forklar ud fra graferne ovenfor, hvorfor gener der kun udtrykkes svagt, vaegtes mere ved en log,-
transformation.

e Forklar, hvorfor man nemt kan overse gener, der kun udtrykkes svagt i diagrammet til venstre.

Fold og fold change

Fold change kan forveksles med ordet fold pa

danske, men er ikke det samme.

Fold er en gammel betegnelse for hgstudbytte.
Det betegner, hvor mange gange man far den
saede mangde igen. | de to tilfaelde i figuren,

vil hgsten veere henholdsvis 8 og 16 fold, men

den vil veere henholdsvis 3 og 4 fold change.

e Forklar, hvorfor udbyttet i de to tilfaelde vil
vaere henholdsvis 8 og 16 fold, men 3 og 4
fold change.

Grafik: Kresten Ceesar Torp
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Klippeark 1

Klip hver af DNA-sekvenserne fra de to prgver ud:

5’ TATTCC 3’ 5’ TATTCC 3’
5’ TTAGAC 3’ 5’ AAAGCG 3’
5’ TATTCC 3’ 5’ TATTCC 3’
5' TTAGAC 3’ 5’ AAAGCG 3’
5’ TATTCC 3’ 5’ TATTCC 3’
5' TTAGAC 3’ 5’ AAAGCG 3’
5’ GCGGCC 3’ 5'ATAAGG 3’
5' TTAGAC 3’ 5’ GGAGGC 3’
5’ TTAGAC 3’ 5’ TATTCC 3’
5’ GAGTTA 3’ 5’ AATCTG 3’
SN 5’ CCTCCG 3" |5’ CCTCCG 3
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Side 5 af 5

Diauxisk skift hos geer

Klippeark 2

Klip DNA-chippen ud, og laeg sekvenserne pa, hvor de matcher:
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