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Hjzelp til Det Virtuelle Laboratorium

Generelt

Er du i tvivl om brugen af Det Virtuelle Laboratorium? - Vi anbefaler, at du bruger 2 minutter pa
vejledningen, som bliver tilbudt i starten. Har du trykket "Nej tak” og er godt i gang med et forsag, kan du
abne en ny fane (virtueltlaboratorium.dk) og trykke “Okay” til vejledningen. Efterfglgende kan du ga
tilbage til dit forsgg i den forste fane.

Er du i tvivl om et laboratorieapparat - funktion eller placering — tryk pa "Hjaelp”:

Nedenfor er der Step-by-step vejledninger til at gennemfgre alle laboratoriets gvelser.

Understgttede browsere og computer: alle browsere og computertyper understgtter brugen.
Understgttede sprog: Dansk og Engelsk - veelg dette i bunden af hovedmenuen.

Styring med computermus: Det er nemmest at bruge en computermus.

Kan du ikke se hele laboratoriet?

Hele laboratoriet skal vaere synligt pa din skaerm, som vist nedenfor. Hvis
ikke du kan se det hele, skal du zoome ud i din browser - dette ggres
under browserens indstillinger (ofte gverst til hgjre).
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Fuldskaermsvisning: | nogle browsere er det ogsd muligt at kgre i
fuldskaermsvisning, eks. Internet Explorer, Microsoft Edge, Mozilla Firefox.

Tryk da pd E oppe i hgjre hjgrne af laboratoriet.
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L under browserens zoom-

| Google Chrome skal man trykke pa
indstillinger.

Mangler du stadigvaek hjeelp eller har kommentarer, skriv da til biotech@bio.dtu.dk
- Vivender tilbage hurtigst muligt!

Step-by-step vejledninger:

Insulinfalsomhed.........c.oocoiiiiii 2
Genetisk test for forgget diabetesrisiko....................... 7
Produktion af insulin..............cooiiiiiiiiii, 10
Enzymer til vaskemiddel.............cooooiiiiiiiii 13
Produktion af antistoffer..............ccooooiiiiiiiiiin 16
Laegemiddeludvikling.......ccoooiiiiiii 24
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Insulinfelsomhed

Test to mus for diabetes ved en raekke forsgg. En mus er diabetisk, den anden er rask.
Det udledte data for blodsukkerreguleringen hos mus er en simulering med forgget omsaetningsrate.

Del 1 - Blodprgve

1. Bestil en rask mus, placer den i buret og tag derefter en blodprgve
a. Bestil rask mus:
i. Tryk pa deren » Tryk “Computer”
ii. Tryk "Bestil mus” P Tryk "Rask mus” P Tryk "Bestil”
iii. Tryk pa pilen oppeivenstre hjgrne
b. Anskaf kanyle til blodprgvetagning:
i. Tryk pa forsyningsskabene » Tryk pa redskabsskuffen » Traek kanylen ned til
beholdningen.
ii. Tryk pd pilen oppe i venstre hjgrne 2 gange.
c. Foretag blodprgve
i. Tryk pa museburet » Traek musen ind i lgbehjulet
ii. Trek kanylen hen pa musen P Tryk "Ok”

2. Noter glukose- og insulinniveau ud fra blodprgven
Tryk pa blodprgven i din beholdning » Nedskriv glukose- og insulinniveau
(f.eks.: Glukose: 4.9 mmol/L, Insulin: 0.25 ng/mL)

3. Bestil en diabetisk mus, placer den i buret og tag derefter en blodprgve
Gentag trin 1 — nu med en diabetisk mus.
OBS: Tag den raske mus ud af Iebehjulet ved at traeekke den ned i beholdningen. Derefter kan den
diabetiske mus indsaettes.

4. Noter glukose- og insulinniveau ud fra blodprgven
Tryk pd blodpraven i din beholdning » Nedskriv glukose- og insulinniveau
(f.eks.: Glukose: 11 mmol/L, Insulin: 0.152 ng/mL)

Spergsmal: Hvad er forskellen pa insulin og glukose mellem den raske og diabetiske mus, og hvorfor?

Forskel i glukoseniveau (eksempel): 11 mmol/L - 4.9 mmol/L = 6.1 mmol/L
Det ses at den diabetiske mus har et hgjere glukoseniveau, med en forskel pd 6.1 mmol/L.

Forskel i insulinniveau (eksempel): 0.152 ng/mL - 0.25 ng/mL = -0.098 ng/mL
Det ses at den diabetiske mus har et lavere insulinniveau, med en forskel pa -0.098 ng/mL.

Den lavere mangde insulin i blodet, grundet diabetes, vil ikke stimulere cellernes optagelse af glukose i
hej grad, og derfor ses en hgjere koncentration af glukose i blodet.
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Del 2 - Glukose tolerance test

1. Satden raske mus tilbage i buret, og giv den koncentreret sukkeroplgsning fra den bla flaske.
Treek den diabetiske mus ud af Igbehjulet ned i beholdningen » Traek den raske mus i labehjulet
» Traek den bla flaske til musen

2. Eksporter data til Excel, fra knappen med de tre streger.
Vent, mens apparatet maler - indtil glukosekoncentrationskurven er fladet helt ud (ca. 2 min.)
Det er en god idé at omdgbe sit data, far det downloades:

Tryk pd = » Tryk “Omdgb” B Skriv et genkendeligt navn »Tryk “Gem” » Tryk “Download”

3. Setden diabetiske mus i buret, og giv igen koncentreret sukkeroplasning.
Traek den raske mus ud af Igbehjulet ned i beholdningen » Treek den diabetiske mus i labehjulet
» Traek den bla flaske til musen

4. Eksporter data til Excel.
Vent, mens apparatet maler - indtil glukosekoncentrationskurven er fladet ud (ca. 3-4 min.)
Det er en god idé at omdgbe sit data, far det downloades:

Tryk pa = » Tryk "Omdgb” B Skriv et genkendeligt navn »Tryk "Gem” » Tryk "Download”

Databehandling i Excel - Plot data fra bade den raske og diabetiske mus i Excel

1. Aben Excel: 3ben downloadede filer i Excel

2. Trim data: her slettes konstante malinger, der ligger far og efter blodsukkeraendringen.
a. Sletalle mdlinger indtil eks. 8 konstante malinger fgr stigningen i "blood sugar”. Ggr dette
i begge dataseet, sa der er lige mange konstante malinger inden stigningen.
b. Slet alle médlinger efter eks. 8 konstante malinger efter den normale vaerdi er genoprettet.
¢. Kolonnerne "heart rate” og “GIR” kan med fordel slettes, da disse ikke bruges her.

OBS: antal malinger for og efter er forskelligt mellem datasaet, afhaengigt af musens tid i hjulet.

3. Samlaeg data: Man kan med fordel samle data fra den raske og diabetiske mus, sa man kan plotte
det i samme diagram. Kopier dataseet (ikke kolonnen med tidspunkter) fra det ene Excel-ark, over
ved siden af dataseettet i det andet Excel-ark, og a&endr navnene pa kolonnerne fra “blood sugar”
til eksempelvis hhv. “"Rask mus” og "Diabetisk mus”.

4. Konverter tidsenheder: tiden kan rettes fra klokkesleet (eks. 10:59:22.8) til absolutte sekunder med
en estimering: 0,6 sekunder per mdling. Det gores nemmest ved at indsatte en ny kolonne, hvor
enheden stiger med 0,6 sekunder fra farste til sidste maling.

Tid (klokkeslzet) Tid (sekunder) Rask mus Diabetisk mus

57:41,0 0 51 11
57:41,9 06 5,1 11
57:42,5 1,2 51 11

57:43,1 1.8 51 11

oA ~ a - oa
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5. Komma vs. Punktum - filen bruger punktum som decimalseparator. Hvis dit Excel er indstillet til

nn

at bruge komma, skal du blot trykke pd “Seg og Erstat” og sege efter ".” og erstatte alle med ,".

6. Plot- marker nu kolonner med tiden (absolutte sekunder) samt “blood sugar”, og indsaet et
diagram, der viser tid pa X-aksen og "blood sugar” pa Y-aksen.

Spergsmal: Plot data fra bade den raske og diabetiske mus i Excel. Redeger for kurvens forlab og forklar
hvorfor der er forskel.

Allerede fra start, far dosering af sukkeroplasning, ses en hgjere blodsukkerkoncentration hos den
diabetiske mus (11 mmol/L), end hos den raske mus (5,1 mmol/L).

Ved doseringen ses, at Blodsukkerkoncentration
koncentrationen af blodsukkeret

stiger drastisk hos begge mus, og
derefter aftager den forskelligt. For ,\

den raske mus tager det 36,0 sek. 12

for blodsukkerkoncentrationen er E oL

stabil igen, mens det tager 79,8 sek.
for den diabetiske mus.

Blodsukkerkoncentration

Det tager altsd leengere tid at
optage glukosen for den diabetiske
mus, og den har et hgjere
grundniveau af blodsukker - dette )
er grundet den lavere mangde "o w0 3 40 s e 70 8 % 10

. R Tid
insulin i blodet. (sekunder)

Del 3 - Insulinfglsomhedstest
1. Start testen ved at trykke pa "Glukose Infusion Rate”-knappen, lengst til hgjre pa instrumentet.
Musen gives derved en stor maengde insulin gennem slangen, og du kan derefter skrue op og

2 n

ned for den maengde glukose musen far pa “+” og “-" knapperne. Hold glukoseniveauet i blodet
sa teet pa fysiologiske 5 mmol/L som muligt. Stop herefter forsgget ved at trykke pa “Glukose
Infusion Rate”-knappen igen.

Tryk pa n for at starte insulinfalsomhedstesten.

Hold gje med, at den rgde kurve rammer 5 mmol/L (OBS: venstre akse).

Tryk pd for at styre maengden af glukose, musen far.

Den gule kurve viser maengden af glukose, der tilfares musens blod.
Falder den rade kurve (blodsukkeret) for meget » Tryk pa +

Stiger den rgde kurve (blodsukkeret) for meget B Tryk pd =

Vent, mens apparatet maler indtil du har ramt ca. 5 mmol/L stabilt i et stykke tid (eks. 1-2 min.).

Afslut forsgget ved igen at trykke pa n

—&— Dizbetisk mus

Rask mus
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2. Eksporter data til Excel.
Det er en god idé at omdgbe sit data, far det downloades:

Tryk pd = » Tryk “Omdgb” B Skriv et genkendeligt navn »Tryk “Gem” » Tryk “Download”

3. Gentag fors@get for den raske mus, og hold igen glukoseniveauet i blodet sa taet pa fysiologisk
5 mmol/L som muligt.
Gentag trin 1 - nu med en rask mus.

OBS: den raske mus har lavere blodsukker end den diabetiske mus og den reagerer voldsommere
pa at fa en stor dosis insulin ved start af forsgget, sa man skal hurtigt skrue op for maengden af
glukose. Far musen ikke tilfart nok glukose, vil den dg. Bestil da en ny mus somidel 1, trin 1 og
preovigen.

4. Eksporter data til Excel.
Det er en god idé at omdgbe sit data, for det downloades:

Tryk pa H » Tryk "Omdgb” B Skriv et genkendeligt navn »Tryk "Gem” » Tryk "Download”

Databehandling i Excel - Lav to grafer i Excel for bdde den raske og den diabetiske mus med hhv.
blodglukoseniveau og glukoseinfusionrate

1. Aben Excel: 8ben downloadede filer i Excel

2. Trim data: her slettes konstante malinger, der ligger for og efter Insulinfalsomhedstesten.
| kolonnen "GIR" kan der veere felter, der indeholder "unknown” i stedet for en maling. Det er de
tidspunkter, hvor musen har veeret i hjulet, men der ikke har vaeret taeendt for glukosetilfgrsel, dvs.
inden fors@get er sat i gang, efter der er slukket og evt. hvis man er kommet til at slukke og teende
i lzbet af forsgget.
a. Sletalle mdlinger indtil GIR-malingerne starter, altsd alle de fgrste raekker med "unknown”
i "GIR”. Ggr dette i begge dataseet.
b. Slet alle médlinger efter GIR-malingerne, altsa alle de sidste reekker med “unknown” i “GIR".
Gor dette i begge datasaet.
¢. Haves eventuelle "unknown” midt i GIR-malingerne, sa erstat disse "unknown” med 0.
d. Kolonnen "heart rate” kan med fordel slettes, da den ikke bruges her.

OBS: antal malinger for og efter er forskelligt mellem datasaet, afhaengigt af musens tid i hjulet.

3. Samlaeg data: Man kan med fordel samle data fra den raske og diabetiske mus, sa man kan plotte
det i samme diagram. Kopier dataseet (ikke kolonnen med tidspunkter) fra det ene Excel-ark, over
ved siden af dataseettet i det andet Excel-ark, og a&endr navnene pa kolonnerne "GIR" il
eksempelvis hhv. "Rask mus GIR” og "Diabetisk mus GIR", og ligesa for "blood sugar”.

4. Konverter tidsenheder: tiden kan rettes fra klokkesleet (eks. 10:59:22.8) til absolutte sekunder med
en estimering: 0,6 sekunder per maling. Det ggres nemmest ved at indsaette en ny kolonne, hvor
enheden stiger med 0,6 sekunder fra fgrste til sidste maling. Se eksempel nedenfor.

Tid (klokkesleet) Tid (sekunder) Rask mus Diabetisk mus

57:41,0 0 51 11
57:41,9 0,6 5.1 11
57:42,5 1,2 5,1 1
57:43,1 1,8 51 11

= an - ~ A - an
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Komma vs. Punktum - filen bruger punktum som decimalseparator. Hvis dit Excel er indstillet til
at bruge komma, skal du blot trykke pd “Seg og Erstat” og sege efter ".” og erstatte alle med ,".

Plot - blodglukoseniveau — marker nu kolonner med tiden (absolutte sekunder) samt "blood
sugar” og indseet et diagram, der viser tid pa X-aksen og "blood sugar” pa Y-aksen. Plot gerne den
raske og diabetiske mus i samme diagram.

Plot — glukoseinfusionrate (GIR) — marker nu kolonner med tiden (absolutte sekunder) samt "GIR”,
og indsaet et diagram, der viser tid pa X-aksen og "GIR" pa Y-aksen. Plot gerne den raske og
diabetiske mus i samme diagram.

OBS: grafernes udseende afhanger fuldsteendigt af hvor godt du har styret glukoseinfusionsapparatet -
sa hvis grafen er hablgs at afleese, s prov igen.

Spergsmal: Lav to grafer i Excel for bade den raske og den diabetiske mus med hhv. blodglukoseniveau
og glukoseinfusionrate. Kan du se forskel pa de to glukoseinfusionsrategrafer, og hvis ja, hvordan?

Hvis man kigger pa blodsukkerkoncentrationsgrafen, kan det ses at der fra start haves en hgjere
blodsukkerkoncentration hos den diabetiske mus (11 mmol/L), end hos den raske mus (5,1 mmol/L). Man
kan da fortolke, at den diabetiske mus havde nedsat insulinfglsomhed. P& GIR-grafen kan det tydeligt ses,
at den raske mus skal have mere tilfart glukose (0,45 mg/kg/min) end den diabetiske mus (0,15
mg/kg/min), for at opretholde den fysiologiske blodsukkerkoncentration, hvilket bekrzefter, at den
diabetiske mus er mindre effektiv i at optage blodsukker, grundet den lavere insulinfalsomhed.

Blodsukkerkoncentration

Blodsukkerkoncentration - Insulinfelsomhedstest Glucose Infusion Rate (GIR) - Insulinfalsomhedstest
7
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Genetisk test for foraget diabetesrisiko

Test en mus for tilstedevaerelsen af en mutation i HNF1A-genet, som resulterer i en defekt
transskriptionsfaktor med MODY diabetes som fglge ved en raekke forseg, eksempelvis PCR.

1. Bestil en rask mus eller en diabetisk mus fra computeren, og placer den i buret (du vil senere fa
udleveret den modsatte mus DNA til undersagelse).
Bestil mus:
i. Tryk pa dgren » Tryk “Computer”
ii. Tryk “Bestil mus” » Tryk "“Mus med diabetes” eller “Rask mus” »Tryk “Bestil”
iii. Tryk pa pilen oppeivenstre hjgrne

OBS: det er er vigtigt, at du husker hvad du har bestilt.

2. Tag en blodpreve med en kanyle.
a. Anskaf kanyle til blodprgvetagning:
i. Tryk pa forsyningsskabene P Tryk pa redskabsskuffen » Traek kanylen ned til
beholdningen.
ii. Tryk pd pilen oppe i venstre hjgrne 2 gange.
b. Foretag blodprove
i. Tryk pa museburet » Traek musen ind i lgbehjulet
ii. Trek kanylen hen pa musen P Tryk "Ok”
iii. Tryk pa pilen oppeivenstre hjgrne

3. Centrifuger rgret indeholdende blodet og udtag "buffy coat” — det er i dette lag de hvide
blodlegemer befinder sig.
a. Anskaf modvaegt
i. Tryk pa forsyningsskabene P Tryk pd kemikalieskabet » Traek vand ned til
beholdningen.
ii. Tryk pd pilen oppe i venstre hjgrne 2 gange.
b. Centrifuger blodpraven og udtag "buffy coat”
i. Tryk pd arbejdsbord 2.
ii. Trek blodprgve og vand ind i centrifugen » Tryk pa centrifuge teendknappen.
i. Tryk pa "Buffy Coat” faselaget » Tryk “Luk”.
v. Tryk pa pilen oppe i venstre hjagrne.

4. Gatil det forreste laboratoriebank og teend for varmeblokken.
Tryk pa arbejdsbord 1 » Tryk pa varmeblok teendknappen

5. Opvarm de hvide blodlegemer i varmeblokken, og tilsaet farst lysis og derefter saltvand (reekkefelgen
er vigtig) fra keleskabet, mens du holder preven i varmeblokken.

a. Opvarm hvide blodlegemer ("buffy coat”)
i. Tryk pd Bunsenbraenderen.
ii. Traek "buffy coat” reagensglasset (prgven) ind i varmeblokken.

b. Anskaf lysis og saltvand
i. Tryk pa pilen oppe i venstre hjgrne » Tryk pa forsyningsskabene » Tryk pd

koleskabet - Tryk pa "Naeste” B Traek lysis og saltvand ned til beholdningen.

ii. Tryk pd pilen oppe i venstre hjgrne 2 gange » Tryk pa arbejdsbord 1.
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c. Tilseet lysis og saltvand
i. Treek lysis og saltvand til stativet

ii. Tryk pd pipetten P Traek pipetten ned pad en ny pipettespids B Traek pipetten hen pa
lysis P Traek pipetten hen pa praven P Traek pipetten ned pa toksisk affald.

iii. Treek pipetten ned pd en ny pipettespids P Traek pipetten hen pa saltvand P Traek
pipetten hen pa prgven » Tryk “"Luk” B Traek pipetten ned pa toksisk affald » Traek
pipetten ned pa pipettepladsen.

d. Noterindholdet pa rgret

Tryk pa praven P Skriv “diabetisk mus” eller “rask mus” i notefeltet » Tryk “Luk”.

6. Centrifuger prgven for at skille DNA'et fra celleresterne og udtag det frit flydende DNA
a. Tag preven med til centrifugen
i. Traek prgven fra varmeblokken til beholdningen.
ii. Tryk pd pilen oppe i venstre hjgrne » Tryk pa arbejdsbord 2.
b. Centrifuger prgven og udtag DNA
i. Treek prgvenind i centrifugen P Tryk pa centrifuge taendknappen.
ii. Tryk pd DNA faselaget » Tryk “Luk”.
iii. Tryk pa pilen oppeivenstre hjgrne.

7. Seetdet frit flydende DNA pa is, for at undga at preven gdelaegges.
Tryk pd arbejdsbord 3 B Trek preven ned iisbadet » Tryk pd pilen oppe i venstre hjgrne.

8. Tilseet HNF1A primerne (diabetes primerne), nukleotider og Tag-polymerase (DNA polymerase) il
DNA’et. Husk at notere som note pa raret, hvorvidt det er fra diabetisk mus eller ej.
a. Anskaf diabetes primer, nukleotider og DNA polymerase
i. Tryk pa forsyningsskabene » Tryk pa kaleskabet » Tryk pa “Neeste” B Traek diabetes
primer, nukleotider og DNA polymerase ned til beholdningen.
ii. Tryk pd pilen oppe i venstre hjgrne 2 gange » Tryk pa arbejdsbord 3.
b. Tilsaet diabetes primer, nukleotider og DNA polymerase
i. Traek diabetes primer, nukleotider og DNA polymerase til stativet
ii. Tryk pd pipetten » Trak pipetten ned pd en ny pipettespids » Traek pipetten hen pa
primer P Traek pipetten hen pd pregven P Traek pipetten ned pa toksisk affald.
iii. Gentag trin ii. for DNA polymerase og nukleotider.
iv. Traek pipetten ned pa pipettepladsen.
c. Noterindholdet pa rgret

i. Tryk pa prgven P Skriv “diabetisk mus” eller “rask mus” i notefeltet » Tryk "Luk”

9. Placer prgven i PCR maskinen og taend den.
Treek prgven fra isbadet til PCR maskinen » Tryk "Ok” B Tryk pd PCR teendknappen » Tryk “Okay”
eller “Nej tak” » Tryk "Luk”

Noter indholdet i den udleverede prgve i beholdningen:
Tryk pd praven » Skriv “diabetisk mus” eller “rask mus” i notefeltet » Tryk "Luk”
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10. St en gel i gelelektroforesen (gelelektroforesen er placeret pa arbejdsbord nr. 3). Tilseet derefter bla
farve til begge DNA-prgver (din egen og den du har modtaget), og tilseet dem til to forskellige brende
i gelen. Tend til sidst gelelektroforesen, der abner for elektriciteten og traekker DNA og farve ned
langs med gelen.

a. Anskaf gel og bla farve
i. Tryk pa pilen oppe i venstre hjgrne » Tryk pa forsyningsskabene » Tryk pa
koleskabet P Tryk pd “Naeste” B Traek bla farve ned til beholdningen.

ii. Tryk pd pilen oppe i venstre hjgrne P Tryk pa kemikalieskabet » Traek gel ned til
beholdningen.

iii. Tryk pa pilen oppe i venstre hjgrne 2 gange » Tryk pd arbejdsbord 3.

b. Udfer gelelektroforesen
i. Traek gelen ned i gelelektroforesen.

ii. Traek DNA og bla farve fra beholdning ned i stativet.

iii. Tryk pa pipetten » Traek pipetten ned pa en ny pipettespids B Traek pipetten hen pd
bld farve » Traek pipetten hen pad DNA P Traek pipetten ned pa toksisk affald » Traek
pipetten ned pa en ny pipettespids P Traek pipetten hen pa DNA P Traek pipetten
hen pa den forste brend i gelen » Treek pipetten ned pa toksisk affald.

iv. Treek prgven fra PCR maskinen ned i stativet

v. Gentag iii. for prgven fra PCR maskinen, men placer den nu i den anden brgnd i gelen.

vi. Traek pipetten ned pa pipettepladsen.

vii. Teend for gelelektroforesen.

11. Tag gelen med ind i UV-rummet og se pa den under UV-lys for at kunne identificere DNA-stykkerne.
a. Taggelen med til UV-rummet.
i. Traek gelen ned i beholdningen.
ii. Tryk pd pilen oppe i venstre hjgrne.
iii. Tryk pa daren » Tryk "UV rum”
b. Analyser gelen.
i. Trek gelen nedi gelholderen.
ii. Tryk pa gelen.
iii. Tryk "Luk”.

Spergsmal: | en af banerne var der et band der lyste tydeligt op. Hvad indikere dette band og hvilken mus
tilferte den?

Det ses tydeligt, at der haves et band i brenden, der indeholder
amplificeret DNA fra blodpraven fra den diabetiske mus. Bandet
stammer fra det muterede HNF1A-gen, som kan medfgre MODY-
diabetes. Grunden til at bdndet kan ses, er fordi der er blevet
anvendt PCR-primere, der specifikt amplificerer HNF1A-gen med
den kendte fordrsagende mutation. Det ses, at den raske mus ikke
har mutationen.

@ HNF1A-mutation
(MODY diabetes)
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Produktion af insulin

Et modificeret insulingen, der forventes at kunne anvendes til behandling af type-1 diabetes, er blevet
udviklet. Producer den nye insulintype og test dens effekt pa en laboratoriemus.

1. Design et stykke DNA pa computeren som koder for insulin og som desuden koder for resistens
for antibiotikum B. Husk det centrale dogme, nar du designer genet.
a. Gatil computeren.
i. Tryk padgren » Tryk "Computer” » Tryk “Design DNA”
b. Design DNA for insulin og antibiotikum B
i. Treek genelementerne fra kolonnen til den hgjre skaerm, i nedenstaende
reekkefglge. Brug pilene til at skifte reekkefelge, og skraldespanden til at slette.

cideidreiidreddP¢l>edd
—

Promoter Ribosome Binding  Start Codon Insulin analog Stop Codon Terminator
Site
CHPeMP¢TPeN>¢T> o>
D
Promoter Ribosome Binding  Start Codon Antibiotika Stop Codon Terminator
Site Resistens B

ii. Tryk "Bestil” » Tryk pd pilen oppe i venstre hjgrne.

2. Bland gerceller og dit designede DNA i et reagensglas. Overfer en del af blandingen til
elektroporatoren med pipetten og teend for at starte transformationen. Pa denne made
genmodificeres geercellerne til at udtrykke det designede DNA.

a. Anskaf gaerceller

i. Tryk pa forsyningsskabene » Tryk pa kaleskabet » Traek geerceller ned til
beholdningen.

ii. Tryk pd pilen oppe i venstre hjgrne 2 gange » Tryk pa arbejdsbord 1.
b. Bland gaerceller og DNA
i. Tryk pd Bunsenbraenderen.

ii. Treek DNA (gen) og geerceller til stativet

iii. Tryk pd pipetten » Traek pipetten ned pa en ny pipettespids P Traek pipetten
hen pa DNA (gen) » Treek pipetten hen pa geerceller » Traek pipetten ned pa
toksisk affald.

iv. Trek pipetten ned pa en ny pipettespids P Traek pipetten hen pd blandingen af
DNA (gen) og gaerceller »Traek pipetten hen pa den lysebla del af

elektroporatoren P Traek pipetten ned pa toksisk affald » Traek pipetten ned pa
pipettepladsen.
v. Tryk pa elektroporator teendknappen.

3. Fordel de gensplejsede gaerceller i en petriskal og tilsaet antibiotikum B. NB: | praksis stebes
antibiotika ind i pladen, og man kan ikke blot tilszette stoffet efterfalgende.
a. Anskaf petriskdl og antibiotikum B

i. Tryk pa pilen oppe i venstre hjgrne » Tryk pd forsyningsskabene » Tryk pa
redskabsskuffen » Traek en petriskdl ned til beholdningen.

ii. Tryk pd pilen oppe i venstre hjgrne » Tryk pd keleskabet > Traek antibiotikum B
ned til beholdningen.

iii. Tryk pa pilen oppeivenstre hjgrne 2 gange » Tryk pd arbejdsbord 1.
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b. Fordel gensplejsede geerceller i petriskalen
i. Treek petriskdlen hen pa bordpladsen, hvor der er omrids af petriskdle.

ii. Traekantibiotikum B til stativet.

iii. Tryk pa pipetten » Traek pipetten ned pa en ny pipettespids P Traek pipetten
hen pd den lysebla del af elektroporatoren » Traek pipetten hen pa petriskdlen
» Traek pipetten ned pa toksisk affald.

iv. Tryk pa pipetten P Traek pipetten ned pa en ny pipettespids P Traek pipetten
hen pa antibiotikum B » Traek pipetten hen pa petriskadlen » Traek pipetten ned
pa toksisk affald B Traek pipetten ned pa pipettepladsen.

Inkubér petriskdlen i inkubatoren.
Traek petriskalen ned til beholdningen P Tryk pa pilen oppe i venstre hjgrne » Tryk pa
inkubatoren P Traek petriskalen ind i inkubatoren » Tryk pd inkubator teendknappen.

Overfor en cellekoloni fra petriskalen til et reagensglas indeholdende veekstmedie og
antibiotikum B.
a. Tag petriskalen
i. Treek petriskdlen ned til beholdningen P Tryk pa pilen oppe i venstre hjgrne
b. Anskaf vaekstmedie
i. Tryk pa forsyningsskabene P Tryk pa kemikalieskabet » Traek veekstmedium i
reagensglas ned til beholdningen.

ii. Tryk pd pilen oppe i venstre hjgrne 2 gange » Tryk pd arbejdsbord 1.

c. Overfer en cellekoloni og antibiotikum B til veekstmedie
i. Treek petriskalen hen pa bordpladsen.

ii. Traek vaeekstmedie til stativet.

iii. Tryk pa pipetten » Traek pipetten ned pa en ny pipettespids P Traek pipetten
hen pa antibiotikum B » Traek pipetten hen pa veekstmediet » Traek pipetten
ned pa toksisk affald.

iv. Treek pipetten ned pa en ny pipettespids » Traek pipetten hen pa petriskdlen »
Traek pipetten hen pa vaekstmediet P Traek pipetten ned pa toksisk affald »
Treek pipetten ned pa pipettepladsen.

Inkubér reagensglasset i inkubatoren.
Treek veekstmediet med cellerne (cellekulturen) ned i beholdningen » Tryk pa pilen oppe i

venstre hjgrne » Tryk pa inkubatoren P Traek cellekulturen ind i inkubatorens stativ » Tryk pa
inkubator teendknappen.

Overfer dine genmodificerede gaerceller til fermentoren ved hjalp af en kanyle.
a. Tag cellekulturen
i. Traek cellekulturen ned til beholdningen P Tryk pa pilen oppe i venstre hjgrne
b. Anskaf kanyle
i. Tryk pa forsyningsskabene P Tryk pa redskabsskuffen » Traek kanylen ned til
beholdningen.
ii. Tryk pd pilen oppe i venstre hjgrne 2 gange » Tryk pa arbejdsbord 1.
c. Overfor cellekulturen til kanylen og sa fermentoren
i. Treek cellekulturen til stativet.
ii. Traek kanylen hen pa cellekulturen.
iii. Tryk pa pilen oppe i venstre hjgrne » Tryk pa fermentoren.
iv. Treek kanylen hen pd fermentoren.
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Start en fermentering. Husk at indstille pH og temperatur, sa vaeksten bliver optimal - prov ved
forskellige indstillinger og undersgg, hvad der er optimalt (husk at tilfere nye celler til
fermentoren hver gang.)

Tryk pa computerskaermen » Tryk “Start” og vent.

Oprens insulin fra din fermentering.
Tryk "Ok”

Test effektiviteten af dit producerede insulin ved at give det til en rask mus eller en mus med
type-1 diabetes ved hjelp af en kanyle.
a. Bestil diabetisk mus
i. Tryk pa pilen oppe i venstre hjgrne 2 gange » Tryk pa daren » Tryk "Computer”.
ii. Tryk "Bestil mus” P Tryk "“Mus med diabetes” » Tryk “Bestil”.
iii. Tryk pa pilen oppeivenstre hjarne.
b. Anskaf kanyle til indsprejtning
i. Tryk pa forsyningsskabene » Tryk pa redskabsskuffen » Traek kanylen ned til
beholdningen.
ii. Tryk pd pilen oppe i venstre hjgrne 2 gange.
c. Overfor insulin til kanylen
i. Tryk pa arbejdsbord 1. » Traek insulin til stativet » Traek kanylen hen pa
insulinen,
ii. Tryk pd pilen oppe i venstre hjgrne.
d. Giv den diabetiske mus en insulinindsprgjtning
i. Tryk pa museburet B Traek musen ind i lgbehjulet.
ii. Traek kanylen hen pa musen.
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Enzymer til vaskemiddel

Et nyt enzym er identificeret i mygs fordgjelsessystem, en lipase, som madske kan fjerne indtarret
blodpletter fra t@j. Brug gensekvensen til at producere enzymet ved gensplejsning af geerceller og test
derefter enzymets effekt i vaskemaskinen.

1. Design et stykke DNA pa computeren som koder for enzymet lipase og som desuden koder for
resistens for antibiotikum B. Husk det centrale dogme, nar du designer genet.
a. Gatil computeren.
i. Tryk pd deren B Tryk "Computer” » Tryk "Design DNA”
b. Design DNA for lipase og antibiotikum B
i. Trek genelementerne fra kolonnen til den hgjre skaerm, i nedenstaende
reekkefelge. Brug pilene til at skifte reekkefelge, og skraldespanden til at slette.

R T EXI XTI E N EXY
I

Promoter Ribosome Binding  Start Codon Lipase Stop Codon Terminator
Site vaskeenzym
¢tiid>eiidr>eidv>eiid>ei>ei>
D
Promoter Ribosome Binding  Start Codon Antibiotika Stop Codon Terminator
Site Resistens B

ii. Tryk "Bestil” » Tryk pa pilen oppe i venstre hjgrne.

2. Bland geerceller og dit designede DNA i et reagensglas. Overfer en del af blandingen til
elektroporatoren med pipetten. Pa denne made genmodificeres garcellerne til at udtrykke det
designede DNA.

a. Anskaf geerceller
i. Tryk pa forsyningsskabene P Tryk pd kaleskabet » Traek geerceller ned til
beholdningen.
ii. Tryk pd pilen oppe i venstre hjgrne 2 gange » Tryk pa arbejdsbord 1.
b. Bland gaerceller og DNA
i. Tryk pa Bunsenbraenderen.
ii. Trek DNA (gen) og geerceller til stativet
iii. Tryk pa pipetten » Treek pipetten ned pa en ny pipettespids P Traek pipetten
hen pad DNA (gen) » Treek pipetten hen pa geerceller » Treek pipetten ned pa
toksisk affald.
iv. Treek pipetten ned pa en ny pipettespids P Traek pipetten hen pa blandingen af
DNA (gen) og geerceller »Traek pipetten hen pd den lysebld del af
elektroporatoren P Traek pipetten ned pa toksisk affald » Traek pipetten ned pa
pipettepladsen.
v. Tryk pa elektroporator teendknappen.

3. Fordel de gensplejsede gaerceller i en petriskal og tilsaet antibiotikum B. NB: | praksis stebes
antibiotika ind i pladen, og man kan ikke blot tilszette stoffet efterfelgende.
a. Anskaf petriskdl og antibiotikum B
i. Tryk pa pilen oppe i venstre hjgrne » Tryk pa forsyningsskabene » Tryk pd
redskabsskuffen » Traek en petriskal ned til beholdningen.

ii. Tryk pd pilen oppe i venstre hjgrne » Tryk pd keleskabet » Traek antibiotikum B
ned til beholdningen.

iii. Tryk pa pilen oppe i venstre hjgrne 2 gange » Tryk pd arbejdsbord 1.
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b. Fordel gensplejsede geerceller i petriskalen
i. Traek petriskdlen hen pa bordpladsen, hvor der er omrids af petriskdle.

ii. Traek antibiotikum B til stativet.

iii. Tryk pa pipetten » Traek pipetten ned pa en ny pipettespids P Traek pipetten
hen pa den lysebla del af elektroporatoren » Traek pipetten hen pa petriskdlen
» Traek pipetten ned pa toksisk affald.

iv. Tryk pa pipetten P Traek pipetten ned pa en ny pipettespids P Traek pipetten
hen pa antibiotikum B » Traek pipetten hen pa petriskadlen » Traek pipetten ned
pa toksisk affald B Traek pipetten ned pa pipettepladsen.

Inkubér petriskdlen i inkubatoren.
Traek petriskalen ned til beholdningen P Tryk pa pilen oppe i venstre hjgrne » Tryk pa
inkubatoren P Traek petriskalen ind i inkubatoren » Tryk pd inkubator teendknappen.

Overfor en cellekoloni fra petriskalen til et reagensglas indeholdende veekstmedie og
antibiotikum B.
a. Tag petriskalen
i. Treek petriskdlen ned til beholdningen P Tryk pa pilen oppe i venstre hjgrne
b. Anskaf vaekstmedie
i. Tryk pa forsyningsskabene P Tryk pa kemikalieskabet » Traek veekstmedium i
reagensglas ned til beholdningen.

ii. Tryk pd pilen oppe i venstre hjgrne 2 gange » Tryk pd arbejdsbord 1.

c. Overfor en cellekoloni og antibiotikum B til veekstmedie
i. Trek petriskalen hen pa bordpladsen.

ii. Trek vaeekstmedie til stativet.

iii. Tryk pa pipetten » Traek pipetten ned pa en ny pipettespids P Traek pipetten
hen pa antibiotikum B » Traek pipetten hen pa veekstmediet » Traek pipetten
ned pa toksisk affald.

iv. Treek pipetten ned pa en ny pipettespids » Traek pipetten hen pa petriskdlen »
Traek pipetten hen pa vaekstmediet » Traek pipetten ned pa toksisk affald »
Traek pipetten ned pa pipettepladsen.

Inkubér reagensglasset.
Treek veekstmediet med cellerne (cellekulturen) ned i beholdningen » Tryk pa pilen oppe i

venstre hjgrne » Tryk pa inkubatoren » Traek cellekulturen ind i inkubatorens stativ » Tryk pa
inkubator teendknappen.

Bland gzerceller og antibiotikum B i et reagensglas og anvend en kanyle til at overfgre indholdet
fra reagensglasset til fermentoren.
a. Tag cellekulturen

i. Treek cellekulturen ned til beholdningen » Tryk pd pilen oppe i venstre hjgrne
b. Anskaf kanyle og antibiotikum B

i. Tryk pa forsyningsskabene » Tryk pd redskabsskuffen » Traek kanylen ned til
beholdningen.

ii. Tryk pd pilen oppe i venstre hjgrne » Tryk pd keleskabet » Traek antibiotikum B
ned til beholdningen.

iii. Tryk pa pilen oppeivenstre hjgrne 2 gange » Tryk pd arbejdsbord 1.
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c. Overfer antibiotikum B til cellekulturen

i. Treek cellekulturen og antibiotikum B til stativet.

ii. Tryk pd pipetten P Traek pipetten ned pa en ny pipettespids » Traek pipetten
hen pa antibiotikum B » Traek pipetten hen pa cellekulturen » Traek pipetten
ned pa toksisk affald > Traek pipetten ned pa pipettepladsen.

d. Overfor cellekulturen til kanylen og sa fermentoren

i. Traek kanylen hen pa cellekulturen.

ii. Tryk pd pilen oppe ivenstre hjgrne » Tryk pa fermentoren.

iii. Treek kanylen hen pd fermentoren.

8. Start en fermentering. Husk at indstille pH og temperatur, sa vaeksten bliver optimal - prev ved
forskellige indstillinger og undersgg, hvad der er optimalt (husk at tilfgre nye celler til
fermentoren hver gang.)

Tryk pa computerskaermen » Tryk “Start” og vent.

9. Oprens lipase fra din fermentering.
Tryk "Ok”

10. Fordel det oprensede lipase i fem reagensglas. Test effektiviteten af lipase-enzymet ved at
tilsaette det til vaskemaskinen — prgv med forskellige koncentrationer for at finde den optimale
dosis.

a. Anskaf fem reagensglas
i. Tryk pa pilen oppe i venstre hjgrne » Tryk pa forsyningsskabene » Tryk pd
redskabsskuffen » Traek reagensglas ned til beholdningen x 5
b. G4 til vaskerummet
i. Tryk pa pilen oppe i venstre hjgrne 2 gange » Tryk pd dgren » Tryk "Vaskerum”
c. Overfer lipase til reagensglas
i. Treeklipase til stativet
ii. Treek reagensglas til stativetx 5
iii. Tryk pd pipetten » Traek pipetten ned pa en ny pipettespids
iv. Traek pipetten hen pa lipase P Traek pipetten hen pa et tomt reagensglas x 5
v. Traek pipetten ned pa toksisk affald » Traek pipetten ned pa pipettepladsen
d. Tilsaet lipase til vaskemaskinen
i. Trek et reagensglas med lipase til vaskemaskinens saebeskuffe
ii. Veelg en koncentration fra listen » Nedskriv lipasekoncentration (f.eks.: 1 mg/L)
iii. Tryk "Ok™

Quiz: Hvad er den optimale koncentration af enzym i forhold til at vaske skjorten ren?
Svar: Lige akkurat nok enzym til at tgjet bliver rent, men sd heller ikke mere.

i. Tryk "Luk”

Ekstra: Find den optimale lipasekoncentration. Gentag med andre lipasekoncentrationer, indtil den
laveste koncentration findes, som stadigvaek gar skjorten helt ren. Dette er den optimale koncentration.

e. Tilsaet lipase til vaskemaskinen
i. Tryk pa vaskemaskinens saebeskuffe
ii. Trek et reagensglas med lipase til vaskemaskinens saebeskuffe
iii. Veelg en ny koncentration fra listen » Nedskriv koncentration (f.eks.: 10 mg/L)
v. Gentag trin e. indtil den optimale koncentration findes.

Svar: 100 mg/L
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Produktion af antistoffer

Producér antistoffer mod Ebola-virus ved hjeelp af en mus. Overfar Ebola til en mus, for at fa dens
immunforsvar til at producere B-lymfocytter, der bliver til plasmaceller, som danner antistof mod Ebola.
Brug ELISA til at finde antistof-producerende plasmaceller og sekventér deres DNA. Genmodificer
mammale celler med DNA’et, sa de producere antistoffet. Oprens antistoffet og afprgv det pad en mus
med Ebola.

Et par gode rdd: denne gvelse bruger mange materialer, sa skriv noter pa dine reagensglas og
mikrotiterplader, sa du kan kende dem fra hinanden. Smid ikke noget ud, fgr du er helt sikker pd at du
ikke skal bruge det.

1. Lav en reagens til aktivimmunisering af musen ved at blande antigen med adjuvant. Den virker
ligesom en vaccine imod antigenet. Adjuvanten tilfgjes for at forstaerke den immunologiske
reaktion.

a. Anskaf antigen (Ebola) og adjuvant
i. Tryk pa forsyningsskabene » Tryk pd keleskabet.
ii. Traek antigen (Ebola) ned til beholdningen.
iii. Traek adjuvant ned til beholdningen.
b. Bland antigen (Ebola) og adjuvant
i. Tryk pa pilen oppe i venstre hjgrne 2 gange » Tryk pd stinkskabet.
ii. Traek antigen (Ebola) og adjuvant til stativet.
iii. Tryk pd pipetten » Traek pipetten ned pa en ny pipettespids P Traek pipetten
hen pa adjuvant » Traek pipetten hen pa antigen (Ebola).

Quiz: Hvad er formdlet med at tilsatte en adjuvant til vaccinen?
Svar: Adjuvanten er et hjelpestof til vaccinen.

iv. Tryk "Luk”.
v. Traek pipetten ned pa toksisk affald » Traek pipetten ned pa pipettepladsen.

2. Sug blandingen op med en kanyle.
a. Anskaf kanyle til indsprgjtning og sug blandingen op
i. Tryk pa pilen oppe i venstre hjgrne P Tryk pa forsyningsskabene » Tryk pa
redskabsskuffen » Traek kanylen ned til beholdningen.
ii. Tryk pd pilen oppe i venstre hjgrne 2 gange P Tryk pa stinkskabet.
iii. Treek kanylen hen pa blandingen af antigen (Ebola) og adjuvant.

3. Immunisér en rask forsegsmus. Musen bliver pa den made immun over for antigenet.
a. Bestil rask mus:
i. Tryk pa pilen oppeivenstre hjgrne » Tryk pd deren » Tryk "Computer”
ii. Tryk "Bestil mus” P Tryk "Rask mus” P Tryk “Bestil”
iii. Tryk pa pilen oppeivenstre hjgrne
b. Immunisér musen med antigen (Ebola)
i. Tryk pa museburet B Traek musen ind i lgbehjulet
ii. Trek kanylen hen pa musen

Quiz: Hvad betyder det, at musen er immuniseret?
Svar: At antigenet har fremkaldt en immunreaktion.

iii. Tryk "Luk”
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4. Herefter drebes musen ved at give den en dedelig indsprgjtning.

a. Anskaf dedelig reagens

i. Tryk pa pilen oppeivenstre hjgrne P Tryk pa forsyningsskabene » Tryk pa
kemikalieskabet » Treek dedelig reagens ned til beholdningen.

ii. Tryk pd pilen oppe i venstre hjgrne 2 gange.

b. Afliv musen med dadelig reagens
i. Tryk pa museburet.
ii. Treek kanylen med dgdelig reagens hen pa musen P Tryk “Luk”.

5. Vha. en skalpel skaeres musens milt ud.
a. Anskaf skalpel
i. Tryk pa pilen oppe i venstre hjgrne B Tryk pd forsyningsskabene » Tryk pa
redskabsskuffen » Traek skalpellen ned til beholdningen.
ii. Tryk pd pilen oppe i venstre hjgrne 2 gange.
b. Udtag musens milt
i. Tryk pa museburet » Traek skalpellen hen pd musen.

Quiz: Hvorfor tages milten ud af musen?
Svar: | milten findes mange B-celler som producerer antistof.

i. Tryk "Luk”.

6. Homogenisér musens milt i blenderen pa det bagerste arbejdsbord.
Tryk pa pilen oppe i venstre hjgrne » Tryk pa arbejdsbord 2 » Traek milten hen pd blenderen
» Tryk "Luk”.

7. Bland felgende i et reagensglas: homogeniseret milt, myeloma-celler og hybridoma medium.
a. Anskaf myeloma-celler og hybridoma medium
i. Tryk pa pilen oppe i venstre hjgrne B Tryk pd forsyningsskabene » Tryk pa
koleskabet P Traek myeloma ned til beholdningen.

ii. Tryk pd pilen oppe i venstre hjgrne P Tryk pd kemikalieskabet P Traek
hybridoma medium ned til beholdningen.

iii. Tryk pd pilen oppeivenstre hjgrne 2 gange.

b. Bland cellekulturen
i. Tryk pd arbejdsbord 1.

ii. Tryk pd Bunsenbranderen.

iii. Traek homogeniseret milt, myeloma, og hybridoma medium til stativet.

iv. Tryk pa pipetten P Traek pipetten ned pa en ny pipettespids P Traek pipetten
hen pa hybridoma medium P Traek pipetten hen pd homogeniseret milt » Traek
pipetten ned pa toksisk affald.

v. Traek pipetten ned pa en ny pipettespids B Traek pipetten hen pd myeloma »
Traek pipetten hen pa blandingen af homogeniseret milt og hybridoma medium

Quiz: Hvad er formalet med at benytte Myeloma-celler?
Svar: Myeloma-celler er udadelige celler i modseetning til celler fra milten.

vi. Tryk "Luk”.
vii. Traek pipetten ned pa toksisk affald B Traek pipetten ned pa pipettepladsen.

Side 17 af 26



O

Inkubér reagensglasset i inkubatoren under forreste arbejdsbord.
Treek cellekulturen ned i beholdningen » Tryk pa pilen oppe i venstre hjgrne » Tryk pa
inkubatoren » Treek cellekulturen ind i inkubatorens stativ » Tryk pa inkubator teendknappen.

Fortynd blandingen med saltvand. Du kan felge fortynding pa OD-madleren, hvor du skal bruge
en lav fortynding pa mellem 3,4-4,0.
a. Anskaf saltvand
i. Treek cellekulturen ned i beholdningen.
ii. Tryk pd pilen oppe i venstre hjgrne P Tryk pa forsyningsskabene » Tryk pd
koleskabet P Tryk pd “Naeste” » Traek saltvand ned til beholdningen x 5
iii. Tryk pa pilen oppeivenstre hjgrne 2 gange.
b. Klarger fortyndingsraekke af cellekulturen i saltvand
i. Tryk pa arbejdsbord 2.
ii. Treek cellekulturen til OD-maleren » Notér malingen (f.eks. OD qexur=12.3).
iii. Treek cellekulturen til stativet.
iv. Traek saltvand til OD-maleren » Notér madlingen (f.eks. OD;,..c=0.0).
v. Treek alt saltvand til stativet (inklusivt den fra OD-mdleren).
c. Foretag fortyndingen

i. Tryk pa pipetten » Treek pipetten ned pé en ny k W
pipettespids P Traek pipetten hen pa cellekulturen _

» Trek pipetten hen pa saltvand » Traek pipetten }j{,} . e
ned p4 toksisk affald. g 1 J Z U
ii. Trek pipetten ned pa en ny pipettespids » Traek
pipetten hen pa den nye fortynding » Traek
pipetten hen pa saltvand » Traek pipetten ned pa Saltvand cejlekultur
toksisk affald
iii. Gentagii.indtil 5 fortyndinger er lavet.
iv. Traek pipetten ned pa pipettepladsen
v. Traek sidste fortynding til OD-mdleren » Notér malingen (f.eks. ODy,yndings=3.8).
vi. Traek fortyndingen ned til beholdningen.

10. Fordel blandingen pa en tom mikrotiterplade. Pga. den kraftige fortynding vil der i gennemsnit

kun komme én celle i hver brand.
a. Anskaf mikrotiterplade
i. Tryk pa pilen oppe i venstre hjgrne » Tryk pa forsyningsskabene » Tryk pd
redskabsskuffen » Traek en mikrotiterplade (ikke ELISA) ned til beholdningen.
ii. Tryk pd pilen oppe i venstre hjgrne 2 gange » Tryk pa arbejdsbord 1.
b. Fordel blandingen i mikrotiterpladen
i. Traek mikrotiterpladen hen pa bordpladsen, hvor der er omrids af disse.
ii. Trek fortyndingen til stativet.
iii. Tryk pa pipetten » Treek pipetten ned pa en ny pipettespids P Traek pipetten
hen pa fortyndingen » Traek pipetten hen pa mikrotiterpladen » Traek pipetten
ned pa toksisk affald > Treek pipetten ned pa pipettepladsen.

11. Inkubér mikrotiterpladen. Dette geres i inkubatoren ved 37°C.

Traek mikrotiterpladen ned til beholdningen » Tryk pa pilen oppe i venstre hjgrne » Tryk pd
inkubatoren P Traek mikrotiterpladen ind i inkubatoren » Tryk pa inkubator teendknappen.
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12. Tag en Ebola ELISA-plade og tilsaet Ebola antigen til pladen i stinkskabet.
a. Anskaf ELISA-mikrotiterplade og antigen (Ebola)
i. Traeek mikrotiterpladen ned til beholdningen.
ii. Tryk pd pilen oppe i venstre hjgrne » Tryk pa forsyningsskabene » Tryk pa
redskabsskuffen » Traek en ELISA-mikrotiterplade (Ebola) ned til beholdningen.
iii. Tryk pa pilen oppeivenstre hjgrne B Tryk pd keleskabet » Traek antigen (Ebola)
ned til beholdningen.
iv. Tryk pa pilen oppe i venstre hjgrne 2 gange » Tryk pd stinkskabet.
b. Tilsaet antigen (Ebola)
i. Traek den tomme ELISA-mikrotiterpladen (Ebola) hen pd bordpladsen, hvor der er
omrids af disse.
ii. Treek antigen (Ebola) til stativet.
iii. Tryk pa pipetten » Treek pipetten ned pa en ny pipettespids P Traek pipetten
hen pd antigen (Ebola) » Traek pipetten hen pd ELISA-mikrotiterpladen (Ebola) »
Treek pipetten ned pa toksisk affald » Traek pipetten ned pa pipettepladsen.

13. Inkubér Ebola ELISA-pladen. Dette ggres i inkubatoren ved 37°C.
Traek ELISA-mikrotiterpladen (Ebola) ned til beholdningen P Tryk pa pilen oppe i venstre hjgrne
» Tryk pd inkubatoren » Traek ELISA-mikrotiterpladen (Ebola) ind i inkubatoren B Tryk pd
inkubator teendknappen.

14. Vask Ebola ELISA-pladen i stinkskabet med buffer.
a. Anskaf buffer
i. Traek ELISA-mikrotiterpladen (Ebola) ned til beholdningen.
ii. Tryk pd pilen oppe i venstre hjgrne » Tryk pa forsyningsskabene » Tryk pa
kemikalieskabet » Traek buffer ned til beholdningen.
iii. Tryk pa pilen oppe i venstre hjgrne 2 gange » Tryk pa stinkskabet.
b. Vask ELISA-mikrotiterpladen (Ebola)
i. Traek ELISA-mikrotiterpladen (Ebola) hen pa bordpladsen, hvor der er et omrids.
ii. Treek buffer hen pa ELISA-mikrotiterpladen (Ebola).

15. Udtag prever fra mikrotiterpladen med cellekultur (trin11) og overfor til Ebola ELISA-pladen. | Det
Virtuelle Laboratorium behgver du dog kun at gare det en gang og i virkeligheden tages der kun
den averste halvdel af vaesken, da cellerne laegger sig pa bunden.

Traek mikrotiterpladen (cellekultur) hen pd bordpladsen, hvor der er omrids af disse P

Tryk pa pipetten B Traek pipetten ned pa en ny pipettespids P Traek pipetten hen pa
mikrotiterpladen (med cellekultur) » Traek pipetten hen pa ELISA-mikrotiterpladen (Ebola) »
Treek pipetten ned pa toksisk affald » Traek pipetten ned pa pipettepladsen.

16. Inkubér Ebola ELISA-pladen i inkubatoren ved stuetemperatur (21°C).
Traek ELISA-mikrotiterpladen (Ebola) ned til beholdningen B Tryk pa pilen oppe i venstre hjgrne
» Tryk pd inkubatoren » Traek mikrotiterpladen ind i inkubatoren » Skift temperatur til 21°C

ved at trykke — og + P Tryk pa inkubator teendknappen.

17. Vask Ebola ELISA-pladen med buffer.
a. Anskaf buffer
i. Traek ELISA-mikrotiterpladen (Ebola) ned til beholdningen.

ii. Tryk pd pilen oppe i venstre hjgrne » Tryk pa forsyningsskabene » Tryk pa
kemikalieskabet P Treek buffer ned til beholdningen.
iii. Tryk pa pilen oppeivenstre hjgrne 2 gange P Tryk pad stinkskabet.
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b. Vask ELISA-mikrotiterpladen (Ebola)

i. Trek ELISA-mikrotiterpladen (Ebola) hen pa bordpladsen, hvor der er et omrids.
ii. Traek buffer hen pa ELISA-mikrotiterpladen (Ebola).

Quiz: ELISA er en meget brugt metode i laboratoriet, men hvad er metodens formal?
Svar: ELISA er en metode til at identificere, om et gnsket antistof findes i en opl@sning.

i. Tryk "Luk”.

18. Tilsaet fluorescerende sekundaert antistof til alle brendene pa Ebola ELISA-pladen.
a. Anskaf fluorescerende sekundart antistof
i. Tryk pa pilen oppe i venstre hjgrne » Tryk pa forsyningsskabene » Tryk pa
kaleskabet » Traek fluorescerende sekundaert antistof ned til beholdningen.
ii. Tryk pd pilen oppe i venstre hjgrne 2 gange P Tryk pa stinkskabet.
b. Tilsaet til ELISA-mikrotiterpladen (Ebola)
i. Traek fluorescerende sekundaert antistof til stativet.
ii. Tryk pd pipetten » Traek pipetten ned pa en ny pipettespids P Traek pipetten
hen pa fluorescerende sekundaert antistof P Traek pipetten hen pa ELISA-

mikrotiterpladen (Ebola) » Traek pipetten ned pa toksisk affald » Traek pipetten
ned pa pipettepladsen.

19. Vask Ebola ELISA-pladen med buffer igen.
a. Anskaf buffer

i. Tryk pa pilen oppe i venstre hjgrne » Tryk pa forsyningsskabene » Tryk pd
kemikalieskabet » Traek buffer ned til beholdningen.
ii. Tryk pd pilen oppe i venstre hjgrne 2 gange » Tryk pa stinkskabet.
b. Vask ELISA-mikrotiterpladen (Ebola)
i. Traek buffer hen pd ELISA-mikrotiterpladen (Ebola).

20. Tag Ebola ELISA-pladen med ind i UV-rummet og se naermere pa den. Notér hvilke brgnde der
fluorescerer. Dem der lyser op har haft en vaeske med et antistof der kan binde til antigenet i
brenden. Det er de antistof-producerende celler fra de brande vi er interesserede i. Herefter skal
du se naermere pa den oprindelige mikrotiterplade og opsamle indholdet fra en brgnd, der svarer
til en fluorescerende brend pa ELISA-pladen (dette gores ved at trykke pa den pagzeldende
brend).

a. Tag ELISA-mikrotiterpladen (Ebola) med til UV-rummet
i. Traek ELISA-mikrotiterpladen (Ebola) ned i beholdningen.
ii. Tryk pd pilen oppe i venstre hjgrne.

iii. Tryk pa deren » Tryk "UV rum” 1
b. Analyser ELISA-mikrotiterpladen (Ebola). o —
i. Treek ELISA-mikrotiterpladen (Ebola) hen pa A ( A /O
bordpladsen, hvor der er et omrids.
ii. Tryk pd ELISA-mikrotiterpladen (Ebola).
iii. Notér et brandnummer, som har fluorescens Fluorescens Intet

(f.eks. B3). X

c. Opsaml tilsvarende prave i mikrotiterpladen (cellekultur)
i. Tryk pa pilen oppe i venstre hjgrne »Tryk pa stinkskabet.
ii. Tryk pa mikrotiterpladen (cellekultur)

iii. Tryk pa det noterede brendnummer, som har fluorescens (f.eks. B3).
iv. Tryk "Ok”
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21. Send indholdet fra brenden til sekventering ved at abne computeren og valge "Send til
sekventering”. Hermed burde du fa et nyt DNA-element i DNA-designeren pa computeren.
a. Ga til computeren og sekventér
i. Tryk pa pilen oppe i venstre hjgrne » Tryk pd dgren » Tryk “Computer”

ii. Tryk "Send til sekventering” » Traek den opsamlede prgve hen pa skeermen.
iii. Tryk "Luk”

22. Design et stykke DNA pa computeren, som koder for musens antistof, og som desuden koder for
resistens af antibiotikum B. Husk det centrale dogme, nar du designer genet, dvs. husk: ribosome
binding site, promoter, start og slut codon, og terminator.

a. Design DNA for lipase og antibiotikum B

i. Tryk pa pilen oppe i venstre hjgrne B Tryk “Design DNA”
ii. Treek genelementerne fra kolonnen til den hgjre skaerm, i nedenstaende
reekkefglge. Brug pilene til at skifte reekkefelge, og skraldespanden til at slette.

¢ P>¢eliP>eiid>ei>el>€¢idd
D D

Promoter Ribosome Binding  Start Codon Antistof (Ebola) Stop Codon Terminator
Site
clideidPeidPeii>eid i
D
Promoter Ribosome Binding  Start Codon Antibiotika Stop Codon Terminator
Site Resistens B

iii. Tryk "Bestil” » Tryk pa pilen oppe i venstre hjagrne.

23. Bland det bestilte DNA med mammale celler i et reagensglas. Tilsaet blanding til
elektroporatoren. Pa den made hj=lper du det genmodificerede DNA med at treenge ind i de
mammale celler, der sa kan begynde at producere antistof. Processen kaldes transfektion.

a. Anskaf mammale celler

i. Tryk pa forsyningsskabene » Tryk pa kaleskabet » Traeek mammale celler ned til
beholdningen.
ii. Tryk pd pilen oppe i venstre hjgrne 2 gange » Tryk pa arbejdsbord 1.
b. Bland DNA og mammale celler
i. Traek DNA (gen) og mammale celler til stativet
ii. Tryk pd pipetten P Traek pipetten ned pd en ny pipettespids P Traek pipetten
hen pa DNA (gen) » Treek pipetten hen pd mammale celler » Trzek pipetten ned
pa toksisk affald.
iii. Treek pipetten ned pa en ny pipettespids P Traek pipetten hen pd blandingen af
DNA (gen) og mammale celler »Traek pipetten hen pd den lysebld del af

elektroporatoren P Traek pipetten ned pa toksisk affald » Traek pipetten ned pa
pipettepladsen.
iv. Tryk pa elektroporator teendknappen.

24. Tilseet de genmodificerede celler til et reagensglas med veekstmedium og tilfgj antibiotikum B.
a. Anskaf veekstmedium og antibiotikum B

i. Tryk pa pilen oppe i venstre hjgrne® Tryk pa forsyningsskabene » Tryk pa
kemikalieskabet P Traek vaekstmedium i reagensglas ned til beholdningen.

ii. Tryk pd pilen oppe i venstre hjgrne® Tryk pa keleskabet » Traek antibiotikum B
ned til beholdningen.

iii. Tryk pa pilen oppeivenstre hjgrne 2 gange » Tryk pd arbejdsbord 1.
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b. Overfar genmodificerede celler til vaekstmedium og antibiotikum B
i. Ved pladsmangel: fjern gamle reagenser fra stativet ved at treekke dem til toksisk
affald (f.eks. myeloma og hybridoma medium).

ii. Trek veekstmedium og antibiotikum B til stativet.

iii. Tryk pa pipetten » Treek pipetten ned pa en ny pipettespids P Traek pipetten
hen pa antibiotikum B » Treek pipetten hen pa vaekstmediet B Traek pipetten
ned pa toksisk affald.

iv. Trek pipetten ned pa en ny pipettespids » Traek pipetten hen pd den lysebld del
af elektroporatoren P Traek pipetten hen pd blandingen af vaekstmedium og
antibiotikum B P Traek pipetten ned pa toksisk affald B Traek pipetten ned pa
pipettepladsen.

25. Inkubér blandingen.
Traek veekstmediet med de mammale celler (cellekulturen) ned i beholdningen » Tryk pa pilen
oppe i venstre hjgrne » Tryk pd inkubatoren » Traek cellekulturen ind i inkubatorens stativ »
Tryk pa inkubator teendknappen.

26. Bland indholdet af reagensglasset og antibiotikum B i et reagensglas og anvend en kanyle til at
overfgre indholdet fra reagensglasset til fermentoren.
a. Tag cellekulturen
i. Trek cellekulturen ned til beholdningen » Tryk pd pilen oppe i venstre hjgrne
b. Anskaf kanyle og antibiotikum B

i. Tryk pa forsyningsskabene » Tryk pa redskabsskuffen B Traek kanylen ned til
beholdningen.

ii. Tryk pd pilen oppe i venstre hjgrne » Tryk pd keleskabet » Traek antibiotikum B
ned til beholdningen.

iii. Tryk pa pilen oppe i venstre hjgrne 2 gange » Tryk pd arbejdsbord 1.

c. Overfer antibiotikum B til cellekulturen

i. Traek cellekulturen og antibiotikum B til stativet.

ii. Tryk pd pipetten P Traek pipetten ned pd en ny pipettespids P Traek pipetten
hen pa antibiotikum B » Traek pipetten hen pa cellekulturen P Traek pipetten
ned pa toksisk affald > Treek pipetten ned pa pipettepladsen.

d. Overfer cellekulturen til kanylen og sd fermentoren

i. Treek kanylen hen pa cellekulturen.

ii. Tryk pd pilen oppe i venstre hjgrne » Tryk pa fermentoren.

iii. Treek kanylen hen pa fermentoren.

27. Start en fermentering. Husk at indstille pH og temperatur, sa vaksten bliver optimal — pregv ved
forskellige indstillinger og undersgg, hvad der er optimalt (husk at tilfere nye celler til
fermentoren hver gang). Teenk pa at det er mammale celler.

Tryk pa computerskaermen P Tryk "Start” B Tryk "Ok” B Vent.

28. Oprens antistoffet fra fermenteringen.
Tryk "Ok”

29. Bestil en syg mus med Ebola pa computeren og test dit antistof ved at indsprgjte det i musen.
a. Bestil en mus med Ebola

i. Tryk pa pilen oppe i venstre hjgrne 2 gange » Tryk pd dgren B Tryk "Computer”.
ii. Tryk "Bestil mus” » Tryk "Mus med Ebola” » Tryk "Bestil".
iii. Tryk pa pilen oppeivenstre hjarne.
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b. Anskaf kanyle til indsprgjtning
i. Tryk pa forsyningsskabene » Tryk pa redskabsskuffen B Traek kanylen ned til
beholdningen.
ii. Tryk pd pilen oppe i venstre hjgrne 2 gange.
c. Overferinsulin til kanylen
iii. Tryk pa arbejdsbord 1 » Traek antistof (Ebola) til stativet » Traek kanylen hen pa
antistof (Ebola).
iv. Tryk pa pilen oppe i venstre hjgrne.
d. Givden Ebola-ramte mus en indsprgjtning af antistof (Ebola)
i. Tryk pa museburet » Treek den dgde mus ud af Iabehjulet og ned i toksisk affald.
ii. Treek musen med Ebola ind i lgbehjulet.
iii. Treek kanylen hen pd musen P Vent.
iv. Tryk "Luk” » Tryk "Luk”.
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Laegemiddeludvikling

Et enzym som spiller en afggrende rolle i psoriasis er blevet fundet og dets aktive site lokaliseret. Din
opgave er at designe et leegemiddel som kan inhibere dette enzym og pa den mdde bekaempe
sygdommen.

Note: | denne gvelse er der flere Igsninger, og det er meningen at man ma eksperimentere sig frem til et
rigtigt design af legemidlet. Design leegemidlerne pa computeren og test dem via eksperimenterne, og
gentag indtil et optimalt l&egemiddel er fundet. Viden til design af laegemidlet kan evt. fas fra
undervisningsmaterialet "Leegemiddeludvikling”. Nedenfor er givet et forslag til én mulig Iasning.

1. Design og bestil et leegemiddel ved at ga hen til computeren og ind i programmet “"Design
leegemiddel” Husk at taenke over sidegruppernes l&ngde og ladning!
a. Gatil computeren.
i. Tryk pa deren » Tryk "Computer” » Tryk "Design laegemiddel”

b. Design laegemidlet
i. Traek funktionelle grupper fra listen til venstre til de frie radikaler (R) (3bne

positioner) i strukturen til hgjre pa skeermen.
ii. Tryk "Bestil”

Se funktionelt design nedenfor.

H3C\— R
i \R 72 . 72
— ) £
R

/‘l
HacM B - 2

3 e
i

H
07 CH,CHs

2. Tag noget af dit designede kemikalie og bland det i et nyt reagensglas sammen med CYP-enzym.
a. Anskaf CYP-enzym
i. Tryk pa pilen oppe i venstre hjgrne 2 gange
ii. Tryk pd forsyningsskabene » Tryk pd kgleskabet » Traek CYP-enzym ned til
beholdningen.
iii. Tryk pa pilen oppe i venstre hjgrne 2 gange » Tryk pa stinkskabet.
b. Tilfgjleegemidlet til CYP-enzym
i. Traek legemidlet og CYP-enzym til stativet
ii. Tryk pd pipetten » Traek pipetten ned pd en ny pipettespids P Traek pipetten
hen pa laegemidlet P Traek pipetten hen pa CYP-enzym P Traek pipetten ned pa
toksisk affald P Traek pipetten ned pa pipettepladsen.

3. Tag nu og flyt dit reagensglas med kemikalie og CYP-enzym hen til varmeblokken og teend. Dette
er for at teste om enzymet nedbryder dit laagemiddel.

a. Gatil varmeblokken
i. Trek blandingen af CYP-enzym og legemidlet til beholdningen

ii. Tryk pd pilen oppe i venstre hjgrne B Tryk pa arbejdsbord 1.
b. Sztblandingenivarmeblokken
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Tryk pd Bunsenbraenderen.
Treek blandingen af CYP-enzym og leegemidlet til varmeblokken
Tryk pd varmeblok teendknappen

Quiz: CYP-enzymer kan give en indikation af om laegemidlet vil blive udsat for hel eller
delvis nedbrydning i leveren. Er det godt eller skidt hvis dit laagemiddel bliver andret i

leveren?

Svar: Det afhaenger af ens lzegemiddel.

iv.

Tryk "Luk”

Tilfgj nu target receptor og dit lagemiddel, uden CYP-enzym til en tom mikrotiterplade.
a. Anskaf target receptor og en tom mikrotiterplade

iv.

Tryk pd pilen oppe i venstre hjgrne
Tryk pa forsyningsskabene » Tryk pd keleskabet P Traek target receptor ned til
beholdningen.

Tryk pa pilen oppe i venstre hjgrne » Tryk pa redskabsskuffen » Traek en
mikrotiterplade (ikke ELISA) ned til beholdningen.

Tryk pa pilen oppe i venstre hjgrne 2 gange » Tryk pa stinkskabet.

b. Tilfgj target receptor og laegemidlet til mikrotiterpladen

Treek target receptor til stativet

Traek mikrotiterpladen hen pa bordpladsen, hvor der er omrids af disse.

Tryk pd pipetten » Traek pipetten ned pd en ny pipettespids P Traek pipetten
hen pa target receptor » Traek pipetten hen pa mikrotiterpladen » Traek
pipetten ned pa toksisk affald

Traek pipetten ned pa en ny pipettespids P Traek pipetten hen pa leegemidlet »

Traek pipetten hen pa mikrotiterpladen » Traek pipetten ned pa toksisk affald »
Traek pipetten ned pa pipettepladsen.

Undersgg dit legemiddel ved at tage mikrotiterpladen og set den i spektrofotometeret. For at
vaere sikker pa at dit legemiddel kan binde til sit target, skal det hajst have en IC50-vaerdi pa
log10([X]) =-6. IC50-vaerdien kan afleeses pa spektrofotometeret som x-vaerdien dér hvor grafen
har en y-veerdi pa 50.

a. @Ga til spektrofotometeret

Traek mikrotiterpladen til beholdningen
Tryk pa pilen oppe i venstre hjgrne » Tryk pa spektrofotometeret.

b. Analyser legemiddels binding til target receptor
Traek mikrotiterpladen til spektrofotometeret
Tryk pa skaeermen
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Mulighed: Databehandling i Excel

a. Aben Excel

b. Eksporter data: Tryk pa : i Laboratoriet » Marker og kopier data P Indsaet i Excel

5
]

¢. Inddeldatai 2 kolonner: Marker kolonnen med data i Excel » Tryk “Data” » Tryk "Tekst
til kolonner” » Velg "Afgraenset” » Tryk “"Naeste” B Valg “Semikolon” » Tryk "Naeste”
» Tryk "Udfar”

d. Komma vs. Punktum: filen bruger punktum som decimalseparator. Hvis dit Excel er
indstillet til at bruge komma, skal du blot trykke pa "S@g og Erstat” og s@ge efter ".” og
erstatte alle med ”,”".

Nu kan du undersgge affiniteten til receptoren (bindingen af leegemidlet), som funktion af
koncentrationen af laagemidlet.

6. Nar ditlaegemiddel har en hgj affinitet, er det pa tide at teste det pa en psoriasis-syg mus ved at
traekke reagensglasset hen over musen og derefter veelge administrationsform. Hvis det ikke
virker selvom det har hgj affinitet sa prev at eksperimentér med dets oplaselighed (LogD-
vardien som kan ses i “Laegemiddel designeren” pa computeren).

a. Bestil en mus med psoriasis
i. Tryk pa pilen oppe i venstre hjgrne 2 gange » Tryk pd dgren B Tryk “Computer”.
ii. Tryk "Bestil mus” » Tryk "Mus med psoriasis” » Tryk "Bestil”.
iii. Tryk pa pilen oppeivenstre hjarne.
b. Hent legemidlet
i. Tryk pa stinkskabet P Traek lzegemidlet til beholdningen
ii. Tryk pd pilen oppe i venstre hjgrne.
¢. Giv den psoriasis-ramte mus leegemidlet
i. Tryk pa museburet B Traek musen ind i lgbehjulet.
ii. Treklaegemidlet hen pad musen P Vaelg administrationsform: “Indsprajtning i
kroppen”/"Creme” / "Pille” » Tryk "Ok”
iii. Tryk "Luk” » Tryk "Luk”

Mulighed: Eksperimentér med andre strukturer af leegemidlet og se hvilke a&ndringer det resulterer i.
Gentag de enkelte trin ovenfor for nye leegemidler og se forandringen.
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