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PCR og gelelektroforese — dggnrytmefors@g andreas vedel, Aalborg City Gymnasium

Formal
| dette eksperiment undersgges om genetisk polymorfi (VNTR) er associeret med dggnrytme.
| undersggelsen anvendes

e PCR til at multiplicere specifikke dele af genomet og

o gelelektroforese til genotypeidentifikation

o spgrgeskemaundersggelse til selvbedgmmelse af dggnrytme

e en anonymisering af genotypedata (aht GDPR)

Genetisk associering

De fleste faenotyper er komplekse traek med flere genetiske og miljgmaessige komponenter (dvs.
ikke bestemt af et enkelt gen). Sakaldte genetiske associeringsundersggelser bruges til at finde
kandidatgener eller genomregioner, der bidrager til en given egenskab ved at teste for en
sammenhang mellem denne egenskab og genetisk variation. En hgjere frekvens af en given allel
(eller genotype) i en prgve af individer, der udtrykker egenskaben, kan tolkes som at allelen gger
sandsynligheden for at have det specifikke traek. Genetisk associering er vanskelig at pavise
utvetydigt og kraever, at der indhentes store maengder af data for at vise en evt. statistisk signifikans.
Nar forskere benytter traditionelle gen-undersggelsesteknikker, er der en tendens til at kigge efter
mutante eller ikke-funktionelle versioner af gener for at bestemme genets funktion. Selvom dette i
mange ar har resulteret i mange relevante resultater, sa har denne tilgang primaert vaeret anvendt
pa modelorganismer dyrket i laboratorier. Det begraenser naturligvis forskernes mulighed for at
studere human genetik. Styrken i associeringsundersggelser er at man bliver i stand til at
sammenligne feenotypisk variation hos mennesker med en genetisk variation i populationer.

Hypotese

Hvilken genotype forventer du at have? Skriv om du ser dig selv som A-menneske (“morgentype”),
B-menneske ("aftentype”) eller midt imellem, og basér din forventede genotype pa din egen
vurdering (laes s. 1-2 i dokumentet "DggnrytmeBaggrundsvidenOgOpgaver” for at komme med dit
bud).

Materialer pr elevgruppe (4 personer)
e Engangs-laboratoriehandsker
e Vandfast tusch
o Lille baegerglas til affald (pipettespidser m.m.)

DNA-ekstraktion og PCR (Modul 1)

e PCR-rgr med 25 pL miniPCR EZ PCR Master Mix (eller 5 uL pr elev)

e PCR-rgr med 90 uL primere (forward og reverse) (eller 20 uL pr elev)

e Eppendorfrgr med 220 plL X-Tract Buffer (DNA ekstraktion buffer, 50 uL pr elev)
e DNA-farvestof (GelGreen)

e 2% agarose gel (én brgnd pr. elev og 1 brgnd til DNA-standard pr. gel)

e (Ca. 400 mL 1X TAE elektroforese buffer

e 4 tandstikker til kindskrab

e PCR-maskine

e Mikropipetter: Et stk 2-20 uL og et stk 20-200 pL (inkl. spidser)
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Elektroforese og aflaesning af gel (Modul 2)

e PCR-rgr med 10 pL 100 bp DNA-standard (DNA-ladder)
o Gelelektroforeseapparat med strgmforsyning

e Stgbt agarosegel (med tilsat Gelgreen)

e 400 mL fortyndet TAE-buffer

e Transilluminator til afbildning af geler

Fremgangsmade: Oversigt

Modul 1:
L_aererfOFbQFEddse*i DNA-ekstraktion i grupper af 4-6 elever (30 min) og —
Find udstyr og anonymisering af elevprgver
afpipettér reagenser.
Bl Kargering til PCR (20 min) '

PCR: Programmering og kegrsel

PCR-produkter kan opbevares ved stuetemp. op til en uge
Modul 2: eller kgler/fryser i laengere tid.
Lererforberedelse*:

fortynd TAE-buffer m Besvarelse af kronotype-spgrgeskema (10-15 min)
og stgb geler.

Paszetning af prgver og gel-elektroforese

Aflaesning af gel og dataanalyse/fortolkning

*Se sidste side i vejledningen for mere detaljeret beskrivelse af leererforberedelsen.

Fremgangsmade: Detaljeret udfgrsel
u Indsamling af kindceller og DNA-ekstraktion og anonymisering
1. Hver elev far udleveret et 200 uL tyndvaegget PCR-rgr af laeereren UDEN maerkning

2. Hver elev tilseetter 50 uL X-Tract DNA-ekstraktionsbuffer til sit eget 200 uL rgr.
Skrab indersiden af kinden flere gange med den flade ende af en steril tandstik.
Gnid forsigtigt langs kinden og pas pa ikke at perforere huden. Det skal ikke ggre ondt!

3. Dyp tandstikkeren i rgret med X-Tract DNA-ekstraktionsbuffer. Drej tandstikkeren grundigt
rundt i bufferen for at frigive celler. Observer om vaesken i rgret er blevet uklar. Ellers
udfgres endnu et kindskrab med en ny tandstik (pkt. 1-3).

Anonymiseringsprocedure:
4. Se seerskilt dokument eller spgrg din lzerer.

5. Inkubér rgrene i 10 minutter ved 95 °C i PCR-maskinen eller tilsvarende varmekilde.

6. Fjernrgr fra varmen og placer dem i et r@grstativ. Ga straks videre til pkt B.
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E Klarggring til PCR

1.

Hver elev maerker et nyt PCR-rgr (200 pL) pa siden med det laererudleverede
"prgvenummer” (f.eks. ”C8”).

Tilfgj PCR-reagenser til hvert maerket PCR-rgr:

Reagenser Meaengde pr. PCR-rgr A

SleepLabPrimer (SLP) 20 uL .

5x EZ PCR Master Mix (MM) 5 ul  Huskat skifte
pipettespids mellem

Elev DNA-ekstrakt 3uL hver tilfgrsel af

Volumenii alt 28 puL reagenser!

Bland reagenserne forsigtigt ved at pipettere op og ned 3-4 gange.
Seet omhyggeligt haetten pa dit PCR-rgr.

Serg for, at al vaeskevolumen samles i bunden af rgret.

Brug om ngdvendigt en centrifuge (1 min, 1000 rpm).

Placer rgrene i PCR-maskinens varmeblok.
Tryk hardt pa rgrhzetterne for at sikre, at de slutter taet.
Luk daekslet pa PCR-maskinen.

PCR: Programmering og kgrsel

1.

PCR-maskinen indstilles af lzereren til at afvikle flg. program:

Heated lid

Initial Final
denaturation Denaturation Annealing Extension extension

24,0 °C 94,0 °C 65.0 °C 720 °C 720 °C

30 s 20 s 20 s 20 s 30 s

MNumber of cycles 30

Nar PCR-kgrslen er afsluttet, abnes laget og gruppens PCR-rgr overfgres til en holder (ggres
af leereren, hvis PCR ikke er slut ved timens afslutning). Veaer forsigtig med ikke at rgre ved
varmeblok og metallag, som stadig kan vaere varme.

E Kronotype-sp@grgeskema og pointscore-tildeling (mens PCR foregar)

1.

Det udleverede kronotype-spgrgeskema besvares individuelt af hver elev.

Efter besvarelsen udleverer lzereren en printet udgave af dokumentet "Dggnrytme-
Pointscore” og hver elev sammentaeller sin pointscore.

Det udfyldte pointscore-papir og det besvarede spgrgeskema afleveres til laereren, der
noterer hver enkelt elevs pointscore i et Excell-regneark.
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E Pasaetning af prever og gelelektroforese

1.

Placer gelen i elektroforesekammeret. Vaer opmaerksom pa, at gelen vender rigtigt!
Brgndene skal vaere taettest pa den negative pol.

Overhald gelen med 1X TAE-buffer, sa gelen er helt nedsanket i elektroforesebuffer.
Serg for, at der ikke er luftbobler i brgndene (ryst evt. gelen forsigtigt for at fjerne bobler).
Fyld alle reservoirer i elektroforesekammeret, og tilszet lige nok buffer til at daekke gelen
og brgndene. Overfyld ikke bufferkammeret.

Overfgr DNA-prgver pa gelen saledes:
- Brgnd 1: 10 uL DNA-standard (100 bp)
- Brgnd 2-5: 14 pL PCR-produkt fra elev 1-4

- Brgnd 6: 10 uL DNA-standard (100 bp)

Bemaerk: Det er IKKE ngdvendigt at tilfgje pafyldningsfarve til dine prover.
Master Mix og DNA-standard er forblandet med pafyldningsfarve og klar til at blive pafgrt gelen!

Anbring dzaekslet pa gelelektroforesekaret.

Taend stremmen og udf@r elektroforese i ca. 30 minutter eller indtil farvestoffet er vandret
mindst halvvejs i gelen. Kontroller, at der dannes sma bobler tzet ved elektrodeklemmerne.

6. Nar elektroforesen er afsluttet, slukkes for stremmen og gelen udtages (kan evt. opbevares
i kgleskab til naeste lektion).

ﬂ Aflaesning af gel 791‘“‘-:1{’3"‘-
1. Placér gelen pa en transilluminator. .
2. Kontroller om gelen indeholder PCR-produkter. 1,000

- 900

3. Undersgg om der er tilstreekkelig DNA-bandopl@sning i - 800
100-400 bp-omradet pa 100 bp DNA-standard (se billedet til hgjre). bgg
Kgr gelen laengere, hvis det er ngdvendigt for at gge oplgsningen. [ smn
DNA-standarden skal ideelt se omtrent ud som vist pa billedet til hgjre. -

4. Bestem stgrrelsen af PCR-DNA-fragmenter ved at sammenligne _ 300
bandenes placering med stgrrelsesmarkgren (100bp DNA-standard) -
og noter genotypen for hvert elevnr.

100

5. Billedet til nederst til hgjre viser skematisk de forventede resultater.
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Bandenes intensitet afhaenger af: DNA-standard

o Effektiviteten af PCR-reaktionen

e Effektiviteten af gel-loading af
PCR-produkter

e Kvaliteten af detekteringsrea-
genserne

e Elektroforese-spaendingen og
tidsleengden af elektroforesen.
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Resultatbehandling

1.

Skriv din pointscore fra spgrgeskemaet, og hvilken type du er ifglge det. Husk forklarende
tekst.

”n . n

Tyder resultaterne fra spgrgeskemaet p3, at du er en "aften-type”, "morgen-type” eller
"mellemtype”? Stemmer dit resultat overens med hvordan du opfatter dig selv?

Hvis det antages at den genetiske associering stemmer, hvad betyder det for din
forventede feenotype?

Dine personlige data er blevet anonymiseret, sa du kender ikke din egen genotype, men
prev alligevel at beskrive og forklare nogle arsager til, at din genotype og den forventede
faenotype muligvis ikke stemmer overens.

Betragt evt. resultaterne fra andre undersggte gymnasieelever. Hvad er den
gennemsnitlige score fra spgrgeskemaet for elever, der er henholdsvis Per3*/*
homozygoter, Per3*> heterozygoter og Per3*/> homozygoter? Hvorfor er det vigtigere at se
pa gruppegennemsnit end individuelle score?

Lad os nu se pa undersggelsens data pa en lidt anderledes made.

6. Hvor mange Per3*-alleler er der i alt hos de undersggte personer? Husk, at Per3**
homozygoter hver har to alleler, mens Per3*> heterozygoter kun har én.

7. Hvor stor en procentdel af de samlede alleler udggr Per3*-alleler for hver feenotype?

8. Hvor mange Per3°-alleler er der i alt hos de undersggte personer? Husk, at Per3°/*
homozygoter hver har 2 alleler, mens Per3*> heterozygoter kun har én.

9. Hvor stor en procentdel af de samlede alleler udggr Per3°-alleler for hver faenotype?

10. Hvorfor skal man bruge store dataszet og en statistisk test for at undersgge om en genetisk
associering er sandsynlig eller ej?

Konklusion

Skriv her, om du kan be- eller afkraefte din hypotese og hvorfor. Kom ogsa ind pa, om din egen
vurdering af om du er A- eller B-menneske stemmer overens med spgrgeskema-resultatet.
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Leererens forberedelse til forsgget

Oversigt over udstyr og materialer

Udstyr der
kan kgbes
som kit!

240 plL 5xEZ PCR Master Mix

960 pL SleepLabPrimer (forward og reverse)
1,6 mL DNA ekstraktion buffer (X-Tract Buffer)
100 pL DNA-standard (100 bp DNA-ladder)

Udstyr pa de
deltagende
skoler

DNA-farvestof (fx "GelGreen x 10.000”) eller hvad man har pa skolen

10 g agarose gel (nok til 10 stk 2 % geler pa 50 mL)

100 mL 50 X TAE elektroforese buffer 2

Tandstikker til kindskrab

PCR-maskine

20-200 pL mikropipetter (én pr. elevgruppe) inkl. spidser
2-20 uL Mikropipetter (én pr. elevgruppe) inkl. spidser
En 20-200 pL leerer-mikropipette inkl. spidser

En 2-20 pL leerer-mikopipette inkl. spidser

200 pL PCR-mikrorgr (to rgr pr. elev)

1,7 mL eppendorfrgr til reagenser (to rgr pr. elevgruppe)
Gelelektroforeseapparat med strgmforsyning
Transilluminator til afleesning og dokumentation af geler?
Engangs-laboratoriehandsker

Vandfast tusch, en pr. elevgruppe (4 personer)

Lille baegerglas til affald (pipettespidser m.m.)

Veegt til afvejning af agarose

Fer modul 1 (DNA-ekstraktion og PCR)
1. Print gvelsesvejledning, spgrgeskema og pointscore
2. Meerk et eppendorfrgr med ”X” pr elevgruppe
3. Meerk et 200 pL PCR-mikrorgr med ”"SLP” pr elevgruppe
4. Meerk et 200 puL PCR-mikrorgr med "MM” pr elevgruppe
Fordel flg. til hver elevgruppe
5. 4 PCR-rgr (200 ul)

LN

Opto og overf@r 250 pl X-Tract Buffer til eppendorfrgret ”X” (eller 50 ul pr. elev)
Optg og overfgr 100 pl SleepLabPrimer til PCR-rgret ”SLP” (eller 20 pl pr. elev)
Opto og overfgr 25 uL Master Mix (“MM?”) til PCR-rgret "MM” (eller 5 pl pr elev)
Rerene med ”"X”, ”SLP” og "MM” szettes pa is indtil de skal bruges.

For modul 2 (Elektroforese)

1. Forbered elektroforese-buffer ved at fortynde 50x koncentreret buffer med

demineraliseret vand:
Eks. 500 mL 1x TAE-buffer fremstilles ved at tilfgre 10 mL koncentreret buffer til en 500 mL
malekolbe og pafylde demineraliseret vand op til stregen.
2. Til elektroforese med 8 geler (hver med et volumen pa 50 mL) fremstilles 8 x 500 mL
buffer, altsa 4,0 L fortyndet buffer.

Side 6 af 7

! Dette kit, ” miniPCR Sleep Lab” er oprindeligt indkgbt fra USA (minipcr.com), men kan fra efteraret 2021 kgbes hos
skolebutik.dk. Kontaktperson: Henrik Hgvdinghof.
2| den oprindelige forsggsvejledning fra minipcr.com anvendes TBE-buffer, men TAE-buffer er valgt i stedet fordi det
er nemmere at oplgse i forbindelse med fortyndingen og desuden kan kgbes i en mere koncentreret udgave.
Bemaerk at GelGreen, agarose og TBE-buffer kan kgbes som en samlet pakke, ”Learning Lab Companion Kit” fra
minipcr.com eller skolebutik.dk.
3 Kan fx kgbes hos www.frederiksen-scientific.dk. Hvis skolen ikke rader over en transilluminator kan man alternativt

farve gelen efter elektroforesen med fx ”Fast Blast DNA stain” der kan kgbes ved biorad.com.
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3.

10.

Fremstil 2 % agarosegel:

Til en gel med volumen pa 50 mL afvejes 1,0 g agarose, der overfgres til 50 mL fortyndet
TAE-buffer og opvarmes i mikrobglgeovn indtil agarosen er oplgst og veesken er klar og
ensartet.

Forsegl enderne af stgbeformen.

Afkgl agaroseoplgsningen i ca. 2-3 minutter ved stuetemperatur. Sving forsigtigt kolben ind
imellem for at afkgle jaevnt.

Tilszet DNA-farve til agaroseoplgsningen:

Der tilsaettes 1 pl "Gel Green 10.000X" pr. 10 ml agaroseoplgsning.

Sving forsigtigt kolben for at blande DNA-farven jeevnt i agaroseoplgsningen.

Kammen placeres i stgbeformen og agarose-buffer-oplgsningen med Gelgreen hzeldes i
elektroforesekarret.

Nar gelen er stgrknet (efter ca. 20 min) fjernes kammen forsigtigt.

Optg reret med DNA-standard og afpipetter til hver elevgruppe 12 pl til et PCR-rgr. Placer
reret pa is indtil det skal bruges.

NB! Ovenstaende beskrivelse til modul 2 er geldende for et elektroforesekammer, der kan rumme
ca. 300 mL buffer og for en gel med volumen pa ca. 50 mL.
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