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Velkommen til Biotech Academy Camp 2021. Dette kompendium vil introducere dig til relevant teori
ift. drets tema og laboratorie gvelser. Du forventes ikke at forsta det hele, da det ogsa vil blive gennemgaet
i lobet af campen. Dog ber du have et godt overblik over, hvad kompendiet indeholder og hvad du skal

lave i Igbet af ugen.
| ar vil Biotech Academy Camp satte fokus pa mikrobiomet.

Anden halvdel af kompendiet er en laboratorieintroduktion som indeholder tre dele. 1) Farst finder du
en introduktion til arbejde i et GMO-laboratorie, 2) derefter vil der veere et leengere afsnit med gvelser
som i skal udfgre pa den farste halvdel af campen. Her skal i undersgge et mikrobiom, mere specifikt
feeces praver fra grise (bare rolig, vi har indsamlet praverne og afvejet dem. | skal blot tilfgje forskellige
reagenser til pragven). Undervejs skal | kontrollere jeres resultater med forskellige hyppigt brugte metoder
indenfor bioteknologi. 3) Sidste halvdel af ugen har fokus pa yoghurt og analyse af bakterievakst heri. |

vil sta for at lave jeres egen yoghurt, hvorefter | skal isolere og undersgge bakterien som gror i yoghurten.
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Teorli

Mikrobiomet
Mikrobiomer er en samling af mikroorganismer, der kan findes overalt — pa din hand, i din mave, i yo-

ghurt og pa planter blot for at naevne nogle eksempler. Mikrobiomet kan ikke ses med det blotte gje,
men indvirker i hgj grad pa overlevelsen af arter og sundheden af visse miljger (jf. ovenstaende).

Mikrobiomet er et keempe forskningsomrade, som har faet stor opmaerksomhed de seneste 15 ar. Vi har
dog brugt de gavnlige mikroorganismer til mange andre processer fgrhen. Den danske bioteknologi-
virksomhed, Chr. Hansen laver f.eks. kulturer, som er samlinger af mikroorganismer, til store dele af

verdens mejeriproduktion og bryggeriets Carlsberg har anvendt geer til glbrygning siden 1800-tallet.

Til trods for, at mikrobiomerne altid har eksisteret i kroppen, sa er der farst pavist sammenhange mel-
lem f.eks. tarmbakterierne og metaboliske sygdomme (som diabetes) de seneste artier. Tarmmikrobio-
met kaldes sagar endnu et vitalt organ/system. | dette teorikompendium fokuserer vi pa tarmmikrobio-
met, idet laboratoriegvelserne viser dette forskningsomrade. Tarmmikrobiomet er det bedst forstaede

og mest diverse mikrobiom i kroppen og indeholder 10 gange flere celler end menneskekroppent2.

Tarmmikrobiomet
Mikrobiomet eendrer sig betydeligt i labet af livet. Et speedbarn fades uden et mikrobiom, men ekspo-

neres ved en naturlig fadsel, allerede i fadselskanalen for moderens vaginale mikrobiom og dertil ofte
tarmmikrobiomet fra moderens faeces. Nar amningen opstartes, viderefarer moderen, gennem moder-

melken, bade vigtige antistoffer, men ogsa bakterier til bl.a. tarmsystemet. Mikrobiomet udvikles der-
med gradvist og er yderst afhaengigt at individets miljg. P4 den made kan mikrobiomet anses som et

fingeraftryk for et individ.

Tarmens mikrobiom domineres af bakteriegrupperne Firmicutes (f.eks. Lactobacillus) og Bacteroidetes
(f.eks. Provotella) samt i mindre grad af Proteo- og Actinobakterierne. Figur 1 viser forekomsten af
varierende bakteriegrupper i tarmmikrobiomet gennem menneskelivet. | de fleste tilfelde er et diverst
mikrobiom fordelagtigt, dog bestar 99% af tarmmikrobiomet af de samme 30-40 arter®3,



4-12 mon. 50-60yrs.

1012 _ | Bacteriodetes (bacteroides), firmicutes (peptococcaceae), eubacteria
\ :
|
- 1
Y 1010} Actinobacteria Group | bacteria
Q (bifidobacteria)
£
©
)
s 108
jou ; S
- Proteobacteria & firmicutes /
=
c Y 4
- d Group Il bacteria
8 10°f o
8 Firmicutes —
% (lactobacilli)
o
L 1041
2 Firmicutes G Sii Keaciaid
(clostridia, roseburia, bacilli) : oy ctave
1 !
102 ! i

L J L J L J
At birth Weaning Adults Old-age (>65y)

FIGURE 1.2 Changes in the fecal microbiota with increased age.

Figur 1 Fra: Gut microbiota in health and disease s. 43

Pa Biotech Academy Camp 2021 vil | komme til at undersgge tarmmikrobiomet hos grise i forskellige

livsstadier.

Probiotika og prabiotika
Tarmmikrobiotaen kan pavirkes af mange forskellige faktorer, herunder medicin og mad. | forsknin-

gens verden arbejdes der ofte med begreberne probiotika og prabiotika til kontrol af bl.a. tarmmiljget.

Probiotika defineres som levende og veldefinerede mikroorganismer, som udger helbredsmeessige for-
dele. Probiotika er maske et nyt begreb for dig, men hvis du nogensinde har faet fortalt, at du skulle
spise yoghurt, hvis du havde ondt i maven, sa kender du muligvis allerede til deres effekt. Ondt i ma-
ven kan nemlig skyldes en ubalance i tarmmiljget, og yoghurt indeholder en masse bakterier, blandt
andet bakteriesleegten Lactobacillus, som har en lang historie som probiotika. Disse ”gode” bakterier
kan ved tarmproblemer veere med til at genetablere mikrobiomet og dermed skabe mindre ubehag. Pro-
biotika har mange fordele, herunder regulering af immunfunktionen samt forbedring af tarmbarrierens

integritet og enzymdannelse.



Preebiotika stimulerer selektivt gavnlig veekst af veertens mikroorganismer og medvirker derfor til et
bedre tarmmiljg. Strukturelt er preebiotika ofte kulhydrater, da de kan fungere som nzringsstoffer for
bakterierne. Kulhydraterne er som oftest komplekse og kan ikke nedbrydes af kroppen selv. Praebioti-

kas effekter inkluderer beskyttelse mod patogener, gget mineraloptagelse og forbedret stofskifte®.

Udvalgte forskningsresultater i tarmmikrobiomet
e Hjernen og tarmmikrobiomet kommunikerer, gennem bade det immune-, endokrine og neurale

system®.

e Barn fodt vaginalt modsat kejsersnit har anderledes tarmmikrobiomer helt op til 7-arsalderen,
hvilket kan resultere i livsstilsygdomme?.

e Udvikling af diabetes type 1 pavirkes af lav diversitet i tarmen, hvor specifikke bakteriegrupper

kan have sarlig stor indflydelse®.

Bakterier
Bakterier er prokaryote celler, modsat mennesker og planter, der er eukaryote. Prokaryote celler afskil-

ler sig fra eukaryote pa en raeekke punkter, men I kan huske det pa, at prokaryote celler ikke har en cel-

lekerne og DNA’et derfor ligger frit i cellen.

Selvom bakterier kan veere meget forskellige, har de samme grundlaeggende struktur. Rundt om cellen
findes cellemembranen, der adskiller cellens indhold fra det omkringliggende milja. Cellemembranen
er med til at regulere, hvad der kommer ind og ud af cellen. Inde i cellen er cytoplasmaet, der bestar
primeert af en flydende komponent, som vi kalder cytosol, og dernast uoplaselige cellekomponenter,
som f.eks. ribosomer. Ribosomerne bestar bade af ribosomalt RNA (rRNA) og proteiner og det er disse
sma biologiske maskiner, der er ansvarlige for proteinsyntesen. Det er altsa her, der bliver lavet protei-
ner ud fra messenger RNA (mRNA), det vi i daglig tale bare kalder RNA.

Udenom cellemembranen findes cellevaeggen, som bade beskytter cellen og er med til at bestemme
dens form. Cellevaeggen er opbygget af lange kader af en bestemt type sukker, peptidoglycan. Derfor
kaldes cellemembranen ogsa peptidoglycanlaget. Nogle bakterier har endnu en cellemembran udenom

celleveeggen.



Gram-positive og Gram-negative bakterier
For at identificere og klassificere bakterier inddeles de ofte kategorier. Man kan f.eks. inddele bakterier

i Gram-positive og Gram-negative, afhangigt af antallet af cellemembraner cellen har. Dette kan pavi-
ses ved Gram-farvning. Farveskiftet hos de Gram-positive bakterier (se figur 2a) sker nar pigmentet
som benyttes til Gram-farvning, binder til peptidoglycan molekyler i celleveeggen. Eksempler pa Gram-
positive bakterier inkluderer bl.a. slaegterne Staphylococcus og Listeria.

Gram-negative bakterier (figur 2b) kontratfarves, da deres cellevaeg er omkredset af endnu en celle-
membran, som pigmentet ikke kan treenge igennem. E. coli er en Gram-negativ bakterie. Enkelte bakte-
rier, som fx Mycobacterium tuberculosis og Mycobacterium leprae, kan ikke klassificeres korrekt ved

Gram-farvning og kaldes derfor Gram-variable.
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Figur 2: Fra venstre: a. Grampositiv cellemembran b. Gramnegativ cellemembran.
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Anaerobe og aerobe bakterier
| forrige afsnit blev bakterierne kategoriseret efter deres reaktion pa Gramfarvning. I dette afsnit indde-

les der efter en specifik vaekstbetingelse, nemlig ilt. Aerobe bakterier findes ved nasten alt omkring os,
da de lever i miljger med ilt, mens de anaerobe bakterier lever steder uden ilt, f.eks. i tarmen. Tarmen
inddeles i sektioner - oralt til analt og iltindholdet svaekkes jo l&engere man kommer ned i systemet.
Hvis du har dyrket bakterier i lgbet af din gymnasietid, er det sandsynligvis aerobe organismer. De dyr-
kes nemlig nemt, mens anaerobe bakterier kreever sarlige vaekstkamre uden ilt. Hvis du vil lzere mere

om disse kamre, kan du se denne video: https://bit.ly/3a070Yh

Bakteriedyrkning
Mikroorganismers vaekst fglger vaeekstmodellen (se figur 3). | vaeekstmodellen inddeles veeksten i de fal-

gende fire faser: nglefasen, den eksponentielle fase, den stationzre fase og dedsfasen.


https://bit.ly/3a070Yh
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Figur 3 Bakterievaekstkurven.

I nglefasen (kaldes ogsa lagfasen) er cellerne lige blevet overfart fra et brugt veekstmedie til et friskt, og
de skal derfor vaenne sig til de nye veekstbetingelser. Mikroorganismerne omstrukturer deres stofskifte,
og de begynder at lave cellekomponenter forbundet med vaekst. Mikroorganismerne kan vokse i celle-
starrelse, men de vil nasten endnu ikke dele sig. Antallet af mikroorganismer vil dermed veere nogen-
lunde konstant. Nglefasen kan vare kortere eller leengere tid, afheengigt af cellernes tidligere vaekstbetin-

gelser.

I den eksponentielle fase har cellerne vannet sig til veekstbetingelserne, og de kan formere sig ved

celledeling. Fordi én celle deler sig i to, er antallet af mikroorganismer eksponentielt stigende.

For eksempel har mikroorganismer som bakterien Escherichia coli en generationstid (hvor lang tid det
tager at fordoble celleantallet) pa 20 minutter, mens gaersvampen Saccharomyces cerevisiae har en ge-
nerationstid pd 90 minutter; andre typer af organismer som dyre- og planteceller har derimod genera-

tionstider pa adskillige timer eller sagar dagn.

I den stationgere fase er cellepopulationen ikke leengere i veekst. Det kan enten skyldes, (1) at mikroor-
ganismerne har opbrugt naringsstofferne; (2) at der har ophobet sig affaldsstoffer i vaekstmediet, som
draeber mikroorganismerne eller hemmer deres vakst; eller (3) at der simpelthen ikke er plads tilbage

for mikroorganismerne til at dele sig yderligere. Der sker igen en omstrukturering af stofskiftet i mikro-



organismerne, men de begynder nu at lave cellekomponenter forbundet med overlevelse og stress. An-
tallet af mikroorganismer vil dermed veere konstant, fordi antallet af nydannede celler er nogenlunde lig
antallet af dgende celler. Nogle af de mikroorganismer, der dar, vil spraenges ved cellelysering, hvormed
deres nedbrydningsstoffer kan udnyttes som neringsstoffer af andre mikroorganismer, der pa den made

stadig kan vokse.

I dgdsfasen har cellerne ikke leengere gode nok vaekstbetingelser til at kunne opretholde de ngdvendige
livsprocesser. Det kan veaere mangel pa naringsstoffer eller ophobning af affaldsstoffer, som draeber mi-
kroorganismerne. Fordi antallet af dgende celler overstiger antallet af nydannede celler, er antallet af
mikroorganismer i populationen aftagende. Typisk er dgdsraten i dgdsfasen vaesentligt lavere end veekst-
raten i den eksponentielle fase.

Vaekstmedie

For at fa vores bakterier til at gro, bliver vi ngdt til at give dem de rigtige forhold. Bakterierne har brug
for organiske stoffer, mineraler og salt for at kunne vokse. Hvis man blander alle disse stoffer i de rigtige
proportioner, har man lavet et vaekstmedie. Der findes en del forskellige veekstmedier, og indholdet af-

haenger af, hvilke organismer man vil gro.

Det medie, som vi vil benytte os af, er LB-medie (kort for Lysogeny Broth medie), da det er et simpelt
og effektivt medie. For at lave 1 liter LB-medie skal man blande 10g/L tryptone, 5g/L geerekstrakt og
10g¢/L natriumklorid i 1 liter vand. Tryptonen er en blanding af peptider (proteiner), som er bakteriernes
kilde til aminosyrer. Gaerekstrakt bestar af lyserede gaerceller, det vil sige, at cellevaeggen er fjernet. Dette
er bakteriens kilde til sukker, mineraler og anden naring. Natriumklorid er normalt kekkensalt, som
celler ogsa har brug for.

Udover flydende medie baseret pa vand kan man ogsa lave et solidt medie, som man stgber i petriskale.
Et solidt medie er stadig baseret pa LB mediet, men udover tryptone, gaerekstrakt og natriumklorid tilfgjer
man ogsa 15g/L agar. Agar er en smaglgs hvid substans, der kommer fra rgde algers cellevaegge. Agar
smelter og bliver flydende ved 85°C og bliver solid igen ved 32-40°C. Disse karakteristika ger, at agar

er optimalt at bruge til et solidt medie.
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Agarplader er et andet navn for petriskale, der indeholder et solidt medie baseret pa ﬁ\

agar. Agarplader bliver primzrt brugt til at sprede cellerne ud pa en overflade. Cel- Y
ler, der bliver spredt ud pa en agarplade og far lov til at gro, er lette at identificere, \\ /
Agar plade]aen kolonier

da de bliver synlige, som sma farvede prikker (ogsa kaldet kolonier). Hver koloni —

er et resultat af mange millioner af celler, der befinder sig pa samme sted (figur 4).

Det er vigtigt at kunne sprede cellerne ordentligt ud pa en agarplade for at kunne

teelle de resulterende kolonier. Agar plade med kolonier
Figur 4 Agarplader, figur

lavet med Biorender

Selektion af bakterier
Velger man et godt medie kan de fleste bakterier gro. Dog kan det veere fordelagtigt at selektere for

specifikke bakterier. Man kan i store traek anvende to metoder pa en agarplade.

1. Der indsattes en selektionsmarker i sin bakterie, det kan f.eks. veere antibiotikaresistens, hvilket
betyder, at hvis man udplader denne bakterie pa en plade med antibiotika, vil den gro, mens ikke-
resistente mikroorganismer vil blive hemmet af antibiotikaen. En selektionsmarker kan ogsa
veere en farve, hvorved ens bakterie pa den made adskiller sig fra de andre. Kort sagt hjelper en
selektionsmarker os altsd med at veelge (eller selektere) de mikroorganismer, vi leder efter, ved
at &ndre pa organismen.

2. Agaren er selektiv. Her er det kun muligt for en specifik gruppe mikroorganismer at gro, da pe-
triskalens vaekstmedie har et sarligt fordelagtigt naeringsindhold til denne bakteriegruppe, mens

det heemmer andre. Metode nr. anvender dermed mikroorganismens ydre miljg til at selektere.

Nar vi gar i laboratoriet, anvender vi metode nr. 2. Vi vil her forsgge at gro Lactobacillus fra yoghurt.

Det genetiske udtryk

For at kunne forsta teorien bag syntesebiologi skal du have en fundamental forstaelse for DNA, RNA og

proteiner. Disse tre komponenter vil nemlig veere inkorporeret overalt i teorikompendiets mange emner.

DNA — Livets molekyle
DNA er et molekyle, der beerer genetiske instruktioner til udvikling, funktion, veekst og reproduktion af

alle kendte organismer og mange vira. DNA star for deoxyribonukleinsyre og bestar oftest af to DNA-

strenge. Hver DNA-streng bestar af en masse nukleotider, der er kovalent bundet sammen. Et nukleotid
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bestar af en fosfatgruppe, et pentosesukkermolekyle (deoxyribose) samt en nitrogenholdig base. | DNA
findes der fire forskellige baser; cytosin (C), guanin (G), adenin (A) og thymin (T) (se figur 5).

Grundet DNA-strengens opbygning, har DNA-strengen ogsa en retning. Det vil sige, at DNA-strengen
har to ender, der adskiller sig fra hinanden. Disse to ender kaldes for henholdsvis 5’-enden og 3’-enden
(se figur 5.4). 5’-enden bliver ofte beskrevet som DNA-strengens begyndelse, hvor det farste nukleotid
har en fosfatgruppen, som stikker ud fra sukkerets 5. carbon atom. I modsetning til 5° —enden bliver 3°-
enden kaldt for DNA-strengens afslutning. Her har det sidste nukleotid i DNA-strengen en hydroxyl-
gruppe (--OH-gruppe) fra sukkerets 3. carbon atom, der bliver eksponeret (figur 5.3). Nar nye nukleoti-
der skal tilfgjes til DNA-strengen, vil det nye nukleotid danne en binding mellem dens 5°-fosfat til DNA-

strengens 3’-hydroxylgruppe. Dermed vokser strengen fra sin 5’-ende mod sin 3'-ende.

De to DNA-strenge er snoet omkring hinanden og danner en struktur, der minder om en snoet stige.
Denne struktur kaldes for en dobbelthelix. Pa ydersiden af dobbelthelixen sidder DNA-strengenes fos-
fatgrupper og sukkermolekyler. Dette kaldes ogséa for DNA’ets backbone. De fire forskellige typer baser

findes pa indersiden af helixen. De sgrger for, at de to kaeder sidder sammen, da baserne danner par med

©, @

Thymine
send  Adenine ,

hinanden via hydrogenbindinger (figur 5.2, 5.4).
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3 end
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Figur 5 DNAs opbygning (1) Doblet strenget DNA helix der er opbygget af (2) komplimentaerer nukleobaser. (3) Nukleobaser be-
stdr af en sukkerdel en fosfor del og en nitrogenholdig base. Der er 5 carbon atomer i vores sukker, navngivet 1°-5’, det er ud fra
disse carbon atomer, vi navngiver enderne pd vores DNA-kaede. (4) DNA’s kemiske opbygning med nukleobaser, sukker og den
negativt ladet fosfor samt DNA’s 5’ og 3’ ender. Hentet fra Wikipedia (Madeleine Price Ball).
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De fire forskellige baser laver en specifik pardannelse med hinanden. Cytosin (C) danner par med gua-
nin (G), og adenin (A) danner par med thymin (T) (figur 5.2). De to DNA-strenge i dobbelthelixen lg-
ber i modsatte retninger. Det betyder, at 5'-enden af en streng er parret med 3'-enden af dens matchende

streng. Man siger, at DNA-strenge er antiparallelle (figur 5.2, 5.4).

RNA — Det alsidige molekyle
RNA bestar, ligesom DNA, af en kade af nukleotider og har utrolig mange forskellige funktioner i cellen.

I modsztning til DNA, er RNA enkeltstrenget og har sma a&ndringer i sin sukkergruppe. En anden vigtig
forskel mellem DNA og RNA er, at en af de fire nitrogenholdige baser i RNA er anderledes. Her erstattes
basen thymin (T) med basen uracil (U). Der er mange forskellige typer RNA, herunder messenger RNA
(mRNA), ribosomalt RNA (rRNA) og transfer-RNA (tRNA) samt primere. Disse fire typer vil blive

introduceret undervejs i teorikompediet.

Proteiner — Cellens handlangere
I én enkelt celle er der et utal af forskellige proteiner. Proteiner er opbygget af én eller flere keeder af

aminosyrer. Disse aminosyrekeader kaldes for polypeptider. Der er 20 forskellige slags aminosyrer, der
kan bruges til at lave et protein, og hver aminosyre har forskellig struktur og kemisk adfeerd. Antallet af
aminosyrer pa polypeptidet varierer fra protein til protein. Antallet af polypetider, som et protein er op-
bygget af, varierer ogsa. Proteiner kommer derfor i rigtig mange forskellige starrelser, former og typer,
og hvert enkelt protein har et specifikt formal. Tilsammen er de livsngdvendige for cellens — og derfor

organismens - overlevelse.

Proteinsyntesen
I 1956 opdagede Francis Crick en af de vigtigste koncepter i molekylarbiologiens historie, der blev

betegnet Det Centrale Dogme’. Det Centrale Dogme beskriver strammen af genetisk information inde
i en celle. DNA koder for RNA via transskription, og RNA koder for protein via translation (figur 6).
DNA kan desuden kopieres og videregive sin genetiske information til en ny celle via replikation. Man
har aldrig i naturen observeret en stram af genetisk information fra protein til protein, eller fra protein til
RNA, eller fra protein til DNA. Med andre ord kan man sige, at nar den genetiske information er vide-
regivet til proteinniveau, sa er den genetiske information fastlast, og aminosyresekvenserne kan dermed

ikke blive videregivet mellem generationerne.
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Figur 6 Det centrale dogme.

DNA Replikation i bakterier
Under en celledeling skal en celle kopiere sit DNA, gennem DNA replikation. Det kopierede DNA se-

pareres derefter i to datterceller, der arver den samme genetiske information som modercellen. DNA-
replikation er semikonservativ, hvilket betyder, at hver streng i en DNA-dobbelthelix fungerer som en
skabelon til syntesen af en ny, komplementeer streng. Det vil sige, at efter DNA-replikationen er feerdig,
er der to DNA-kopier, hvor hver dobbelthelix har en ”gammel DNA-streng” og en helt ny DNA-streng.
Da mikroorganismer er ngdt til at kunne kopiere deres DNA meget hurtigt og med meget fa fejl, geor de
brug af forskellige proteiner, der arbejder sammen for at sikre, at DNA-replikation udfgres sa ngjagtigt

som muligt 7.

For DNA et kan blive kopieret, skal de to DNA-strenge adskilles fra hinanden. For at gare dette, bruges
specifikke enzymer kaldet DNA-helikaser. DNA-helikaser binder til et kort segment i DNA’et, hvor de
derefter adskiller de to DNA-strenge fra hinanden og danner to Y-formede strukturer, der kaldes for
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replikationsgafler (figur 7). Disse to replikationsgafler udger tilsammen et kompleks, der kaldes for en
replikationsboble. Segmentet kaldes for ”Origin of replication” (ORI), og her starter syntesen af ny
DNA. E. coli har, som de fleste bakterier, en enkelt ORI-sekvens pa dets kromosom (se figur 7). Denne
sekvens har for det meste A / T-basepar (som holdes sammen af feerre hydrogenbindinger end G / C-
basepar), hvilket ger DNA-strengene lettere at adskille. For at sikre, at de to adskilte strenge ikke gen-
forenes, binder der sig en masse strukturstabiliserende proteiner til bade de enkeltstrengede DNA-regio-

ner i replikationsboblen og de dobbeltstrengede DNA-regioner udenfor replikationsboblen.

Nar DNA-helikasen har adskilt de to DNA-strengene fra hinanden, og replikationsgaflerne er dannet, er
DNA’et klar til at blive kopieret. Syntetiseringen af den nye DNA-streng bliver gjort hovedsageligt af
specifikke enzymer kaldet DNA-polymeraser. Disse enzymer tilfgjer nukleotider en ad gangen til den
voksende DNA-keede. Dette gar DNA-polymerasen ved at bruge den ene DNA-streng som skabelon til
at inkorporerer de nukleotider, der komplementerer skabelonen. Disse nukleotider bliver altid tilfgjet til
3'-enden af DNA-strengen.

Men DNA-polymeraser kan ikke starte en ny DNA-kade fra bunden. De kan kun binde nye nukleotider
til en forudgaende eksisterende streng. Der er brug for en primer, som er et kort stykke RNA, der bliver
sammensat af et enzym kaldet primase. Primere er komplementere til en specifik DNA sekvens og
seetter sig pd DNA’et, s DNA-polymerasen har et sted at starte. Senere udskiftes primeren med DNA,
og DNA-polymerasen kan herefter overtage DNA- syntesen (figur 7).

Det er vigtigt at pointere, at DNA-polymeraser kun kan syntetisere DNA i 5 'til 3' retning, og dette skaber
et problem under replikation, da dobbeltstrenget DNA, som tidligere navnt, altid er antiparallel. Det vil

sige, at den ene streng lgber i 5' til 3' retningen, mens den anden lgber i 3' til 5' retningen.

Den nye streng, der karer fra 5' til 3' mod replikationsgaflen, er den lette. Denne streng fremstilles kon-
tinuerligt, fordi DNA-polymerasen bevager sig i samme retning som replikationsgaflen. Denne kontinu-
erligt syntetiserede streng kaldes for leading strand. Den anden nye streng, der lgber fra 5 til 3' veek fra
replikationsgaflen, er vanskeligere (figur 7). Denne streng bliver lavet i fragmenter, fordi DNA-polymer-
asen beveger sig vaek fra replikationsgaflen. Det betyder, at DNA polymerasen skal genmonteres pa det
nyligt eksponerede DNA, som replikationsgaflen har efterladt sig. Denne vanskelige streng, der er lavet

i fragmenter, kaldes for lagging strand (figur 7). De sma fragmenter kaldes for Okazaki-fragmenter.
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Leading strand kan syntetiseres ud fra én enkelt primer, hvorimod lagging strand har brug for en ny

primer til hvert Okazaki-fragment.

Afslutning af DNA-replikation forekommer, nar to modsat orienterede replikationsgafler mgdes og smel-

ter sammen for at skabe to separate og komplette dobbeltstrengede DNA-molekyler. (figur 7).

Replikationsgaffel
DNA helicase
Leading strand .
Topoisomerase
.3 .
: RNA Primer
(|
+ Lagging strand " ® A\ DNA polymerase
. . Primase

Figur 7 DNA-replikation af et kromosom. Replikationsgaflen indeholder bdide DNA ets Leading- og lagging strand. Pa lagging strand
syntetiserer primasen en masse primere. P& leading strand er der kun brug for én enkelt primer. DNA-helikasen er ansvarlig for at separere
de to DNA-strenge, og topoisomerase hjcelper med at stabilisere DNA et, ndr det bliver "lynet op” af helikasen. DNA-polymerasen sgrger
for at syntetisere den anden streng ved hjelp af primerne fra primasen. Replikationen starter i ORI.

Transskription: Fra DNA til RNA
Ordet transskription beskriver en proces, hvori oplysninger skrives over. | biologiens verden beskriver

transskription en proces, hvor en gensekvens bliver kopieret og oversat til den korresponderende RNA-
kode. Transskription er det fgrste led i at fa et gen udtryk. Information kodet i genet bruges til at kon-
struere et funktionelt produkt, sdsom et protein. For et proteinkodende gen barer RNA-kopien den infor-
mation, der er ngdvendig for at opbygge et polypeptid, der senere folder sig til et funktionelt protein.
Transskription af et gen foregar i tre trin: 1. Initiering, 2. Elongering og 3. Terminering (se figur 8). De
feerreste gener bliver transskriberet konstant. Cellerne regulerer i stedet omhyggeligt transskription af

hvert gen individuelt eller for en lille klynge af gener, der bliver transskriberet samtidig.
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Initiering
Nar cellen gerne vil transskribere et gen, binder RNA-polymerase til en sekvens pd DNAet, der kaldes

for en promotor. Denne sekvens findes lidt far genets begyndelse. Hvert gen har sin egen promotor. Nar
RNA polymerasen binder til promotoren, adskiller RNA-polymerase DNA-strengene, hvilket blotleegger
den enkeltstrengede DNA-skabelon, der er ngdvendig for transskription. For at de rette gener transskri-
beres er det derfor yderst vigtigt at RNA-polymerasen binder til den rette promotor. Dette gares ved
hjeelp af et protein, der kaldes for en sigmafaktor (¢-faktor). Dette protein muligger specifik binding af
RNA-polymerase til promotoren. Den specifikke o-faktor, der bruges til at initiere transskription af et
givet gen, vil variere afhaengigt af genet og af de miljgmaessige signaler, der er ngdvendige for at starte
transskription af dette gen. Den valgte promotor for RNA-polymerasen afhaenger altsa af den associerede
o-faktor (figur 8.1).

U 0 e Tay
mRNA DNA 1. RNA polymerase

binder til promoter

4. Transkription - i
afsluttes ved en _. med en ?igmafaktor
terminatorregion, hvorved h og adskiller
mRNAet bliver frigivet og RNA Polymerase DNA-strengene fra

RNA polymerasen hinanden.

forlader DNAet.
) P

o factor

Terminator romotor
/ Transkriptionen starter.
—
3. RNAet forlaenges af - ‘r\
RNA polymerasen og Voksende

sigrnafg ktoren forlader mRNA-kaede
transkriptionskomplekset.

Figur 8 Transskriptionen af DNA til RNA udfares af enzymet RNA-polymerase, der binder til en specifik promotorre-
gion pd DNA et, med hjeelp fra en specifik sigma-faktor. Polymerasen er derefter i stand til at initiere transskription
ved at dbne det spiralformede DNA, hvilket tillader at det enkeltstrengede DNA kan fungere som en skabelon. Efter
inkorporering af de farste fa nukleotider begynder enzymets affinitet at falde, indtil sigma-faktoren frigares fra kom-
plekset. Transskriptionen fortseetter indtil den nar en terminatorregion, hvorefter mRNA ‘et bliver frigivet og RNA
polymerasen kobler sig fra DNA 'et.
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Elongering
Nar RNA-polymerasen har bundet sig til promotoren sammen med c-faktoren, bliver DNA-skabelonens

sekvens herefter laest én base ad gangen (figur 8.2). Samtidig med at baserne bliver laest, bygger RNA-
polymerasen en RNA-streng med komplementerende baser. Denne RNA-streng vokser i 5> = 3 - ret-
ningen. RNA-strengen baerer pracis den samme sekvens, som den DNA-streng, der ikke bruges som
DNA-skabelon. Den resulterende RNA-streng indeholder blot basen uracil (U) i stedet for thymin (T).
Efter de farste par baser er lavet pa den voksende RNA-streng dissocierer s-faktoren sig fra transskrip-
tionskomplekset, og RNA polymerasen fortsatter syntetiseringen af RNA-strengen pa egen hand (figur
8.3).

Terminering

RNA-polymerasen fortsatter transskriptionen, indtil den meder en sekvens pa DNA’et, der far den til at
stoppe. Dette sker, nar RNA polymerasen transskriberer en DNA-sekvens, der kaldes for en terminator.
Nar RNA-polymerasen mgder en terminator, stopper RNA-polymerasen transkriptionen og RNA poly-
merasen falder af DNA-strengen (figur 8.4). Et RNA-produkt, der er klar til at blive oversat af ribosomet,
kaldes et messenger RNA (MRNA). | bakterier er den nye mRNA-streng Klar til at blive oversat lige
efter transskription. Translationen af mRNA’et kan faktisk starte, mens transskription stadig foregar, og
mange ribosomer er ofte knyttet til mMRNA-strengen, mens den bliver syntetiseret, dette kaldes et poly-

som.

Translation: Fra mRNA til polypeptid
Ved translation bliver informationerne, der er gemt i mRNA’et, brugt til at opbygge et polypeptid, der

kaldes for et ribosom. mMRNA indeholder instruktionerne til opbygningen af et polypeptid, laest i grupper
af tre RNA-nukleotider (adenin (A), uracil (U), cytosin (C) og guanin(G)). Disse grupper kaldes for
kodons (som ogsa kaldes tripletter). Et enkelt kodon koder for én specifik aminosyre. Et startkodon,
med sekvensen AUG, koder for aminosyren methionin og beskriver, hvor i mRNA-sekvensen translati-
onen skal begynde. Herfra afkodes mMRNA-sekvensen kodon for kodon indtil ribosomet mgder et stop-
kodon (UAA, UAG og UGA), der markerer translationens afslutning. I forhold til alle andre slags ko-
dons, sa koder et stopkodon IKKE for en specifik aminosyre. Det generelle kodon-aminosyre oversat-
telse betegnes den genetiske kode (figur 9).
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Figur 9 Den genetiske kode. Figuren viser hvilke aminosyrer, som de forskellige kodons koder for. For at finde ud af, hvilken aminosyre
ens kodon reprasenterer, skal man starte fra midten og bevaege sig udad. Man veelger her fra de forskellige nukleotider, der findes i
ens kodon. F.eks. hvis man har et kodonet GAG, starter man i det midterste G-felt, hvorefter man gar videre til A-feltet og til sidst til
det yderste G-felt. Ud fra dette kan man se, at kodon GAG koder for aminosyren Glu (E). Startkodon er AUG, hvilket ogsa er anvist
med en sort pil. Slutkodons er UAA, UAG og UGA. Dette er anvist med sorte prikker. Hentet fra Wikipedia (Robert Kohlmann).

Men hvordan bliver denne oversattelse formidlet af cellen? Cellen formidler translationen primeert ved

hjeelp af transfer RNA og ribosomer.

Transfer RNA (tRNA) forbinder mRNA-kodons til den specifikke aminosyre, som de koder for. Pa den
nederste del af hvert tRNA (figur 10) er der en sekvens pa tre nukleotider, der kaldes for et antikodon,
som kan binde til specifikke mMRNA-kodons. Den everste del af tRNA’et barer den aminosyre, der er
specificeret af det pageeldende kodon. Der er derfor mange forskellige typer tRNA. Hver type laeser én

eller fa kodons og bringer herefter den matchende aminosyre.

Ribosomerne er de strukturer, hvori polypeptiderne bliver bygget. De bestar af protein og ribosomalt
RNA (rRNA). Hvert ribosom har to underenheder, en stor og en lille, der samles omkring mRNAet, der
skal oversattes. Ribosomet er udstyret med nogle vigtige domaner, hvor tRNA’et kan finde deres mat-
chende kodons pa mRNA-skabelonen og levere deres aminosyrer. Ribosomet fungerer samtidig ogsa

som et enzym, der forbinder aminosyrer sammen for at skabe en kade.
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Translationen af RNA til protein, kan inddeles i samme faser som transskriptionen: Initiering, elongering
og terminering. De tre faser ses pa figur 10.

Initiering

Forst samles ribosomet omkring mRNA’et, der skal leses, og det forste tRNA binder sig pA mRNA-
strengen. Dette tRNA berer aminosyren methionin, der matcher startkodonet AUG. Denne opsetning
kaldes for initieringskomplekset. Den allerfarste aminosyre methionin sztter sig pa ribosomets P-do-

meene.

Elongering
Efter initeringskomplekset er dannet, kan aminosyrekaden forleenges. Her overseetter ribosomet et kodon

ad gangen, og den korresponderende aminosyre tilfgjes til den voksende aminosyrekeede. Hver gang et
nyt kodon oversattes, overfares et tRNA med den rette aminosyre til ribosomets A-site. Nar tRNA’et
lander pa A-sitet, vil dette starte en peptidbinding mellem den nye aminosyre og dens nabo i P-sitet (figur
10.3). Herefter mister den naboliggende tRNA sin aminosyre, og dette tRNA flytter over i E-sitet, hvor-
efter den frigeres. Det tRNA, der nu har en ekstra aminosyre, driver herefter over i P-sitet og tRNA’et er

nu Klar til at give den voksende kaede videre til det naeste tRNA.

Terminering
Under den sidste fase skal det feerdige polypeptid frigares. Polypeptidet bliver frigjort, nar et stopkodon

bliver oversat af ribosomet. Sekvensen pa dette stopkodon kan vaere UAG, UAA eller UGA. Disse ko-
donsekvensen udlgser en reekke handelser, der adskiller polypeptidkaden fra dens tRNA, og den kan
herefter lgsrive sig fra ribosomet. Translationen er hermed afsluttet. Efter translationens afslutning kan
polypeptidet stadig veere ngdt til at gennemga forskellige slags modifikationer for at blive foldet til et
funktionelt protein. Det skal ogsa ofte sendes til det rigtige sted i cellen eller kombineres med andre

polypeptider, far det kan gare sit job.

Hvis du vil vide mere om molekylarbiologiens centrale dogme, anbefaler vi at du ser videoerne dedikeret
til emnet pa biostriben: https://bit.ly/3mupSnh
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Figur 10 Translation. 1: komponenterne der er ngdvendige for at translationen af mRNA’en kan gennemfgres. tRNA’en identificere de
forskellige codons i mRNA’en og tilfgjer de rigtige aminosyrer ud fra anticodone. 2: aminosyren der sidder pd tRNA’en bliver overfart til
den nzeste tRNA der sidder i ribosomets A domane. 3: Efter overfgrslen af aminosyren flytter tRNA’erne et domaene laengere ned og 4: den
tRNA uden aminosyre bliver tabt mens tRNA’en pa P domaenet er klar til at give den voksende aminosyre kaede videre til den naeste tRNA
i reekken. 5: NGr alt mRNA’en er laest star man tilbage med en aminosyre kaede (polypeptid) der kan folde sig til det feerdige protein.
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Bioteknologiske metoder
I det fglgende afsnit vil du blive prasenteret for de bioteknologiske metoder, som du skal bruge i lgbet
af campen.

DNA-ekstraktion
Til Biotech Academy Camp 2021 er der blevet opsamlet faecespraver fra grise. Feeces er fyldt med

DNA, som befinder sig i de enkelte celler. For at kunne analysere, hvilke bakterier der findes i prg-
verne, og derved undersgge mikrobiomet, skal DNA’et blotlaegges. P4 campen anvender vi et kit fra
Qiagen til at ekstrahere DNA. De praefabrikerede Kits er en meget simpel metode, der giver kvalitetsre-

sultater, som professionelle forskningslaboratorier ogsa bruger.

Princippet bag DNA-ekstraktionen bestar i (1) lysere/gdeleegge cellerne i feecespraven vha. varme, (2)
adsorbere/binde DNA til en silicamembran, (3) udvaske urenheder og (4) eluere DNA fra kolonnen
(som kan binde specifikt for DNA). Vi ender dermed med DNA i en buffer, hvori der hverken findes
protein, nukleaser eller andre urenheder. Herfra bevares DNA’et bedst ved -20°C. (Qiagen DNA stool
handbook, 2012)

Nanodrop
DNA-ekstraktionen frigor DNA’et, men vi har ingen idé om kvaliteten af ekstraktionen. Koncentration

0g kvalitet bestemmes derfor med et NanoDrop fluorospektrometer, hvor der afpipetteres 1 uL prove.
Maskinen sender lys gennem prgven og registrerer derfra DNA-indholdet. Vi gnsker, at der skal veere
mellem 75-300 ng/uL DNA i prgven.

Polymerase Chain Reaction (PCR)
Polymerase Chain Reaction er en molekylerbiologisk teknik, der bliver brugt til at opformere speci-

fikke DNA-sekvenser. PCR bliver brugt til detektion og identifikation af organismer eller biologisk ma-
teriale, der indeholder DNA. PCR bliver ogsa hyppigt brugt som et vigtigt redskab i kloning og genmo-

dificering.

PCR udnytter en af naturens egne enzymer, som spiller en vigtig rolle i det centrale dogme, nemlig DNA-
polymerasen. Til PCR bruges DNA-polymerasen til at opformere en specifik DNA-sekvens. PCR gen-
nemgar en reekke cyklusser, hvor hver DNA-sekvens bliver kopieret én gang per cyklus. Sa hvis man
starter med 2 ens DNA-strenge, vil man efter farste cyklus have 4 DNA-strenge. Hvis man kgrer en PCR
med 30 cyklusser, ender man ud med 1.073.741.824 ens strenge DNA, hvilket svarer til 23° (figur 11).
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Valg af primere - kopiernes start og stop
DNA har som bekendt to strenge, der lgber i hver sin retning (3' til 5' og 5' til 3"). Derfor vil DNA-po-

lymerase i PCR ogsa kopiere de to strenge i hver sin modsatte retning. Dette indeberer, at der skal bru-
ges to forskellige primere - én til start af kopiering i hver retning. Den streng, enzymet bruger som ska-
belon, skal altsa ga modsat, dvs. fra 3'til 5'. Det betyder, at de to ngdvendige primeres sekvenser skal
veelges, sa den ene baseparrer til startstedet pa den ene streng, og sa den anden baseparrer til den anden
strengs startsted. Da strengene er modsatrettede, ligger det ene startsted altid samme sted som stopste-
det pa den modsatte streng.

Hvorfor startstedet pa én streng samtidig er slutstedet pa den anden streng, kan veere lidt svart at forsta.
Men det skyldes, at de DNA-strenge, som dannes i den farste cyklus, ogsa vil fungere som skabelon i
den naeste fordoblingscyklus, men nu for den modsatte streng og retning. Derfor er strengen ikke leen-

gere, nar DNA-polymerasen kommer frem til det oprindelige startsted - som derfor bliver et stopsted.

Faserne i en PCR-cyklus
Hver cyklus er delt op i tre forskellige faser, der har hver deres temperatur og varighed. De angivne

temperaturer varierer efter hvilke primere, der anvndes.

1. Opvarmning (denaturering af DNA)

Det dobbeltstrengede DNA, der skal bruges som skabelon i reaktionen, skal farst denatureres ved hgj
temperatur (ca. 95 °C) nogle sekunder. Dette gar DNA'et enkeltstrenget, sa hver streng kan fa bygget
en ny komplementar streng senere i PCR-cyklussen.

2. Nedkgling (binding af primere til DNA)

Temperaturen sankes til omkring 60 °C, hvor de tilsatte primere vil kunne binde til startstederne pa det
enkeltstrengede DNA.

3. Elongering (dannelse af de nye, komplementaere DNA-strenge)

Temperaturen haeves til 72 °C, hvor DNA-polymerase binder til primerne ved startstederne og bygger
videre pa de nye, komplementaere DNA-strenge. DNA-polymerasen fortsetter, sa laenge temperaturen
ikke haeves, og sa lenge der stadig er skabelon-DNA til radighed. Varigheden af trinnet beregnes der-
for, sa cyklussen farst genstarter, nar hele den interessante DNA-sekvens er forleenget (elongeret).

En PCR med 30 cyklusser varer gerne 2-3 timer.

Hvis du vil vide mere om PCR, anbefaler vi at du ser videoerne dedikeret til emnet pa biostriben:
https://bit.ly/35DMijjP
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Figur 11 Opkopieringen af en specifik DNA-sekvens med PCR.
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Gelelektroforese
Gelelektroforese er en adskillelsesteknik, hvorved man kan separere- og identificere forskellige DNA-

strenge eller proteiner i en oplgsning. Gelelektroforese er et nyttigt redskab, da adskillelsen af DNA kan
bruges til at male antallet af basepar i en DNA prgve eller bekraefte om ens forsgg har resulteret i den
korrekte DNA-leengde. Efter man har kart en gelelektroforese, vil man se millioner af DNA-fragmenter,

som adskilte lysende band i forskellige leengder. De korteste DNA strenge vil rejse lengst igennem gelen.

Men hvordan separeres DNA’et 1 gelen? I gelelektroforese udnytter man DNA’ets naturlige negative
ladning. Denne negative ladning kommer fra DNA’ets fosfatgrupper, der optrader i hvert nukleotid (fi-
gur 12). I en gelelektroforese bliver DNA’et udsat for et elektrisk spaeendingsfelt, der har en negativ pol
0g en positiv pol. Da DNA er negativt ladet, vil det blive tiltrukket af den positive pol.

Der skal syv vigtige komponenter, der indgar i at lave en gelelektroforese: DNA, en gel, et elektrofore-
sekammer med et spandingsfelt, en DNA ladder, en loading dye, en DNA stainer og en buffer.

1. Nar man laver en gelelektroforese, steber man farst sin gel. En gel bestar af polysacchariden
agarose, der er blandet sammen med vores buffer og en DNA-stainer, der er vigtigt for at kunne
visualisere sine band under UV-lys. Gelen bliver farst varmet op, og nar den efterfalgende er
kelet ned, vil agarosen starkne, og blandingen far en geléagtig tekstur. | den starknede gel er der
en masse sma porer (huller), der fungerer ligesom hullerne i en si. Disse huller gar, at beveegelsen
gennem gelen bliver sverere for DNA’et, jo lengere distancen 1 gelen er, og jo lengere DNA’et
er. Det er derfor, at de kortere DNA-strenge vandrer gennem gelen hurtigere end de leengere
strenge. Forskellen i DNA-strengenes egenskab til at vandre gennem gelen gar at, man kan sortere
DNA et alt efter dets storrelse.

2. Gelen bliver herefter nedsanket i et elektroforesekammer, hvorefter en bufferoplgsning haldes
ned i elektroforesekammeret, sa den lige akkurat daekker gelen. Bufferoplgsningen er med til at
holde pH’en stabil og beskytter gelen mod at udterre. Ioner i bufferoplesningen er med til at lede
strammen under gelelektroforesen (figur 12.1).

3. De usynlige DNA-fragmenter (fra ens PCR) bliver herefter blandet med en lille smule loading
dye, der er farvet og indeholder en koncentreret sukkeroplgsning. Dette er ofte glycerin. Dette

gares for at visualisere DNAet.
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4. Herefter placerer man sin DNA-prave i nogle fordybninger (kaldet bregnde), der er placeret for
enden af sin gel. Glycerinen serger for, at DNA’et synker lettere til bunds i brendene. Udover at
tilfaje DNA’et i sine brende, tilfgjer man ogsa en DNA ladder i oftest én eller to af brandene.
DNA ladder er en blanding af DNA-fragmenter i kendte leengder (figur 11.2). Da vi kender leng-
den pa ladderens DNA-fragmenter, kan vi sammenligne de resulterende band fra vores egen
DNA-prgve med bandende fra DNA ladderen. Vi far dermed et godt overblik over hvor lange
vores egne DNA-fragmenter er.

5. Efter vores DNA-prgve og DNA ladderen er tilfgjet til brandene, starter man sin gelelektroforese
ved at teende for spaendingsfeltet. Nar man teender for spaendingsfeltet, vil det negativt ladede
DNA blive tiltrukket af den positive pol i elektroforeseckammeret. Det betyder, at DNA’et vil
vandre gennem gelen mod den positive pol.

6. Efter gelelektroforesen er gennemfart, kan man ved hjeelp af UV-lys se sit DNA som sma band
pa gelen (figur 12.2). Grunden til at man bruger UV-lys er, at den tilfgjede DNA stain binder sig
til DNA’et og lyser op under UV-lys.
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Figur 12 Gel elektroforese. (1) Gelen ligger nedsunket i vores bufferoplgsning. DNA’et bliver tiltrukket af den positive elektrode
og vandrer derfor i pilenes retning gennem gelen. (2) Man tilfgjer sin DNA Ladder i den fgrste brgnd og sin loading dye og DNA i
de resterende brgnde. Vi kan herefter se, hvordan DNA-fragmenterne bliver vist efter gelen er kgrt ved hjaelp af UV-lys. | brgnden
til venstre er vores DNA ladder, hvor vi kender lzengderne pd dens DNA-fragmenter. Vi kan ud fra DNA-ladderen se, hvor lange
vores DNA-fragmenter er i pr@verne, der er i brgndene navngivet 1-5.

Hvis du vil vide mere om gel elektroforese, anbefaler vi at du ser videoerne dedikeret til emnet pa bio-
striben: https://bit.ly/3kp39XS

Sekventering og bioinformatik

Fylogeni
Fylogeni er en beskrivelse af evolutionshistorien og sleegtsforholdene mellem forskellige organismer.

Et fylogenetisk tree illustrerer disse forhold i et diagram hvor hvert forgreningspunkt i treeet angiver en
teoretisk felles “forfader” for enhederne leengere ude af grenen.

Protein- eller DNA/RNA-sekvenser er serdeles velegnede til at opstille de evolutionere forhold, idet
man ved sammenligning af sekvenserne kan se, hvor nart beslaeegtede organismer er. Jo lengere tid or-
ganismerne har udviklet sig hver for sig, jo mere forskellige er de. | figur 13 ses et eksempel pa et fylo-

genetisk tree.
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Figur 13 Skitse af et fylogenetisk tree.

Inden man kan sammenligne gener eller proteiner mellem forskellige organismer, er det ngdvendigt at
kunne identificere dele af molekylerne som oprindeligt har veeret ens. Dette stiller krav til det gen eller
protein, der anvendes. Med udgangspunkt i genet skal det farst og fremmes veere til stede og have
samme funktion i alle organismer, der undersgges. Dette skal sikre at dele af genet er konserveret dvs.
uzendret pa tvaers af de forskellige organismer. Derudover er det ogsa ngdvendigt, at der er dele af ge-
net, som er staerkt varierende mellem forskellige organismer, saledes at der kan kendes forskel pa to
neert besleegtede arter. Kravene til anvendelse af gener i evolutionare studier er opsummeret i det fal-

gende:

Krav til gener for anvendelse i evolutionare studier
e Genet skal veere til stede og have samme funktion i alle organismer da en sammenligning ellers

ikke er mulig. Det vil sige, at dele af genet skal veere konserveret.
o Dele af genets sekvens skal veere forskellig fra art til art. Der skal vaere omrader pa genet som er
steerkt varieret, saledes at der kan kendes forskel pa to nzrt beslegtede arter.

o Der ma ikke veere sket overfgrsel af genet mellem forskellige arter.

Ribosomalt RNA
Gensekvensen for ribosomalt RNA (rRNA) er den hyppigst anvendte DNA-sekvens til konstruktion af

fylogenetiske treeer, da genet opfylder de beskrevne krav (se ovenfor).

rRNA findes i alle levende organismer og (1) har samme funktion i translationsprocessen i alle organis-
mer, (2) har udviklet sig langsomt nok til, at der er konserverede sekvenser i genet samt (3) er hoved-
elementet i ribosomer og har derfor en stor understgttende rolle i proteinsyntesen.

rRNA findes i store mangder i cellerne, da det sikrer, at organismerne kan have mange ribosomer og

derved hurtigt danne en masse nye proteiner, f.eks. hvis miljget ndrer sig. Ribosomet bestar af fire
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rRNA subunits samt en masse proteiner. For prokaryoter analyseres iser 16S rRNA, som er RNA-de-
len af den lille subunit/proteindel til ribosomet. Dette gen anvendes, da det har en passende starrelse.
Det er relativt hurtigt at sekventere og langt nok (ca. 1550 nukleotider) til at give en palidelig fylogene-
tisk analyse.

Man kan sammenligne forskellige sekvenser af 16S rRNA ved hjalp af bioinformatik-programmer. |
eukaryoter findes en lignende subunit, som kan sekventeres og analyseres. Denne er dog lidt sterre og
betegnes 18S rRNA.

Fer man kan sammenligne sekvenser af 16S rRNA fra forskellige organismer, er det naturligvis ngd-
vendigt at sekventere genet. Inden sekventering er det ngdvendigt at opformere genet, sa man har en
masse kopier. Detteggres ved hjelp af PCR.

Ved at sammenligne 16S rRNA sekvenser kan man adskille organismer pa artsniveau og opefter. Det er
saledes ikke muligt at se forskel pa to individer inden for samme art ved at analysere de to 16S rRNA

sekvenser.

Sekventering
Nar man laver en sekventering, gnsker man at finde reekkefalgen af baserne i et stykke ukendt DNA.

En DNA-sekvens er netop reekkefglgen af baserne for et bestemt stykke DNA. | fglgende afsnit er der
fokus pa Sanger-sekventering (figur 14).

Ved DNA-sekventering benyttes ogsa en PCR-reaktion, og princippet er det samme som ved opforme-
ring af DNA. Der tilsettes DNA-polymerase, primer (dog kun én primer) og nukleotider (ANTP, hvor
N star for en nukleobase, dvs. enten A, T, C eller G) samt nogle modificerede nukleotider, som stopper
replikationen. Disse stop-nukleotider er di-deoxynukleotider (ddNTP) som er market med hver sit flu-
orescerende stof der kan detekteres. Nar PCR-reaktionen er Igbet til ende, vil der pga. stopnukleoti-
derne veere opstaet DNA-fragmenter med forskellig starrelse. Alle fragmenterne starter det samme sted,
nemlig med den primer man har anvendt i reaktionen. Fragmenterne stopper med et ddNTP. der fluore-
scerer i en farve. Farven angiver hvilket nukleotid der er pa den pageeldende position. DNA-fragmen-
terne kan adskilles efter starrelse ved gelektroforese. Fragmenterne vil treenge igennem gelen med for-
skellig hastighed — de sma hurtigst og de store langsomst. Nu kan sekvensen af DNA aflases, ved at se
hvilken farve de enkelte band fluorescerer. Det afslgrer hvilket stopnukleotid der er tale om. I figur 14
vil det DNA-fragment, der treenger hurtigst gennem gelen vaere market med en bla fluorescens, som
svarer til basen A, og det kan derfor konkluderes at det fgrste nukleotid i sekvensen er A.
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S-ATTGCTTACACGTG-¥

PCR reaktion indeholdende:

+ DMA-polymerase, sekventeringsprimer

« Deoxynuklectider (dATP, dCTP, dTTF, dGTP)

+ Stop nukleotider maerket med flourescence
{ddATR, , ddTTP, )
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Figur 14 Princippet bag sekventering

Det er ofte robotter, der udfarer DNA-sekventering. Detektionen fungerer ved, at der sendes laserstraler
mod DNA-fragmenterne, hvilket giver et bestemt udslag af fluorescens. Signalet af fluorescens hgrende
til et bestemt DNA-fragments stopnukleotid opsamles i et dataset pa en computer.

Et eksempel pa et udsnit af sadan dataseet ses i figur 15. De forskellige toppe viser, hvilket nukleotid,
der er blevet detekteret i den givne position. Nogle steder kan der opsta tvivl om hvilken base, der er
korrekt. Det ses ved overlappende toppe. Grunden til, at der fremkommer to toppe oven i hinanden er at
teknikken ikke er perfekt. Det kan f.eks. vaere svert at adskille meget sma fragmenter fra hinanden, og
de kan derved blive detekteret samtidigt.

Hgjden af toppene indikerer hvor sterkt detektionssignalet er. Nar der kun er en top til stede, vil det

ikke spille nogen rolle. Hvis der derimod fremkommer to toppe, hvor den ene er lav, og den anden er
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hgj, vil computeren indsette basen for den hgjeste top pa denne position. Computeren vil i dette til-
feelde markere positionen, sa det er muligt at se at der er to muligheder for den givne position.

A AAAA AN AAAAN A

LAY Y [ ! TaWa
LAY avli \'\_."r\\l WAVAY M{_ VAR FARAY
o > A C C 4 L c c [} € o © C C T

Lo f 2 82 Lo L i = -} &a L] =2 [ L= I [ &F &5 &2 T

G L AL &
Figur 15 Eksempel pd dataseet for DNA-sekventering. Hver base giver et bestemt flourescens-udslag.

Bioinformatik og sequence alignment
Nar DNA er sekventeret, er det muligt at sammenligne med andre DNA-sekvenser ved at sammenholde

sekvenserne base for base. Denne sekvenssammenligning kaldes pa engelsk for sequence alignment.
Hvis sekvenserne ikke er lige lange, eller nar der er brug for det, indsattes gaps som forlenger et
stykke af sekvensen. Hvis de ikke blev indsat, ville to relativt ens molekyler se ud til at veere vidt for-
skellige. Indsattelsen af gaps er illustreret i figur 16 nedenfor. | figur 17 er vist hvordan et sequence

alignment output i praksis kan se ud.

S5-AIT TG CT TIACACGTG|C-3
5-AITATIGTAICG C|GT|G6 C|T-3
1(1/0/0(0|1|0|0[{0|O0(0|0(0|0|0
Sammenligningen viser at kun to ud af 15 baser i sekvensen
stemimer overens, dvs. det ser ud til at sekvenserme er meget
forskellige
l Indszttelse af Gops
5-AT - TG CT|ITACATCIGTGC?T-3
5-ATATIG - -|TACGC|IGT|IGC|T-¥
111111 1Q|1a(31 1@ 1|11(1(1]7]0

Efter indsattelse af tra gaps (-) viser sammenligningen at
hele 12 ud af 15 baser | sekvensen stemmer overens dvs.
stor sammenhazng

Figur 16 Sequence alignment med indsaettelse af gaps. Et-tallerne viser nér der er overensstemmelse mellem de to sekvenser, mens
O’erne viser at der ikke er overensstemmelse. Efter indsaettelse af gaps viser de to sekvenser ret stor lighed.
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Figur 17 Sequence alignment output. Stregerne angiver hvor der er sammenhang mellem de to sekvenser.

Nar man har at gere med sma DNA-stykker, vil man godt kunne udfgre denne sammenligning ved selv

at kigge pa sekvenserne, men som regel er DNA-sekvenserne sa lange, at det er ngdvendigt at bruge en

computer. For eksempel er DNA-sekvensen for 16S rRNA ca. 1550 nukleotider lang.

Der er udviklet computerprogrammer til at lave disse sekvenssammenligninger, og de kan godt sam-

menligne mange sekvenser pa en gang. Ud over at indsaette gaps er programmerne lavet til at genkende

de vigtigste omrader pa sekvenserne. Disse dele kaldes ankerpositioner. Nar sekvenssammenlignin-

gerne er gennemfart, er det muligt at se, hvor meget sekvenserne hver is&r ligner hinanden, og derud-

fra opstille fylogenetiske traeer. Hvis to sekvenser er meget ens, skal de ligge teet ved hinanden pa treeet.
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[aboratorieintroduktion

Sikkerhed 1 laboratoriet

Sikkerheden i laboratoriet er til for, at alle kommer sunde og raske hjem fra campen, og for at udstyret skal
holde. Gar derfor, som underviserne siger! Falger man ikke sikkerhedsreglerne, kan man ikke veere deltager pa
campen.

1. Laes protokollen grundigt igennem for at se, om der er sa&rlige sikkerhedsforhold, som du skal veere opmeerk-
som pa.

2. Vask ALTID hander, nar du kommer ind i laboratoriet, og nar du forlader det.

3. Sprit bordet af far og efter brug (samt ved spild) med 70% Ethanol og papir.

4. Rar ikke ved dit ansigt eller dit har, nar du er i laboratoriet.

5. Lab ikke i laboratoriet, og sid ikke pa bordene.

6. Der ma IKKE indtages mad og drikke i laboratoriet - heller ikke tyggegummi.

7. Kitler harer til i laboratoriet - IKKE i undervisningslokalerne, pa toiletterne, uden for bygningen etc. Med an-
dre ord: Tag ikke kitlerne ud af laboratoriet.

8. Gar dig bekendt med, hvor der findes brandslukker og gjenskyl.

9. Brug handsker, nar det er indikeret i gvelsesvejledningen. Kommer der farlige kemikalie pa handskerne, sa
smid dem ud, vask hender og tag nye handsker pa.

10. Hjaelp altid din lab-partner.

11. Der ma ikke abnes vinduer i laboratoriet.

12. Szt haret op, hvis det er langt, og gem tarklaedeender i kitlen, vi vil ikke have har i forsggene eller ved aben
ild.

13. Smid fast affald fra forsgg i de gule affaldsspande — de er beregnet til affald fra genmodificerede organismer
(GMO).

14. Flydende affald fra forseg (GMO-affald) skal haldes i en beholder til GMO-affald. Disse er placeret ved
handvaskene i laboratoriet.

15. Hvis du bruger kontaktlinser, skal du bzre et skilt, der viser det, sa de kan fjernes, hvis du far noget i gjnene.
16. Kun lukkede sko ma anvendes i laboratoriet. Tasker og overtgj harer ikke til i laboratoriet.

17. Mobiler ma gerne vare i lommen, men ma ikke tages op herfra.

18. Sparg hellere en ekstra gang om hjalp, end at gare noget du er usikker ved eller i tvivl om, hvordan skal ud-
fares eller udregnes.

19. Sparg en hjelpelerer om en introduktion hver gang i bruger et nyt instrument (spektrofotometer, centrifuge,
thermomixer m.m.)

HUSK ALTID AT FOLGE SIKKERHEDSREGLERNE | LABORATORIET!
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Laboratorieaffald
1. I vores laboratorier er alt affald klassificeret som klinisk risikoaffald, og det skal derfor i de gule affaldsbehol-
dere (og ikke i normale skraldespande). De sma skraldeposer pa bordene skal ogsa heri, nar de er fyldte.

2. Heeld aldrig oplasninger eller kemikalier tilbage til den flaske, du haldte fra — overskud betragtes som affald.
Tag derfor kun hvad du har brug for — du kan altid hente mere.

3. Vesker, der skal smides ud, haldes i dunke til flydende biologisk affald, medmindre underviserne giver be-
sked om andet.

Tips til laboratoriearbejde

1. Markér straks rgr, plader m.v., sa | ikke bytter om pa prever eller glemmer, hvad der er i. Markér tydeligt med
bade indhold, jeres initialer/gruppenavn og dato. Markér beholdere pa siden og pa laget. Markér agarplader pa den
del som indeholder medie/agar, ikke pa laget. Skulle laget falde af kan du blot tage et nyt lag og pladen vil stadig
veere markeret korrekt.

2. Heeld sterile mikrocentrifugerer ud af beholderen pa en af afsprittet overflade i stedet for at stikke din hand ned
i posen med alle rarene for at minimere risikoen for kontamination. Kontamination er nar der kommer urenheder
i jeres praver. Ofte vil det veere bakterie eller svampe som kommer fra jeres hud, udanding eller luften.

3. Rer ikke ved kanten af mikrocentrifugerer. Pa den made undgar I kontamination.

4. Nar | skal pipettere sterilt, teendes gasflammen, og der arbejdes tet pa flammen. Drigalskispatler ma steriliseres
i flammen, sa ethanolen pa spatelen anteendes. Hold ikke spatelen derind for leenge, da den bliver varm. Lad der-
efter spatelen kale af, inden I lader den rare jeres celler. Pipetter ma ikke stikkes ind i gasflammen.
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Dag 1. Lardag

@velse 1: Pipettering
I denne gvelse vil | blive introduceret til laboratoriet, lave en fortyndings raekke og gve jeres pipettering.

Materialer:

Spektrofotometer

2 kuvetter

Saftevand

Demineraliseret vand (fra den orange vandhane)
Ukendt pragve

2 mL mikrocentrifugerar

Fremgangsmade:

1.

Lav 2 mL af felgende fortyndinger af saftevand i mikrocentrifugerar: 1x — 2x — 4x — 6x — 8x — 10x — 50x
—100x

x hentyder til antallet af gange saftevanden fortyndes. Dvs. 1x er ufortyndet saftevand mens at 2x er halv
saftevand og halv vand. 100x er 1 del saftevand og 99 dele vand.

2. Mal absorbans pa 500 nm for hver fortynding og notér resultatet.
Far brug af spektrofotometer sparg en hjelpelerer for introduktion.
- Kalibrer spektrofotometeret
- Start med den hgjeste fortynding (100x): Tilsaet 1 mL af fortyndingen til en kuvette.
- Seet kuvetten i spektrofotometeret.
- Mal absorbansen (ved 500 nm)
- Gentag nu med den neasthgjeste fortynding (50x). | behgves ikke at kalibrere spektrofotometeret
igen.
3. Husk at hav en nulpragve! — dvs. en kuvette med vand. Gem denne gennem hele forsgget
Resultater: Spgrgsmal:
Fortynding: Absorbance malt: Lav en standardkurve e.g. i Excel over jeres
1X data.
2X Lav en tendenslinje og udregn hvor den
4x ukendte prave ligger pa linjen.
gi Hvor mange dele vand og hvor mange dele saf-
10x tevand er der i den ukendte prave? (skal veere
50X mellem 1 og 100)
100x
Ukendt prgve
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Flowsheet:

Udfyld flowsheetet inden i gar i laboratoriet!

8 x 2 mL eppendorfrgr + ukendt prgve

_mlsaft _mlsaft _| _ml saft
_mlvand _mlvand _mlvand _ mlvand
8x 10x 50x 100x
_mlsaft _mlsaft _mlsaft _ mlsaft
_mlvand _mlvand _mlvand _ mlvand

—_—
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DNA ekstraktion og 16s rRNA PCR

Dag 2: Sgndag

@velse 2: DNA ekstraktion
| far udleveret et mikrocentrifugergr, hvor vi pa forhand har afvejet 100-200 mg faeces. Vi vil da benytte et
DNA-ekstraktionskit til at ekstrahere DNA’et fra feeces proven.

En detaljeret beskrivelse af kittet kan findes pa falgende link: DNA ekstraktion Kit.

Materialer:

e Thermomixer

e Pipetter og spidser

e DNA ekstraktion kit

e Mikrocentrifugergr — 1.5 og 2 mL
o Vortex

o Centrifuge

e Ethanol 96 %

e Prgve med faces fra gris

Fremgangsmade:

Centrifugering udferes ved stuetemperatur pa maksimal hastighed (18.000 x g).
Veer opmarksom pa af fa grundig introduktion til centrifugen inden brug! Seerligt vigtigt er at den skal vare af-
balanceret inden den sattes igang.

Far start:

e Klarggr en thermomixer ved 70 °C til brug i step 3 og 8. (Er gjort pa forhand af hjlpelererne)
e Resuspendér eventuelt bundfald i Buffer Al og InhibitEX Buffer ved at inkubere ved 37-70 °C.
e Tilfgj ethanol til Buffer AW1 og Buffer AW2 (er muligvis gjort pa forhand, se pa flasken)

e Mix (vend forsigtigt et par gange) alle buffere far brug.

Ved start:

1. Afvej 200 mg faeces i en 2 mL mikrocentrifugerer (allerede gjort).

Tilfgj 1 mL InhibitEX Buffer. Vortex i 1 min eller indtil prgven er tilstreekkelig homogen.

Inkuber oplgsningen i 5 min ved 70 °C. Vortex i 15 sekunder.

Centrifuger praver pa maksimal hastighed i 1 min. Serg for at affgringspartiklerne er bundfealdet.

Tilfgj 15 uL proteinase K i et nyt 1.5 mL mikrocentrifugerar.

Tilfgj 200 uL af supernatanten fra step 4 i raret med de 15 uL proteinase K.

Tilfgj 200 uL Buffer AL og vortex i 15 sekunder.

Inkuber ved 70 °C i 10 min.

Centrifuger kortvarigt for at fjerne kondens fra laget.

9. Tilfgj 200 uL ethanol (96-100%) til lysatet fra step 8. Vortex kort og herefter centrifugér kortvarigt for at
fjerne draber fra laget.

NGk~ WDN
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https://www.qiagen.com/us/products/discovery-and-translational-research/dna-rna-purification/dna-purification/genomic-dna/qiaamp-fast-dna-stool-mini-kit/

10.

11.

12.

13.
14.

15.

Overfar forsigtigt 600 uL lysat fra step 9 til en QlAamp spin kolonne. Placér kolonnen i et 2 mL mikro-
centrifugerar. Luk laget og centrifuger ved maksimal hastighed i 1 min. Placér kolonnen i et nyt 2 mL
mikrocentrifugergr. Det gamle ror kan smides ud.

Aben forsigtigt kolonnen og tilfgj 500 uL Buffer AW1. Centrifuger ved maksimal hastighed i 3 min. Op-
samlingsrgret kan smides ud.

Aben forsigtigt kolonnen og tilfgj 500 uL Buffer AW2. Centrifuger ved maksimal hastighed i 3 min. Op-
samlingsrgret kan smides ud.

Placer kolonnen i et nyt opsamlingsrar. Centrifuger ved maksimal hastighed i 3 min.

Eluerings step: Her er det vigtigt at | benytter et rent mikrocentrifugerar som opsamlingsrar. Det er dette
rgr, hvor DNA, som er blevet ekstraheret fra feecespraven, befinder sig. | ma derfor ikke smide dette rar
ud! Husk at skriv pa raret sa | kan genkende det, og ved hvad det indeholder.

Overfgr kolonnen til et mikrocentrifugerer (Skal vare rent og have jeres navn/gruppenummer noteret
pa).

Tilfgj 200 uL Buffer ATE til kolonnen. Inkubér ved stuetemperatur i 1 min. Centrifugér ved maksimal
hastighed i 1 min for at eluere DNAet.

Det oprensede DNA opbevares pa is.

Flowsheet:

Udfyld flowsheetet pa naeste side inden i gar i laboratoriet!
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@velse 3: Kontrol med Nanodrop

I denne gvelse skal det kontrolleres at jeres DNA er blevet oprenset. Dette kan gagres med et NanoDrop Spektro-
fotometer, som maler UV-absorptionen fra DNA, og pa denne made kan male koncentrationen. En detaljeret be-
skrivelse af det specifikke instrument i skal benytte kan findes pé fglgende link: NanoDrop Lite Spectrophoto-
meter.

A260/280 bar vaere omkring 1.8 for oprenset DNA og koncentrationen skal helst ikke veere mindre end 30
ng/uL.

Materialer:

e Prgver med DNA fra gvelse 2
e Boks med is (DNA-prgverne skal altid opbevares pa is)
o Pipette, spidser, Buffer ATE, laboratorie servietter - (kan findes ved Nanodrop spektrofotometret)

Fremgangsmade:

1. Opbevar jeres DNA prgver pd is sa vidt muligt. Ga med en hjeelpelerer til bygning 223. Her vil | sam-
men med hjalpeleren benytte Nanodrop spektrofotometeret. Bygningen bruges ogsa til forskning af an-
satte fra DTU. Kig gerne rundt, men sgrg for at holde jer til hjeelpeleren og lad veere med at rare eller
flytte noget som ikke tilharer jer.

2. Vealg DNA pa skaermen og veelg herefter dsDNA (double-stranded DNA)

Falg instruktionerne pa skermen.

Lav en baggrundsmaling (blank) — brug 1 uL Buffer ATE fra gvelse 2.

Left malearmen, ter bufferen af med en ter laboratorieserviet.

Gentag baggrundsmalingen for at sikre at der er malt korrekt.

Laft malearmen, tar bufferen af med en tar laboratorieserviet.

Tilfgj 1 uL af din prove og tryk pa "Measure’.

Noter veerdierne i tabellen nedenfor.

Loft malearmen, ter prgven af med en tgr laboratorieserviet. Instrumentet er nu klar til naeste maling.

@

© N> UM

Resultater:

Progve Concentration ng/uL A260/280

1

2

Spergsmal og flowsheet:

Hvad er det i DNA som absorberer UV lys? DNA prave
fra pvelse 2
_(MP‘D _i=s
Hvorfor kan UV lys forarsage DNA skader? -,
Nanodrop
maskine
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https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/ND-LITE-PR#/ND-LITE-PR
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/ND-LITE-PR#/ND-LITE-PR

Dag 3. Mandag

@velse 4: 16s rRNA PCR

Formalet er at opformere det ekstraherede DNA fra evelse 2. Vi anvender dog ikke hele DNA’et, men kun det
stykke, vi kalder for 16s rRNA genet (se teorikompendiet). DNA-stykket opformeres vha. PCR. Her tilsatter vi
to primere kaldet 341F og 805R. Disse primere binder specifikt til hver deres side af 16s rRNA genet og starter
opformeringen. Derudover har vi brug for en master mix, som indeholder alle de ngdvendige reagenser for at
reaktionen kan ske, herunder DNA polymerasen. Reaktionen sker i det vi kalder en PCR-maskine/thermocycler.
Vi kalder den en thermocycler, da den netop virker ved skiftevis at haeve og senke temperaturen. Det gar den i
forskelle omgange/cykler. Normalt benyttes 30 cykler til en PCR-reaktion.

Materialer:

2X phusion hot start master mix
Primers f (for forward) 10uM
Primers r (for reverse) 10uM
DNA Template

H20 milliQ

PCR-instrument (thermocycler)
PCR-rar

Boks med is

Fremgangsmade:

1.
2.

3.

Primers, DNA Template (jeres DNA prgve) og Phusion master mix holdes pa is.

Notér pa PCR-rgrene med passende tekst. Her skrives bade pa siden og pa laget. Det kan godt blive uty-
deligt efter de har veeret i PCR-maskinen.

Der laves et mastermix med alle reagenser, som skal bruges, bortset fra DNA-templaten som kan vari-
ere.

Til hvert rer tilfgjes nedenstaende mangde af hvert reagens. Dvs. | skal gange op med det antal rer | skal
bruge. Lav hellere for meget end for lidt!

Primer f —1 uL

Primer r—1 uL

MilliQ vand — 7.5 uL

2x Phusion hot start master mix— 12.5 uL

Tilfgj nu 3 uL DNA template og 22 uL af jeres master mix til hvert PCR-raor.

Total volumen i hvert rgr = 25 uL

Lav duplikater af hver DNA prave.
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De falgende to step gagres sammen med en hjalpelarer

5. Det ene st PCR rar sattes i instrumentet. Sgrg for at lagene er taette sd | undgar fordampning og skru
laget pa maskinen pa. Det andet set settes pa is. Det ene set skal vi sette over i PCR maskinen i 223.
6. Indstil maskinen til det falgende program:

Initial denaturation ved 95°C i 15 min.
Efterfulgt af 30 cycler:

Denaturation: 95°C i 30s

Annealing: 55°C i 30s

Elongation: 72°C i 1 min (15-30 sek pr kb)
Og til slut final extension i 5 min pa 72°C

Nar programmet er faerdigt, sikrer maskinen en opbevaringstemperatur pa 10 °C, sa preverne bevares til
vi henter dem.

Spgrgsmal:

Hvorfor kalder vi det PCR? (Hvad er det en forkortelse for, og hvordan beskriver det forsgget)

Hvad er 16s rRNA genet? Hvad koder det for? Og hvordan kan det bruges til at identificere bakterier?

Flowsheet:

Udfyld flowsheetet pa naste side inden i gar i laboratoriet!
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@velse 5: Kontrol med gel-elektroforese
Materialer:

o Gelelektroforese apparat

o Stgbeform til gelen + stgbeform til brendene
o TAE buffer

e Agar

e Loading dye

e PCR praver

o 1kb markear

e Staniol

Fremgangsmade:

Alle step i dette forsgg skal geres med en hjelpelerer der kontrollerer at | gar det korrekt.
Der bruges handske efter hjelpelereres instrukser.
Efterfelgende vaskes der grundigt haender.

Stebning af gel:

1.
2.

3.
4.
5.

Held 30 mL af agaren ned i et stgbekar (i stabekaret skal der veere en plastik kam til at stabe bragndene)
Hurtigt efter tilfgjes 20 uL SYBRsafe til gelen — SYBRsafe kan forarsage DNA skader, og derfor er det
meget vigtigt at der benyttes handsker.

Leg stanniol over (sa vi undgar stev i gelen)

Vent omkring 20-40 min, til gelen er starknet.

Kontrollér at gelen er fast, inden | forsgger at tage den ud af stgbekaret.

Loading af gel:

ok wn

7.

Laeg stabeformen med gelen i elektroforesekarret.

Tilseet 5 uL 6X loading dye til PCR-rgrene. 6X betyder at reagenset skal fortyndes 6 gange.

Overfar gelen til et elektroforesekar.

Tilfgj standarden (1 kb DNA ladder)

Pafar laget til elektrolysekaret. Dobbelttjek at laget vender rigtigt. Husk at DNA er negativt ladet.
Teend pa 100 V og lad gelen Igbe i 20 min. Kontrollér, at der kommer luftbobler fra kobbertraden i kar-
ret, nar der tendes.

Sluk apparatet og fjern gelen.

Gelen kontrolleres med UV-lys

1.
2.
3.

Leag gelen pa UV-pladen
Tag briller pa
Teend UV-lyset

Hjalpeleeren vil desuden tage et billede til jer. Forhabentlig kan der printes. Ellers kan det ihvertfald gem-
mes som PNG-fil.
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Resultater:

Seet billede af jeres gel ind her. Tegn starrelsen af de forskellige band pa standarden.

Spgrgsmal:

Hvordan bliver DNA strengene med forskellige l&engder adskilt?

Hvad kan gelelektroforese ellers bruges til? (her er svaret e.g. SDS PAGE, altsa proteiner)
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Yoghurt og vaekstkurve

Dag 3: Mandag

@velse 6: Inokulere yoghurt
I denne gvelse skal vi inokulere malk med en bakterie, med yoghurt som resultat.

Materialer:

o Plade med Lactococcus Lactis -bakterier (finsk yoghurtstamme)
e  Malk

o 250 mL Blue cap flaske

o Inokuleringsloop

e Varmeskab, 30°C

e Bunsenbrander

Fremgangsmade

1. Find meelk, flaske, inokuleringsloop og bunsenbraender. Teend bunsenbreaenderen for at skabe et aseptisk
miljg — og i falgende trin skal du arbejde nar bunsenbranderen.

2. Overfgr 150 mL meelk til din flaske.

3. Vejlederne har forberedt en plade med yoghurtbakterier, herfra overfgrer du nogle kolonier vha. inokule-
ringsloopet. Omrgr grundigt med loopet for at overfore alle bakterierne fra skrabet.

4. Luk din flaske og sluk bunsenbreenderen.

5. Lad din flaske sta i varmeskab natten over (husk at notere gruppe pa flasken). Bakteriernes temperatur-
optimum er ved 30°C.

Dag 4: Tirsdag

@velse 7: Stgbning af selektive plader

For at kunne gro og isolere de bakterier, der gror i yoghurten, har vi brug for nogle plader med et selektivt me-
die. Mediet har laktose som karbonkilde, hvilket gar, at Lactococcus Lactis gror godt. L. Lactis er den bakterie |

har brugt til at lave jeres yoghurt. Pladerne laves ved at tilfore veekstmediet med agar. Agaren fungerer ligesom
husblas, og stgrkner ved lave temperaturer.

Materialer:

Vakstmedium M17 med agar (autoklaveret og i varmeskab)
Petriskale

Renbank

Bunsenbrander

Fremgangsmade:
Notér pa fire plader jeres gruppenummer, dato, og M17.

Falgende step udfares i en LAF baenk med sug (som sikrer, at pladerne ikke bliver kontamineret med bakterier)
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2.
3.
4,

Hald omkring 30 mL agar fra agarflasken ud pa en plade. 30 mL svarer til en halv til hel centimeter tyk-
kelse.

Serg for at agaren er ligeligt fordelt pa pladen

Lad pladen sta med laget halvt pa, sa agaren kan starkne.

Nar agaren er stgrknet lzegges der 1ag pa pladerne.

Pladerne kan nu tages ud af lab baenken, laegges i en pose og settes pa kal.

Spgrgsmal:

Hvad betyder det at noget er autoklaveret?

Hvorfor skal mediet med agar autoklaveres? (steriliseres og agaren skal varmes op far det starkner)

@velse 8: Udpladning af yoghurt pa selektive plader
I har nu lavet en yoghurt. Vi skal nu se om i er i stand til at isolere en bakteriekoloni fra jeres yoghurt.

Materialer:

Plader fra gvelse 7
Hjemmelavet yoghurt
Mikrocentrifugerar
Pipetter + spidser
Drigalskispatler
Bunsenbrander

Fremgangsmade:

Farst skal der laves en fortyndingsraekke af yoghurten.

1.
2.

3.

Der tilsattes yoghurt til et 1.5 mL mikrocentrifugerar

Fra dette ror overfgres 100 uL yoghurt til et nyt mikrocentrifugerer.
Der tilfgjes yderligere 900 uL milliQ vand.

Pipettér op og ned sa yoghurten fortyndes.

I har nu lavet en 10 fortynding af yoghurten.

Pa samme made laves der yderligere en 102, 10%og en 10* fortynding.

Fortyndingerne udplades — fa en introduktion af en hjelpeleerer far 1 gar i gang!

akrwn

Teend bunsenbranderen og arbejd i neerheden af denne.

Fra 10 overfares 150 uL til en M17 plade.

Drigalskispatlen dyppes i 96% ethanol og fares ind i flammen.

Vent et par sekunder efter ethanolen er breendt af pa spatlen.

Fordel nu vaesken rundt pa hele pladen indtil veesken er nasten tarret ind.

Dette gentages med 102, 10° og 10* fortyndingen.
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Dag 5: Onsdag

@velse 9: Undersgge plader + mikroskoper

Enkelt kolonier skal gros til undersggelse tidligt onsdag morgen! Hvis ikke der er kommet enkelt kolonier endnu
ma forsgget udsaettes til om eftermiddagen. Evt bare tag en enkelt koloni, oplgs den i meget lidt medie og kig i
den.

Hav ogsa en backup O/N kultur som vi selv har sat over.

Materialer:

Phase contrast mikroskop

1 stak objekt glas

1 &eske med dak glas

Immersion olie

Linse papir (til rengering af objektiverne)

Objekt mikrometer (delt mellem flere hold, serg for at passe seerligt godt pa det!)
Jeres bakteriekultur

Ethanol

Fremgangsmade:

Far denne gvelse vil der felles i teorilokalet blive gennemgaet lidt teori om hvordan mikroskoperne virker samt,
hvordan man benytter mikroskoperne.

God mikroskop praksis (GMP ©)

Nar en prave er blevet placeret i holderen og | har fundet det rette fokus, sa start med at undersgge pa lavest for-
starrelse (4x). Hvis | starter med at undersgge ved 100x og tilsetter immersion olie vil I ikke kunne ga tilbage og
kigge pa praven ved fx 10x eller 40x. Det er ikke i alle tilfelde at man gnsker at bruge den starste forstarrelse.
Serg desuden for ikke at rare ved objektivglassene! Skulle det ske kan man renggre dem med linse papir og
ethanol.

Justér kun pa de ting ved mikroskopet som er navnt i protokollen. Hvis | er en tvivl, sa sparg en hjelpelarer.
Husk at mikroskoperne er meget dyre, sa pas godt pa dem.

Find fokus: Dette kan gares ved at tegne med tus pa et objektglas og bruge det som prave.

1. Tjek om du benytter det laveste objektiv/forstarrelse. Hvis ikke, sa drej pa objektivglassene sa de star
rigtigt.

2. Drej forsigtigt pa den store fokus knap sa holderen til jeres praves lgftes op mod mikroskopet. Drej indtil

det ikke kan komme lengere op. Sgrg dog for at den ikke rammer objektivglasset!

Justér kondensoren og lysintensiteten sa der kommer mest muligt lys.

4. Indstil forsigtigt fokus med den store knap. Justér med den lille fokus knap.
Huvis | ikke kan finde fokus, start forfra med trin 2, 3 og 4.

5. Nar fokusset er fundet juster da pa kondensoren og lysintensiteten sa | far det skarpeste billede.

6. Nar I har fundet det rette fokus, kan I skifte til de andre objektiver. Benyt farst 100x objektivet nar I bru-
ger jeres prave, og husk at der skal tilfgjes en drabe immersion olie, nr man bruger 100x objektivet.

w
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7. Nar | skifter objektiver, burde i stadig bevare fokus da de er synkroniseret. Det kan dog vere at Iskal
justere en smule.
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Undersgag jeres prove:

8. Placer en drabe (omkring 1 uL) af jeres bakteriekultur pa et objektglas. Leeg forsigtigt et deekglas ovenpa dra-
ben. Det er vigtigt at det gares forsigtigt for at undga at der dannes luftbobler.

9. Ud fra overstaende protokol, undersgg jeres bakteriekultur og svar pa spgrgsmalene under naste punkt.

10. Nar I benytter 100 x objektivet skal | sgrge for ikke at skifte tilbage til 40 x objektivet. Hvis | ger det konta-
mineres det med immersion olie. Skulle det ske at der kommer olie pa 40x objektivet kan i tgrre det af med linse
papir og ethanol.

100x objektivet benyttes ved at placere en drabe olie ovenpa daekglasset og derefter dreje 100 x objektivet for-
sigtigt pa plads.

11. Renggr mikroskopet
Nar | er feerdige med mikroskopet skal 100x objektivet rengares for olie. Det gares med linse papir og ethanol.

Spgrgsmal:

Hvad er gennemsnitsstarrelse af cellerne i jeres bakteriekultur?

Var det forskellige arter eller lignede de hinanden?

Prav at beskriv dem: Aflange? Runde? Bredde? Laengde?
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@velse 10: Isolere bakterie fra plader
Materialer:

Inokuleringsnale
Bunsenbrander

Plader med udpladet yoghurt
Plader med M17 medie.

Fremgangsmade:
At isolere en bakterie, kaldes ogsa for renstrygning.
Hver person laver to renstrygninger, dvs. at | skal bruge 2 plader til hver person i gruppen.

Felg instrukserne pa figuren og i figurteksten.

Figur 17: Renstrygnings metode. (1) Tag en frisk koloni fra jeres plade med en inokulerings loop. (2) Placer
jeres inokulerings loop med kolonier pa i den ene kant af en ny agarplade og fglg mgnsteret som anvist. Smid
loopet ud efter brug. (3) Tag en ny inokulerings loop og f@lg mgnsteret som anvist (det er vigtigt at krydse
forrige strég med det f@rste strégg med den nye inokulerings loop). Smid loopet ud efter brug. (4) Tag en ny
inokulerings loop og f@glg m@nsteret som anvist. Smid loopet ud efter brug.

Spgrgsmal:

Hvorfor er det vigtigt at ren stryge bakterier? (Bakterier kan vare forskellige fra koloni til koloni)
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Dag 6: Torsdag
Torsdag /\' S | 3

@velse 11 +12

f% Gro bakterier til veekstforsgg
og bestemme vaeksthastighed

@velse 11: Gro bakterier til veekstforsgg
Materialer:

o Inokuleringsloop

o 15mLrer

e Medie

e Agarplade med enkeltkolonier

Fremgangsmade:

Her skal vi sikre os at de bakterier som bruges til veekstforsgget i gvelse 12, er friske. Derfor inokulerer vinu i 3
mL medie og lader dem inkubere indtil gvelsen.

1. Udtag, med inokuleringsloop, en af de kolonier | har isoleret i gvelse 10. Det er vigtigt at | kun far én
koloni med.

2. Overfar kolonien til et 15 mL rgr med 3 mL medie.

3. Set lag pa raret

4. Setregret i varmeskab i minimum 10 timer

@velse 12: Bestemme vaeksthastigheden
Materialer:

e M17 medie
e Bakteriekultur (sat til inkubation om morgenen)
e Spektrofotometer (OD600)

e Kuvetter
e Vandbad
e Stopur

e Semilogaritmisk papir
e 250 mL rystekolbe

Fremgangsmade:

1. Tilfgj 100 mL medie til en 250 mL rystekolbe.
2. Stil kolben i vandbadet ved 37 °C og inkubér i ca. 10 min.
3. Nar mediet er omkring de 37 ’C, tilfajes bakteriekulturen som | klargjorde i morges.
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4, Start tiden (start tid t=0). Notér ogsa klokkeslzttet hvis nu uret skulle ga ud.
Sgrg for at have kalibreret spektrofotomeret. Husk at gemme jeres nulprove!

5. Sgrg for at kolben bliver omrystet med hgj nok fart til at mediet bliver iltet. Dvs. at der skal komme en
smule bobler/skum nar flasken rystes.

6. Biomassen er malt ca. hvert 10. minut (kan evt. justeres til hvert 20. min). En mL overfares til en kuvette
0g ODsoo méles med et Ultrospec 10 spektrofotometer. Den eksakte tid for OD malingen noteres i tabel-
len nedenfor sammen med den OD som blev malt.

7. Lgbende gennem forsgget noteres der pa et semilogaritmisk papir. Pa denne made kan man se, hvilket
stadie bakterierne er i (lag fase, log fase eller stationeer fase).

Resultater:
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Figur 18. Plot der viser de forskelligere faser af bakterievaeksten under vaekstfor-
spget. Pa x-aksen ses tiden i timer og pa y-aksen absorbans malt ved 600 nm.
Spgrgsmal:

Beregn generationstiden af jeres bakterie! Google evt. hvordan dette gares. Generationstiden er et tal for hvor
hurtigt jeres bakterier deler sig (hvor hurtigt de fordobles). http://textbookofbacteriology.net/growth_3.html link
som viser hvordan det kan gares.

Hvad males der pa nar man maler OD? (reflekteret lys, fra celler)

Kan OD stige uden at antallet af celler stiger? (Ja, hvis cellerne ikke deler sig, men bare bliver stgrre)
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