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Undersggelse af dggnrytmerelaterede genotyper i klassen
Af: Kresten Caesar Torp, Aalborghus Gymnasium
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Baggrund

Genet Per3 koder for proteinet Per3, som indgar i reguleringen af dggnrytme.

Undersggelser har peget pa at forskellige alleler af genet, Per3* og Per3°, sandsynligvis er
associerede med en persons kronotype, dvs. hvilken gruppering af foretrukken dggnrytme man
placeres i. Det man populsert omtaler som A- eller B-mennesker.

Genet Per3 indeholder et VNTR-omrade. Dvs. et omrade med Variable Nuclear Tandem Repeats. |
et sadan omrade er en kort sekvens (her pa 54 bp) gentaget et antal gange, og antallet af gange
varierer mellem forskellige alleler i befolkningen.

De to alleler Per34 og Per3°, vist i figur 1, adskiller sig ved at have henholdsvis 4 og 5 gentagelser
(repeats).
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Figur 1.
De to alleler og de resulterende PCR-produkter.

Vi har alle faet en allel fra hver foraeldre, enten to Per3?, to Per3° eller en af hver. Dvs. at man kan
vaere en af genotyperne: Per3%*, Per3%* eller Per3*”.

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 (lees s. 1-2 i dokumentet "DggnrytmeBaggrundsvidenOgOpgaver” for at komme med dit
bud).

Undersggelsesprincip

| undersggelsen skal vi bestemme allelhyppigheden af allelerne Per3* og Per3°i en
befolkningsgruppe i klassen. Prgverne anonymiseres f@r vi registrerer dem i en database.
Resultatet sammenligner vi med tal fra andre undersggelser.

Undersggelsen bestar af fem trin:

1. Besvarelse af spgrgeskema

2. Anonymisering af prgver

3. Oprensning af DNA fra kindceller, anonymisering og opformering af CCR5-allelen ved Polymerase
Chain Reaction (PCR).

4. Gelelektroforese af de opformerede alleler og identifikation af personernes genotyper.

5. Analyse af resultater: Beregning af allelfrekvenser, genotypefrekvenser og feenotypefrekvenser og
sammenligning med databaser.

Ved PCR-processen opformeres et stykke af allelen som indeholder VNTR-omradet. PCR-
produktet, dvs. den DNA-sekvens der opformeres, afgraenses af de to anvendte primere, forward-
og reverse-primer, som vist i figur 1. De to opformerde sekvenser er pa 230 basepar for Per3* og
284 bp for Per3>.

Primerne har fglgende DNA-sekvens:

Forward-primer: 5’-CAAAATTTTATGACACTACCAGAATGGCTGAC-3’
Reverse-primer: 5’-AACCTTGTACTTCCACATCAGTGCCTGG-3’

Ved gelelektroforese adskilles DNA af forskellige leengder. Dvs. at man kan identificere hvilke af de
to alleler der forefindes i hver prgve, og personernes genotyper kan identificeres.
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Ved analyse af resultater optzelles hvor mange personer der findes i hver genotype. Resultaterne
samles i en database. Herefter beregnes hyppighederne af feenotyper, genotyper og alleler i

befolkningsgruppen.

e Angiv i skemaet hvilke band du forventer at finde i gelen hos personer med hver af de tre mulige

Band (saet kryds hvor du forventer band i
gelen ved gelelektroforese)

230 bp

284 bp

Opgave:
genotyper:
Genotype
Per3#*
Per3%*
Per3**
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1. Besvarelse af spgrgeskema
Spgrgeskemaet besvares mens du venter pa prgven i varmeblokken i 15 minutter

2. Anonymisering

1. Hver elev traekker et nummer, som skal anvendes til udfyldelse af spgrgeskemaet, og det er
nummeret pa prgven under DNA-oprensningen. Din laerer md ikke se dit nummer, dine
gruppemedlemmer md godt.

2. Nar du efter DNA-oprensningen afleverer din prgve i et umaerket rgr, seetter du deni et
nummereret hul i eppendorfrgr-holderen. Din laerer tildeler nu hvert nummer en bogstavkode,
som skrives pa rgret. Den kan nu relateres til spgrgeskemaet, men ikke til eleven.

3. Oprensning af DNA og opformering ved PCR

Materialer

e Baeger med 10 mL 0,9 % NaCl-oplgsning per elev

e 2 stk. 1,5 mL eppendorf-rgr per prgve. Maerkes med elevernes prgvenummer.

e 200 plL InstaGene Matrix per elev i eppendorfrgr med skruergr. Maerkes med prgvenummer. Indeholder
smd magnetiske perler, som binder salte ol., som senere vil kunne h&emme PCR-processen.

e Isbad

e Varmeblok 95 °C. Varmen dbner cellerne, s DNA diffunderer ud, og denaturerer DNAser (DNA-
spaltende enzymer) fra cellerne.

e 1stk. 0,2 mL umarket PCR-r@r per prgve.

e 30 L Primer- og Mastermix per prgve (i eppendorfrgr maerket: PMM). Indeholder 25 ulL Mastermix
(Nucleotider og DNA-polymerase), 2,5 ulL Forward-primer og 2,5 ulL Reverse-primer.

e Mikropipetter til 20-1000 pL og tilhgrende spidser

e Affaldsglas

e Centrifuge (feelles)

e Termocycler til PCR (fzelles).

Sikkerhed
Skyllebaeger og eppendorfrgr indeholder vaev fra mennesker og derfor en potentiel smitterisiko.
De indsamles og bortskaffes derfor efter anvendelse.

Fremgangsmade

Indsamling af pr@ver og oprensning af DNA

1. Skyl munden grundigt i de 10 mL 0,9 % NaCl-oplgsning. Sgrg for at massere lidt pa kinderne med
teenderne.

2. Spyt preven tilbage i baegeret.

Overfgr 1 mL af prgven til et eppendorfrgr maerket med dit nummer.

4. Centrifuger prgven ved 12000 rpm i 2 min. Husk at afbalancere centrifugen med en tilsvarende prgve
overfor!!

5. Du skal nu gerne kunne se en hvid pellet pa siden af rgret pa stgrrelse med et teendstikhovet. Den
indeholder dine kindceller med DNA. Er pellet for lille gentages punkt 6+3+4+5.

6. Fjern supernatanten ved at haelde den ud. Dup lidt mere ud pa lidt papir. Der vil veere en drabe tilbage i
bunden sammen med pellet (< 50 pL).
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7. Resuspender pellet i den tilbageveerende drabe ved at vortexe eller stryge hen ad rgrholderen. Der ma
ikke vaere klumper tilbage.

8. Overfgr 20 plL prgve (ca. det hele) til rgret med InstaGene Matrix (IGM). Luk rgret og bland ved vortexe
eller knipse pa siden. Maerk rgret med dit nummer.

9. Inkuber rgrene ved 95 °Ci 15 min. i varmeblokken. Efter 5 min tages prgven kortvarig op og mikses ved
at knipse pa siden af rgret, hvorefter det saette stilbage. Brug ventetiden til at udfylde spgrgeskemaet.
Meerk det med dit elevnummer.

10. Vortex prgven ved hgj hastighed i 10 sek. Pr@ven opbevares fra nu af pa is.

11. Centrifuger prgven ved 12.000 rpm i 3 min. Husk at afbalancere centrifugen!

12. Overfgr 100 pL af supernatanten til et nyt umaerket eppendorfrgr. Undga at overfgre pellet!

13. Placer din prgve i klassens eppendorfrgrholder ved dit nummer.

14. Den bliver nu tildelt en bogstavkode, som kan saettes i forbindelse med dit nummer og spgrgeskemaet,
men som ikke kan relateres til dig.

Klarggring af praver til PCR

Husk at opbevare prgverne pa is.

15. Alle prgver meerkede med bogstavkode blandes i en skal.

16. Vlg en prgve. Du arbejder nu videre med denne prgve. Husk at maerke de efterfglgende rgr med
bogstavkoden.

17. Meerk et PCR-rgr med bogstavkoden. Skriv pa siden af rgret. Maerkning pa laget kan ga af i PCR-
maskinen.

18. Med en pipette overfgres 30 pL primer-mastermix (PPM) til pcr-rgret maerket med bogstavkode.

19. Overfgr 20 uL prgve til rgret.

20. Prgven opblandes i PCR-rgret ved at pipettere op og ned et par gange.
Husk at skifte pipettespidser mellem hver prgve!

21. Laget lukkes godt og anbringes igen pa is.

Opformering af prgver ved PCR

22. Tap rgret ned i bordpladen, sa dens indhold samles i bunden af PCR-rgret.
23. Placer det i termocycleren. Tjek at Idget er fast lukket -det skal klikkes pa.
24. Termocycleren indstilles pa fglgende program og teendes:

Step Antal cykler | Temperatur (°C) Tid

1. Indledende denaturering 1x 94 2 min

2a. Denaturering 35x 94 30 sek
2b. Annealing 52 30 sek
2c. Polymerisering 72 30 sek

3. Afsluttende polymerisering | 1x 72 10 min

4. Hold 1x 4 Uendeligt

4. Bestemmelse af genotyper ved gelelektroforese

Materialer

e 2% Agarose-gel i TAE-buffer tilsat SYBRsafe- eller GelGreen- DNA-stain (1 uL/10 mL agarose)
(forberedes af laerer). DNA-stain farver DNA, sa bandene i gelen kan ses under uv-lys.

e Gel-load markgr (hvis den ikke er tilsat mastermix). Gel-load er en farve som viser, hvor langt prgven er
Igbet i gelen.

e DNA-stgrrelsesmarkgr, 100-1000 bp (i faelles eppendorfrgr)
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e 5 0g 30 pulL automatpipetter med pipettespidser og gel-load-spidser.
o Affaldsglas.
o Gelelektroforesekammer, stgbekasser, kamme og stremforsyning
o TAE-buffer til elektroforesekammer.
e Papir med skitse af gelen til notering af hvor prgverne loades.

Fremgangsmade

Stgbning af geler

1. Agarosen smeltes i mikrobglgeovnen

Agarosen afkgles til ca. 65°C og tilsaettes SYBRsafe, (af laerer)

Gel-bakken lukkes i enderne og kammene anbringes i minus-enden —anvend siden med 10 brgnde.
Agarosen (ca. 60 mL) haeldes i gel-bakken til lige ved overfladen

Mens agarosen stgrkner klarggres prgverne, og alle gver sig i at loade geler.

vk wN

Treening i gel-load

Alle treener, hvordan man loader geler. Det ggres i plasticgeler med en traenings-dye.

| de rigtige geler er det vigtigt at fa prgven forsigtigt afpipetteret i brgnden. Det er ogsa vigtigt ikke
at prikke hul i bunden af brgnden. Stgt pipettehanden med den anden hand.

Forberedelse og loadning af prgve

1. Fjern enderne pa gel-bakken og monter gelen i elektroforesekammeret. Husk at brgndene skal veere
ved minus-polen.

2. TAE-buffer haeldes i kammeret, sa det netop daekker gelen.

5 uL DNA-stgrrelsesmarkegr loades i fgrste bane af hver gel.

4. Hvis der ikke er tilsat gel-load i Mastermix: 5 pL Gel-load tilsaettes hver prgve — husk at skifte
pipettespidser!

5. Prgverne (25 ulLi alt) loades pa gelerne, en i hver bane.

6. Vigtigt: Pa papiret med skitsen af gelen skrives, hvilken prgve der er loaded i hvilken brgnd.

w

Gelektroforese

Sikkerhed:

Strammen ma kun tilsluttes til elektroforeseapparatet, ndar Idget er fast monteret!
UV-transilluminatoren ma kun betjenes med ansigtsbeskyttelse!

7. Laget monteres pa kammeret og stremmen tilsluttes pa 100 V

8. Nar markgrfarven er ca. % gennem gelen, afbrydes spaendingen.

9. Gelen placeres i geldoc eller pa UV-transilluminatoren og affotograferes.
10. Alle billedfiler deles i klassen.

- H £ fa
Computational Thinking: Biologi i gymnasieundervisningen nove nordisk fonden



Undersggelse af dggnrytme -protokol (hackudgave)
Side 7 af 11

5. Databehandling og beregning af allelhyppigheder

Fremgangsmade

1. Gelen affotograferes, og der arbejdes videre med fotoet af gelen.

2. DNA-markgren i yderste bane indeholder et band for hver 100 basepar (bp), fra 100 — 1000 bp, se
billede A. Nogle af de gverste kan vaere komprimerede pga. gelens stgrrelse, sa billedet vil sikkert ligne
B.

3. Identificer band hos personerne, som reprasenterer de tre mulige genotyper:

Genotype Band (saet kryds hvor du forventer band)
230 bp 284 bp

Per3**

Per3%*

Per3*/*

4. For hver bane aflaeses nu personens genotype. Resultaterne telles sammen og indfgres i den falles
database.

5. Ud fra de samlede resultater beregnes hyppigheden af de tre genotyper, de to alleler og de to
faenotyper.

1,000 bp

DNA-standard

per3&5 per3¢5 per34“

1000
900
800
700
600

500
400
300

100 bp
200

100

A. B.
A. Stgrrelsesmarkgrens band og deres sta@rrelser. B. Eksempel pa resultater.

6. Resultatbehandling

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

]

2. Tyder resultaterne fra spgrgeskemaet pa, at du er en "aften-type”, “morgen-type” eller
"mellemtype”? Stemmer dit resultat overens med hvordan du opfatter dig selv?
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3. Huvis det antages at den genetiske associering stemmer, hvad betyder det for din forventede
genotype?

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

5. Betragt resultaterne fra alle de undersggte gymnasieelever. Hvad er den gennemsnitlige score fra
spprgeskemaet for elever, der er henholdsvis Per3** homozygoter, Per3** heterozygoter og Per3°°
homozygoter? Hvorfor er det vigtigere at se pa gruppegennemsnit end individuelle score?

6. Forskellige genetiske associationsstudier har vist forskellige resultater i forhold til om der er en
sammenhang mellem genotyper for Per3 og kronotype. Flere har vist at det er tilfeeldet, mens
andre ikke har kunnet pavise en saddan association. Diskuter mulige arsager til at resultaterne kan

veere forskellige. Inddrag overvejelser fra jeres egne erfaringer med den metode | har anvendt.

7. Forklar, hvorfor man skal bruge store dataseet og en statistisk test for at undersgge om en genetisk
associering er sandsynlig eller ej.

Undersggelse af frekvensfordeling i klassen (A-niveau).

8. Beregn genotypefrekvensen for Per3 i klassen:

Genotype Antal i klassen Genotypefrekvens i klassen
Per3**
Per3%*
Per3*/*
| alt

9. Beregn allel-frekvensen af Per3*-allelen og Per3-allelen i klassen. Husk, at homozygoter hver har to
ens alleler, mens Per3*>-heterozygoter har én af hver.

Allel Antal alleler i klassen Allelfrekvens i klassen
Per3*
Per3’
| alt

10. Diskuter, om man kan forvente, at en population vil veere i Hardy-Weinberg-ligeveegt mht.
fordelingen af genotyper for Per3.
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Leerervejledning

Hack-laboratoriet giver mange muligheder

Det kan umiddelbart vaere lidt skreemmende at skulle kgbe reagenser ind fra forskellige firmaer, i
stedet for at kgbe feerdige kits. Nar man har indkgbt materialerne til dette forsgg har man
imidlertid reagenser og en vejledning, der kan tilpasses en raekke andre undersggelser ogsa.

Det kraever blot at man finder en artikel, hvor primersekvensen for den pageeldende undersggelse
er angivet. Nye primere bestilles hjem og samme procedure og vejledning fglges -det bliver hurtigt
standard.

Det kan ogsa vaere DNA fra dyr, planter, svampe eller bakterier der undersgges. Det er faktisk i hgj
grad at foretraekke, da man her undgar datasikkerheds-aspektet. Hvad med at tjekke klassens
husdyr for et eller andet?

For at starte hack-laboratoriet skal man have anskaffet fglgende:
Reagenser:

e Reagens til DNA-oprensning

e DNasefrit vand

e  Evt. TE-buffer

o  Primermix

e Agarose

e DNA-stain

e TAE-buffer

e Primere, som indkgbes til de forskellige alleler man @gnsker at undersgge.

Udstyr:
e Eppendorfrogr
e PCR-rgr

e Pipetter med spidser

e Isbad og rgrholdere (fx sma stykker skumplast med huller)

e Centrifuge med indsats til eppendorfrgr

e Thermocycler

o Gelelektroforeseudstyr: Kamre, strgmforsyning, UV-transilluminator.

Nogle af reagenserne ligger sandsynligvis allerede i lab-kgleskabet som overskud fra tidligere kits
pa de fleste gymnasier.

DNA-oprensning

Denne vejlednings oprensingsprocedure er modificeret efter Christian Rix og Anders Kristensens
udgave “Klarggring af kindcelle-DNA”, Biofag nr. 5, december 2021. Det har sparet lidt tid ift.
firmaets vejledning, og fungerer udmaerket.

Oprenses DNA fra celler med cellevaeg eller fra fx jordprgver tilpasses oprensningsproceduren.
Under sysbio.dk > Bioinformatik > Hvem geerer din mad? kan findes en vejledning til
oprensningskittet DNeasy power soil (fil 3B), som er en umiddelbar alsidig mulighed.
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Anonymisering
Arbejde med prgver fra mennesker kraever anonymisering, og data som kan spores til
enkeltpersoner ma ikke opbevares i leengere tid. | dette tema er vist en procedure, hvor man kan
se sammenhang mellem genotype og faenotype (DNA-prgve og spgrgeskema). Den kan dog
sjeldent anvendes indenfor en enkelt klasse uden at enkeltelever kan genkende deres egen prgve,
men data ma leegges ind i en database med flere klassers resultater. Som nggleregel ma der ikke
optraeder grupper i data pa under 5 personer.
Er malet blot at finde en allelfrekvens eller genotypefrekvens i klassen kan anonymiseringen
foretages mere enkelt ved at de umaerkede PCR-rgr blandes i en skal og deles tilfeeldigt ud igen.

Primere

Primere (oligos) kan bestilles ved flere firmaer. Her er de bestilt hos Biosearch, som har
produktion i Lystrup ved Arhus. Link: Order oligos easily from LGC Biosearch Technologies | LGC
Biosearch Technologies

Var opmarksom pa ikke at bestille pa den amerikanske hjemmeside, men kontakt firmaet per
mail eller telefon. Herefter fremsendes en bestillingsliste, som udfyldes og returneres per mail.
Primersekvensen? angives ved bestilling:

Forward-primer: 5’-CAAAATTTTATGACACTACCAGAATGGCTGAC-3’

Reverse-primer: 5’-AACCTTGTACTTCCACATCAGTGCCTGG-3’

Primere kan bestilles i flere volumener og oprensningskvaliteter. Til almindelig PCR som her, kan
veelges “desalted”. Primerne leveres som salt i eppendorfregr.

Efter modtagelse oplgses primerne i TE-buffer eler DNase-frit vand til en koncentration pa 100
KUM. Volumen af TE-buffer beregnes ved at multiplicere antal ng primer i prgven med 10. Eks:
Indeholder leveringen 20 nmol DNA oplgses i 200 uL TE-buffer /DNasefrit vand.

1uL af hver stamoplgsning er tilstraekkeligt til 10 reaktioner.

Primer-stamoplgsningen fordeles i passende portioner, fx klassestgrrelse, og nedfryses. Herved
undgadr man at optg /nedfryse mere end hgjst ngdvendigt. For at spare rgr kan man i hver portion
blande forward- og reverseprimer i samme rgr.

Godt tip: Saet etiketter med indhold, koncentration og volumen pa alle rgr, de skal typisk ligge
lenge i fryseren og evt. kunne anvendes af kolleger.

Primer og Mastermix (PMM)

| denne vejledning fremstiller leereren PMM pa forhand, og fordeler dette i eppendorfrgr til hver
gruppe. Der beregnes et spild pa ca. 10 %. Til gengald minimeres risikoen for kontaminering af de
faelles ror.

Man kan diskutere om der er en padagogisk pointe i at eleverne blander sa meget som muligt
selv. Man kommer dog nok ikke omkring ved at have nogle dele blandet pa forhand, og ma sa
vurdere hvor mange procedurer klassen kan overskue uden at miste fornemmelsen af hvad de
arbejder med.

L Kilde: Teresa M. Osland, Bjgrn Bjorvatn, Vidar M. Steen & Stale Pallesen: Association Study of a Variable-Number Tandem Repeat
Polymorphism in the Clock Gene PERIOD3 and Chronotype in Norwegian University Students, Chronobiology International, 28(9):
764-770, (2011). Link: Association Study of a Variable-Number Tandem Repeat Polymorphism in the Clock Gene PERIOD3 and
Chronotype in Norwegian University Students | Request PDF (researchgate.net)
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Mastermix kan fremstilles ud fra de indgaende reagenser (tag-polymerase, nukleotider og buffer).
Alternativt kan man kgbe en faerdig Mastermix. Her er anvendt PCRBIO ultra mix red (Link: Tag
Polymerases & Mixes - PCRBIO - Copenhagen Biotech Supply (cobio.dk)). Dette er en robust
Mastermix som er tilsat en rgd loading dye, sa man ikke skal tilseette denne fgr gelelektroforese.
Til PCR-reaktionen kan der arbejdes med forskellige reaktionsvolumener, typisk fra 20-50 uL. Her
er valgt 50 uL. Man kan dog uden problemer minimere reagensforbruget ved at halvere volumen.

| den faerdige primer/mastermix gnskes en koncentration pa ca. 0,2 uM. Man kan derfor fremstille
PMM som fglger:

Volumen 25 uL

Per reaktion Per klasse (35 reaktioner)
Mastermix 25 uL 875 uL
Forward primer stamopl@sning 0,10 pL 3,5uL
Reverse primer stamopl@sning 0,10 pL 3,5uL
DNAsefrit vand 4,8 uL 168 uL
| alt 30 pL 1050 pL

Mastermix og primer-stamoplgsninger opt@s pa is umiddelbart fgr blokken. De blandes i et faelles
rgr og deles ud pa rgr til hver gruppe.

Gelelektroforese

| de fleste gymnasiedepoter star nogle daser med ubrugt agarose fra diverse DNA-kits. Dem kan

man fint bruge. Ellers kan agarose kgbes hos en del laboratoriefirmaer.

2 % agarose-gel fremstilles ved at oplgse agarose i vand (2g /100 mL) og opvarme til oplgsningen
bliver klar. Det kan ggres i mikrobglgeovn (fyld hgjst en bluecapflaske halvt op, og pas pa ikke at
koge over) eller med en varmeplade med magnetomrgrer.

DNA kan farves med forskellige dyes. Her er anvendt SYBRsafe, som kan tilseettes agarosen efter
afkgling til ca. 65 °C, mens de stadig er flydende. Herefter stgbes gelerne. Alternativt kan gelerne
farves efter elektroforese.

- H £ fa
Computational Thinking: Biologi i gymnasieundervisningen nove nordisk fonden


https://cobio.dk/productcategory/taq-polymerases-mixes
https://cobio.dk/productcategory/taq-polymerases-mixes
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