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Brugen af dette kit til undervisningsbrug skal varetages af en biologilærer, som har en biologisk uddannelsesbaggrund, der mindst svarer til biologi som sidefag med mikrobiologi, og som har 
gennemført en af Arbejdstilsynet godkendt efteruddannelse i eksperimentel genteknologi.
Ved brug i forbindelse med tværfagligt samarbejde skal det præciseres, at genteknologiske forsøg 
altid skal ske under ledelse af den ansvarlige biologilærer, som også er den lærer, der underskriver indberetningsskemaet sammen med rektor/forstander.
Indberetningen skal sendes til Undervisningsministeriet SENEST 3 uger forud for arbejdet med eksperimenterne.



Besøg Undervisningsministeriets hjemmeside – her findes aftale, indberetningsskema, bilag mv. (under Biologi eller Bioteknologi): 
https://uvm.dk/gymnasiale-uddannelser/fag-og-laereplaner/laereplaner-2017/stx-laereplaner-2017




Når det levende lyser: GFP i C. elegans

Formålet med dette eksperiment er at benytte GFP til at identificere transgene dyr. Ved hjælp af fluorescensmikroskopi analyseres C. elegans, der er blevet genmodificerede, så de udtrykker GFP. Ydermere sammenlignes genotyperne for vildtypen af C. elegans med den transgene GFP-producerende C. elegans. 
Kittets dele (Engelske tekster, som de står på rør, flasker mm)
· A PCR EdvoBeadsTM 			Stuetemperatur
Hver PCR EdvoBeadTM indeholder:  	
	dNTP Mixture 
	Taq DNA Polymerase Buffer 
	Taq DNA Polymerase 
	MgCl2 
	Reaction Buffer 
· B  GFP Primer Mix Concentrate 		- 20 grader  (fryser)
· C  EdvoQuickTM DNA stige 			- 20 grader  (fryser)
· D  Kontrol DNA koncentrat			- 20 grader  (fryser)
· E  TE buffer 				- 20 grader  (fryser)

· Vildtype C. elegans 			stuetemperatur
· Transgen C. elegans 			stuetemperatur
· E.coli OP50 BactoBeadsTM 			4 grader (køleskab)
· Ekstraktionsbuffer 			4 grader (køleskab)
· ReadyPour NGM Agar** 			4 grader (køleskab)
· NGM Salte (Nematode Growth Medium)		4 grader (køleskab)

· Petriskåle 	
· Sterile enkeltpakkede pipetter 
· Små pipetter
· Koniske rør med skruelåg (15 mL) 
· UltraSpec-AgaroseTM 
· Elektroforesebuffer (50x) 
· 10x Gel Loading Solution 
· InstaStain® Ethidiumbromid (bruges IKKE længere i Danmark) 
· FlashBlueTM Liquid Stain (farve – flydende) Anbefales af Edvotek – alternativt kan bruges SybrSafe farve (kræver blåt lys el. UV lys) eller Lonza FlashGel System
· Skruelågsmikrocentrifugerør (1,5 mL) 
· Sterile podenåle 
· PCR-rør (0,2 mL) 
· Voksperler (bruges kun med PCR maskine uden varme i låget)

Udstyr som det forventes skolen har:
· PCRmaskine (EDVOTEK Cat. # 541- kat.nr. 544200 hos Frederiksen Scientific A/S) 
· Elektroforeseudstyr
· Strømforsyning
· Vægt 
· Mikrocentrifuge 
· Vandbad/ varmeblok (55° C og kogende) 
· UV Transilluminator eller lignende
· UV beskyttelsesbriller 
· Lysplade med hvidt lys 
· Mikropipetter (f.eks. 5-50 μl, 20-200 μl 100-1000 μl) med spidser 
· Mikrobølgeovn
· Pipettehjælpere
· Fluorescens og/eller Bright Field mikroskoper (lysmikroskoper)
· Æske med låg 
· Stopur 
· Mærkepenne
· 250 mL BlueCapflasker
· Varmebeskyttende handsker
· Handsker
· Demineraliseret vand
· Sterilt vand
· Isbad
· Klorin e.l.















Lærerens forberedelser
I ugerne før forsøget – støb agarplader
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1. Bræk agaren i stykker ved at trykke kraftigt på flasken
2. Løsn hætten på flasken og smelt agaren ved at stille flasken i mikrobølgeovnen 1 minut
3. Tag flasken ud. Hvirvl indholdet rundt – opvarm igen 30 sekunder ad gangen i mikrobølgeovnen
4. Gentag punkt 3 indtil al agaren er smeltet og indholdet er ensartet klart og uden små klumper
5. Stil flasken til afkøling ved ind imellem at hvirvle rundt for at fordele varmen.
6. Når agaren er afkølet til 60C tilsættes 12 mL NGM (nematode vækstmedium)salt. Luk flasken og hvirvl rundt for at blande
7. Mærk 20 60mm petriskåle med ”NGM” 
8. Når agaren er afkølet til 60C hældes den op i pladerne. Der skal 8mL i hver plade, hvilket svarer til en agartykkelse på 3 mm. Benyt evt. den medfølgende 10mL-pipette. Det er vigtigt kun at tippe låget på petriskålen under ophældningen - derved minimeres risikoen for kontaminering
9. Lad agaren størkne natten over ved stuetemperatur.

Bemærk: Pladerne kan opbevares op til 2 døgn ved stuetemperatur. Skal de opbevares længere puttes de i en forseglingsbar plastpose og stilles med bunden i vejret i køleskab. Når pladerne skal bruges stilles de mindst 30 minutter ved stuetemperatur
Uge 1
Dag 1 - Modul I: Dyrkning og udpladning af bakterier (E. coli OP50)
· Fordel 2 stk. BactoBeadsTM i 14 mikrocentrifugerør lige før forsøgets start. Hver gruppe skal have et rør.
· Hver gruppe skal have 2 stk. NGM-plader plus én steril podenål 
· Hver gruppe skal bruge 25 mL sterilt vand
Dag 2 - modul II: Kultivering/dyrkning af C. elegans
· Der følger to plader med C. elegans med kittet – en med vildtypen og en med den transgene mutant. Hver gruppe tager en agarklump fra såvel vildtype C. elegans pladen som den transgenetiske (GFP) C. elegans plade. 
· Hver gruppe skal bruge 2 sterile podenåle. 
Uge 2
Modul III: Observation af udtrykt GFP 
og
Modul IV: Isolering/oprensning af DNA fra C. elegans
· Gør fluorescens-mikroskopet klar. For at kunne se GFP er det nødvendigt at benytte et fluorescensmikroskop eller et lysmikroskop. 
· Afpipetter 6 mL ekstraktionsbuffer i 15 ml koniske rør mærket “Ekstraktionsbuffer”. Der skal bruges et rør pr. gruppe til opsamling af nematoderne i modul IV.
· Fordel følgende til hver gruppe:  
· 6 mL ekstraktionsbuffer, 
· 2 store sterile pipetter, 
· 8 små pipetter, 
· sterilt vand

Module V: Amplificering af GFP-transgenet
Klargøring af C. elegans primerblanding
· Optø C.elegansPrimerMixkoncentratet. Stil på is 
· Tilsæt 1 mL TE-buffer (E) til røret med Primer Mix-koncentrat (B). Luk røret og bland. 
· Afpipetter 50 μL af det fortyndede PrimerMix i mærkede mikrocentrifugerør (1 rør pr. gruppe). Der er nok til 12 grupper. Bemærk – de to grupper, der skal lave kontrolforsøget skal bruge 2 rør med afpipetteret primermix.
Klargøring af kontrol-DNA
· Tø kontrol-DNA-koncentratet og stil det straks på is. 
· Tilsæt 20 μL TE-buffer til røret med kontrol-DNA-koncentratet. Pipetter op og ned nogle gange for at blande grundigt.
· Afpipetter 7 μL af det fortyndede kontrol-DNA til hver gruppe. Det er vigtigt, at mindst én gruppe laver kontrolforsøg, så man kan se om reaktionen har været succesfuld. Der er kontrol-DNA nok til 2 grupper.
PCR Amplifikation
PCR-maskinen programmeres som følger:
Indledende denaturering 94 ˚C i 5 minutter
94° C i 30 sekunder 
55° C i 30 sekunder          35 cykler 
72° C i 30 sekunder
Afslutningsfase 72 °C i 5 minutter
Derefter 4° C som maskinen kan holde natten over.

Fordel følgende til hver gruppe:
• 50 μL Primermix
• 7 μL fortyndet kontrol-DNA 

Modul VI: Adskillelse af PCR-produkterne ved elektroforese
Støbning af agarosegeler
I dette forsøg skal der bruges én 1,5% agarosegel pr. gruppe. Det anbefales at bruge geler på 7 x 14 cm, men de støbte geler skal naturligvis passe til skolens elektroforeseapparat. Gelerne skal helst støbes i forvejen enten af læreren eller af eleverne. Beregn 30-40 minutter til gelstøbning.
Støbte geler kan opbevares i elektroforesebuffer i køleskab i op til 2 uger
Geler må IKKE fryses ( -20 °C), da de derved ødelægges. 

Modul VII: Farvning med FlashBlueTM
Hvis der farves med InstaStain® Ethidiumbromid udføres dette af læreren.


Det anbefales, at der farves med FlashBlue™:
1. Flyt gelen fra elektroforesekarret til et lille kar til farvning (evt. 14x14 cm vejebåd). Gelen dækkes med ca. 75 mL 1xFLashBlue™farve. Hæld mere farve i, hvis gelen ikke er helt dækket
[image: ]
2. Lad gelen stå i 5 minutter i FlashBlue farven.




3. Flyt gelen til et nyt lille kar (evt.  14x14 cm vejebåd) og fyld godt op med destilleret/demineraliseret vand. Bevæg karret jævnligt – brug eventuelt vippebord.



4. Lad gelen stå i 20 minutter eller allerbedst natten over. Mørkeblå DNA-bånd vil langsomt dukke frem i takt med, at farven vaskes ud af gelen. Skift eventuelt skyllevand et par gange undervejs.


5. Placer gelen på et lysbord. Analyser resultatet. Tag et billede af gelen
6. Brugte geler kasseres med almindeligt affald og farve kan hældes i vasken.

Farvning med ekstrafortyndet FalshBlue™ - kan anbefales. Se side 22.










Forventet resultat:
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Elevvejledning

HUSK:

Laboratorieregler:
· brug kittel
· arbejd kun på pladser med dækpapir
· opsaml alt affald
· arbejd stille og roligt
· rapporter straks ved eventuelle uheld
· mad- og drikkevarer må ikke indtages i laboratoriet
· [image: ]Husk at vaske hænder hver gang du forlader forsøgslokalet




Affaldshåndtering
· Al affald, der har været i berøring med mikroorganismer
autoklaveres. Det vil sige at al affald opsamles og steriliseres inden det bortskaffes
· kitlerne kogevaskes – hvis de er kontaminerede skal de opbevares i en lukket beholder, indtil de vaskes
C. elegans
Modelorganismer er planter, dyr eller mikroorganismer, der bruges til forsøg og som på den måde gør det muligt at lave forsøg, som man ikke umiddelbart kan udføre på mennesker, og dermed få svar på forskellige spørgsmål. Forskning i molekylær- og udviklingsbiologi for C. elegans påbegyndtes allerede i 1974 af Sydney Brenner og arten er sidenhen i vidt omfang blevet brugt som modelorganisme.
Nematoden Caenorhabditis elegans har et simpelt genom, lav generationstid og er meget billige at holde, og derfor velegnet som forsøgsorganisme. Nematoden er lille, består af få celler og er gennemsigtig, hvilket muliggør studier af dens indre. C. elegans var den første flercellede organisme, hvor hele genomet blev sekventeret. Sekventeringen blev færdig i 1992. Der er i dag flere tusinde mutanter, som man kan studere.
C. elegans lever i jordbunden og nematoden er ikke parasitisk. Den lever af mikroorganismer som findes i kompost mm. Den voksne orm er ca. 1mm lang. Ormen har et veludviklet nervesystem, som udgør ca. 1/3 af dens 959 somatiske celler. Det betyder at især neurologer kan benytte C. elegans til forsøg. Størstedelen af C. elegans er hermafroditter, der producerer bade sperm og æg. Ca. 1% er kun hanner. En han plus en hermafrodit er de mest effektive til at producere æg.
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Figur 1: C. elegans’ anatomi
[image: ]C. elegans udvikles fra et embryo til en voksen orm på 4 dage. Man dyrker ormen på agarplader eller flydende medium med E.coli, som den lever af. Efter befrugtning vil embryoet udvikles i løbet af 14 timer før klækningen starter. Unglarverne udvikles gennem 4 larvestadier (L1-L4) inden for de næste to dage. Hvert lavestadie er større end det forrige. Efter det fjerde larvestadie er ormene reproduktive og kan bruges til genetiske studier. De voksne dyr lever i 2-3 uger før de bliver ’gamle’ og dør. 
Figur 2: C. elegans livscyklus
De transgene nematoder laves in vitro ved hjælp af rekombinant DNA-teknologi (gensplejsning). For at det ønskede gen udtrykkes korrekt i de levende dyr, in vivo, skal følgende være tilstede (se figur 3).
· En promotor - en DNA-sekvens, der her koder for den RNA-polymerase, der starter transkriptionen. Promotoren er oftest enten lige før eller lige efter selve det gen, der skal udtrykkes. 
· En 5’cap (5’UTR) – En sekvens, som man mener er med til at beskytte RNA mod nedbrydning som er af stor betydning for at mRNA og ribosomer kan finde hinanden. 
· Startcodon – ATG, der starter translationen. 
· Selve genet – dvs. en sekvens, der koder for det ønskede gen. Denne sekvens transskriberes til mRNA, der igen translateres til protein. 
· Et stopcodon – sikrer at translationen ikke kører længere end nødvendigt
· En intron – en kort sekvens, der splices væk fra RNA efter transskriptionen. Splicing menes at medvirke til sikre mRNA’s stabilitet, eksport fra kernen og selve translationen. 
· 3’ halen af A’er Region (3’UTR) – man mener at funktionen af denne A’er-hale er at beskytte RNA mod nedbrydning samt at øge translationseffektiviteten.
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Ved hjælp af mikroinjektion, hvor DNA ved hjælp af en ultratynd nål direkte injiceres ind i C. elegans gonader og dermed ind i oocyten, blandes det transgene DNA desuden med en dominant genetisk markør, som eksempelvis rol-6, som koder for et mutant-kollagen (protein), som inducerer rulle-fænotypen. Efter injektionen screenes for at finde de orme, der har fået genet.
En af ulemperne ved mikroinjektionerne er, at det transgene DNA ligger ekstrakromosomalt, dvs. uden for kromosomerne, og derfor går tabt efter nogle runder celledeling. Ved hjælp af gammastråling er man dog i stand til at få åbnet det dobbeltstrengede DNA og ormens eget reparationssystem vil kunne sætte DNA-stykkerne sammen igen. På den måde vil det transgene DNA i en del tilfælde kunne blive inkorporeret i C. elegans genom.
Om forsøget
PCR benyttes i dette forsøg til at differentiere mellem (1) vildtypen af C. elegans og (2) den muterede C. elegans, der kan danne GFP under kontrol af en muskelspecifik promotor. GFP (Green Fluorescent Protein) kan absorbere blåt lys og emittere grønt lys uden tilstedeværelsen af særlige substrater eller andet.
PCR primerne til dette forsøg er designet til at identificere de transgene organismer ved at lave et 670 bp-produkt, der kun dannes, når der er GFP til stede. Den positive kontrol er et normalt stofskiftegen, der amplificeres samtidigt og som har en størrelse på 150 bp. 
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Forsøgets formål
Ved brug af fluorescensmikroskopi og PCR analyseres og sammenlignes C. elegans vildtype med C. elegans, der er gensplejset, så den kan producere og udtrykke GFP.
Før du begynder
· Læs vejledningen grundigt igennem. 
· For at få nok C. elegans startes kulturerne flere dage før forsøget.
· Lav en hypotese, der med baggrund i din teoretiske viden beskriver det forventede resultat 




Modul I: Fremstilling af mad til C. elegans 
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Materialer
1 rør med 2 stk. BactoBeadsTM 
2 stk. NGM agarplader 
1 steril podenål 
Sterilt vand

[image: ]
Metode
1. FIND materialerne frem 
2. TAG med en steril podenål én enkelt OP50 BactoBeadTM  fra det lille rør. OVERFØR perlen til midten af NGM-pladen. LUK straks røret med bakterierne for at undgå at fugt fra luften kommer ned til den lille perle. 
3. Med en mikropipette overføres 10 μL sterilt vand. BactoBeadTM vil øjeblikkelig OPLØSES i vandet.
4. Brug den sterile podenål til at SPREDE den opløste BactoBeadTM over hele NGM-pladen
5. GENTAG trin 2-4 med den anden NGM-plade
6. INKUBER pladerne natten over ved 37° C. Pladerne kan også inkuberes 36-48 timer ved stuetemperatur
 


Modul II: Dyrkning af C. elegans
[image: ]
Materialer
2 NGM-plader
2 sterile podenåle
Fælles
[image: ]NGM-plader med hhv. vildtype og transgen C. elegans
Metode
1. MÆRK de to plader med E.coli OP50 fra modul I med hhv. ’vildtype’ og ’transgen’.
2. Der er til hele holdet leveret 2 NGM-plader med hhv. vildtype og transgene C elegans-nematoder. Med en steril podenål SKÆRES en lille klump (ca. 1 cm2) ud af nematodepladen.  
3. FLYT klumpen over på den korrekt mærkede NGM-plade. Sørg for at klumpen lægges med overfladen ned mod den bakterieholdige overflade på NGM-plade.
4. LAD pladen stå 5-10 minutter. Brug et mikroskop til at SIKRE, at der er nematoder til stede.
5. GENTAG punkterne 2-4 med den anden type nematoder.
6. STIL pladerne med C. elegans i en papkasse og INKUBER ved stuetemperatur i 3-4 dage. 
7. TJEK væksten af nematoder i et mikroskop. Hvis der er mindst 50 nematoder fortsættes med næste modul. Såfremt der ikke er 50 nematoder på en plade fortsættes inkuberingen ved stuetemperatur endnu nogle dage.
Modul III: Observation af GFP-expression
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Materialer
6 mL Ekstraktionsbuffer   
2 store sterile pipetter
8 små pipetter 
sterilt vand
Mikroskop
UV-lys 450-490 nm
Stativ til 15 mL rør
Metode
I dette modul benyttes fluorescens-mikroskopi for at visualisere GFP, der kræver en UV-bølgelængde på 450-490 nm.
1. STIL pladen med vildtype C. elegans på mikroskopets bord. STUDER først nematoderne ved almindelig lysgang ved 20-40x forstørrelse. NOTER jeres iagttagelser 
2. SLUK det hvide lys og kig nu på nematoderne ved fluorescerende lys. NOTER jeres observationer. 
3. GENTAG trin 1 og 2 med den transgene C. elegans. NOTER jeres observationer.
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Modul IV: Isolering af DNA fra C. elegans
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Materialer
6 mL Ekstraktionsbuffer   
2 store sterile pipetter
8 små pipetter 
Sterilt vand
Mikropipetter 20 μL og 200 μL
Spidser
Stativ til 15 mL rør
Vandbad/gryde med kogende vand
Klemmer 
Skumholdere 

[image: ]Metode
· MÆRK to 1,7 mL skruelågsmikrocentrifugerør med hhv.  “VT” (vild-type) og “TG” (transgen). MÆRK tilsvarende to 15 mL koniske prøverør, to store pipetter og to almindelige mikrocentrifugerør 
· Med den store pipette, der er mærket “VT”, OVERFØRES 2,5 mL ekstraktionsbuffer til petriskålen med vildtype-nematoderne.
· RENS petriskålen grundigt med ekstraktionsbuffer ved at pipettere op og ned adskillige 
· OVERFØR derefter med den same pipette nematoderne til det koniske prøverør, der er mærket ‘VT’. 
· GENTAG trin 2-4 med de transgene nematoder, idet der nu benyttes den pipette der er mærket ‘TG’ og det koniske prøverør, der er mærket ‘TG’ 
· LAD nematoderne bundfælde i de koniske prøverør de næste ca. 10 minutter.
· Med den korrekt mærkede pipette FJERNES nu det meste af ekstraktionsbuffer. PAS PÅ ikke at forstyrre nematoderne, der ligger i bunden af røret. Der skal være 300-500 μL buffer tilbage ved nematoderne. 
· RESUSPENDER nematoderne med den korrekt mærkede pipette. OVERFØR derefter 
· 300 μL til det korrekt mærkede skruelågsmikrocentrifugerør. 
· INKUBER de to rør i 5 minutter i 99° C vandbad. Brug KUN skruelågsrør når der koges! 
· CENTRIFUGER rørene i ét minut ved 6000 rpm. 
· OVERFØR 100 μL af supernatanten, der nu indeholder DNA, til et korrekt mærket almindeligt mikrocentrifugerør. GÅ VIDERE med modul V: Amplificering af GFP transgenet/af DNA

Muligt stoppunkt:
Hvis der ikke umiddelbart fortsættes med PCR, kan supernatanten opbevares i fryseren ved – 20 grader
· [image: ]
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Modul V: Amplificering af transgenet 
[image: ]
Materialer
50 μL Primer mix
7 μL Kontrol DNA 
[image: ]Loading Dye
Metode

1. MÆRK tre 0,2 mL PCR-rør med hhv. “K” (kontrol), “WT” og “TG”. Det anbefales, at der laves mindst én kontrolprøve pr. 2 grupper. 
2. TILSÆT følgende til hvert PCR-rør:
a. 1 PCR-EdvoBeadTM, 
b. 20 μL GFP primermix,  
c. 5 μL ekstraheret DNA (vildtype-DNA, transgent DNA  og evt. kontrol). 
d. BLAND forsigtigt ved at knipse på rørene. Sørg for at PCR-EdvoBeadTM-perlen er fuldstændig opløst.
3. CENTRIFUGER kortvarigt for at samle indholdet i bunden af rørene. 



4. START PCR-maskinen, når alle har sat deres prøver i:
5. PCR-maskinen er programmeret som følger:
Indledende denaturering 94oC i 5 minutter
4° C i 30 sekunder  
55° C i 30 sekunder          35 cykler 
72° C i 30 sekunder

Afslutningsfase 72°C i 5 minutter
Derefter 4° C som maskinen eventuelt kan holde natten over. 
6. TILSÆT 5 μL 10x gel-loading-solution til hvert rør. FORTSÆT med modul VI. 
Muligt stoppunkt:
Hvis der ikke umiddelbart fortsættes med elektroforese, kan prøverne opbevares i fryseren ved – 20 grader
· [image: ]
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Modul VI: Adskillelse af PCR-produktet ved hjælp af gelelektroforese
[image: ]
Der benyttes en 1,5% agarosegel.
Materialer
50x koncentreret TAE-buffer
Demineraliseret vand
UltraSpec-Agarose™
30µL EdvoQuickTM DNA-stige 
Elektroforeseudstyr
Strømforsyning
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Metode
1. FORTYND den 50 x koncentrerede TAE-buffer med demineraliseret vand for at lave 0,5L 1x TAE-buffer
2. BEREGN hvor meget gel, der skal bruges til en 1,5% agarose-gel. Eksempel hvis der skal laves 50 mL gel afvejes 0,75g agarose og dette BLANDES med 50 mL 1x TAE-buffer i en 100 mL BlueCap flaske.
3. OPLØS agarosen ved at koge den. Benyt MIKROBØLGEOVNEN og stil flasken ind 15-20 sekunder ad gangen – tagen den ud og hvirvl rundt. Gentag indtil det koger og AL agarosen er opløst og væsken er helt KLAR
4. Lad agaroseblandingen KØLE ned til ca. 60˚C
5. FORSEGL enderne i gelholderen med tape eller medfølgende ‘ender’. SÆT kammen i
6. HÆLD agarosen op. Lad gelen STIVNE de næste 20 minutter
7. FJERN kammen og forseglingen i enderne
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8. STIL gelholderen med gelen op i elektroforesekarret. DÆK gelen helt med 1x TAE-elektroforesebuffer.
9. SÆT prøverne på. Der kan være 20-30µL prøve i hver brønd (dvs. hele prøven). NOTER rækkefølgen!
10. LUK elektroforesekarret og tænd for strømmen.
11. SLUK, når elektroforesen er færdig. FJERN gelen og læg den i et kar til farvning









Modul VII-B: Farvning af geler med FlashBlueTM
[image: ]
Materialer
10 mL 10x koncentreret FlashBlue ELLER 100 mL 1x fortyndet FlashBlue
Små kar til farvning eller brug eventuelt store vejebåde
Demineraliseret vand



[image: ]

Metode
1 FORTYND 10 mL 10x koncentreret FlashBlue™ med 90 mL demineraliseret vand i en kolbe. BLAND godt.
2 FJERN gelen fra elektroforesekarret og lad den GLIDE ned i farvekarret.
3 DÆK gelen med 1x farveopløsning. Lad gelen FARVE i 5 minutter. Vip jævnligt i løbet af de 5 minutter. FARV IKKE LÆNGERE, DA DET VIL BESVÆRLIGGØRE AFFARVNINGEN.
4 FLYT forsigtigt gelen over i et nyt kar. DÆK gelen med vand. Lad den AFFARVE i mindst 20 minutter eller længere. Hvis du har mulighed derfor, er det bedst at skifte vandet af og til.
5 FJERN gelen og læg den på et LYSBORD. TAG et BILLEDE. TOLK resultatet

Alternativ farvning
1 FORTYND 1 mL FlashBlue™ med 149 mL demineraliseret vand
2 DÆK gelen med farve. Lad den stå mindst 3 timer eller natten over
3 TOLK resultatet

Bilag
[image: ]
Fremstilling af NGM-plader:
· Materialer
· NaCl
· Agar
· Pepton
· 5 mg/mL cholesterol i ethanol (Må ikke autoklaveres!)
· 1 M KPO4 buffer pH 6.0 (108,3 g KH2PO4, 35,6 g K2HPO4, H2O til 1 1L) 
· 1M MgSO4 
· Petriskåle
· Fremstillinsmetode
1. Bland 3 g NaCl, 17 g agar, og 2,5 g pepton i en 2 L BlueCap flaske. Tilsæt 975 mL H2O. Luk flasken og autoklaver i 50 minutter
2. Afkøl i et 55°C vandbad i 15 minutter. 
3. Tilsæt 1 ml 1 M CaCl2, 1 ml 5 mg/mL cholesterol i ethanol, 1 mL 1 M MgSO4 and 25 mL 1 M KPO4 buffer. Hvirvl rundt for at blande godt 
4. Under sterile forhold fordeles NGM-blandingen i petriskåle. Fyld petriskålene 2/3 op med agar.
5. Lad pladerne stå ved stuetemperatur i 2-3 dage før brug. Tjek for kontaminering før brug og lad overskydende fugt fordampe. Pladerne kan opbevares en lufttæt beholder i flere uger. 
Læs mere:
http://www.wormbook.org/chapters/www_organformation/organformation.html
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Expected Results



670 bp



150 bp



ANSWERS TO PRELAB QUESTIONS 
(from page 10)



1.  What parts of the worms do you expect to be labeled with GFP?  Why?



 The outside of the worm will be lit up because GFP is under a muscle-specifi c promoter.



2.  Predict the outcome of the PCR experiment.  How would you explain this?



 After PCR, transgenic worms samples will have two bands, while WT will have one have 
one. This is because the GFP-specifi c primers will only be able to amplify DNA in worms 
with a GFP transgene.



Lane Sample Result Molecular Weight



1 EdvoQuik™ DNA Ladder -------- --------



2 Wild-type C. elegans Control Gene 150



3 Transgenic C. elegans Control Gene 150



  GFP 670 



NOTE:
For reference, the control DNA 
provided with this kit will 
produce the same results as 
the DNA extracted from the 
transgenic C. elegans.



  1         2       3
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Water Quality Testing III:  Multiplex PCR Analysis for Water Contaminants
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Laboratory Safety



1.  Gloves and goggles should be worn 
routinely as good laboratory practice.



2.  Exercise extreme caution when working 
with equipment that is used in conjunc-
tion with the heating and/or melting of 
reagents.



3.  DO NOT MOUTH PIPET REAGENTS - USE 
PIPET PUMPS.



Wear gloves 
and safety goggles



4.  Exercise caution when using any electrical equipment in the laboratory.



disrupted when the cover is removed from the apparatus, first turn 
off the power, then unplug the power source before disconnecting 
the leads and removing the cover.



5.  EDVOTEK injection-molded electrophoresis units do not have glued junc-
tions that can develop potential leaks. However, in the unlikely event 
that a leak develops in any electrophoresis apparatus you are using, IM-
MEDIATELY SHUT OFF POWER.  Do not use the apparatus.



6.  Always wash hands thoroughly with soap and water after handling 
reagents or biological materials in the laboratory.
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Another method used to generate transgenic worms is the biolistic (or “gene gun”) method using mi-
crobombardment.  The transgene and marker DNAs are bound to tiny gold beads, which are then “shot” 
through the worm’s cuticle and into developing oocytes. With microbombardment, the transgene is inte-
grated directly into the worm’s genome.  However, this technique produces fewer transgenic animals than 
microinjection and requires extensive preparation and reagent cost.  



USING PCR TO IDENTIFY TRANSGENIC ORGANISMS



In 1984, Dr. Kary Mullis revolutionized the fi eld of molecular biology when he devised a simple and elegant 
method to copy specifi c pieces of DNA.  Mullis discovered that he could replicate DNA in vitro using short, 
synthetic DNA primers and DNA Polymerase I.  Furthermore, this method allowed for the rapid amplifi ca-
tion of a selected DNA sequence in vitro because the primers are engineered to target a specifi c gene.  For 
the development of this technique, known today as the Polymerase Chain Reaction (or PCR), Mullis was 
awarded the Nobel Prize in Chemistry in 1993.



To perform PCR, purifi ed double-stranded DNA is mixed with primers (short synthetic DNA molecules that 
target DNA for amplifi cation), a thermostable DNA polymerase (Taq) and nucleotides.  The mixture is 
heated to 94° C to denature (i.e., unzip into single strands) the DNA duplex.  Next, the sample is cooled to 
45-60° C, allowing the primers to base pair with the target DNA sequence (a process called “annealing”).  
Lastly, the temperature is raised to 72° C, the optimal temperature at which Taq polymerase will extend 
the primer to synthesize a new strand of DNA. Each “PCR cycle” (denaturation, annealing, extension) 
doubles the amount of the target DNA in less than fi ve minutes (Figure 5).  In order to produce enough 
DNA for analysis, 20-40 cycles may be required.  To simplify this process, a specialized machine, called a 
“thermal cycler” (or “PCR machine”), was created to rapidly heat and cool the samples to the designated 
temperature for each of the three steps.



Because of its ease of use and its ability to rapidly amplify DNA, PCR has become the method of choice 
to identify and analyze transgenic organisms.  For example, commercially available foods are monitored 
for the presence of transgenic corn or soy; transgenic mice are often genotyped using PCR before complex 
genetic experiments are performed.



In this experiment, PCR is used to differentiate between (1) wild-type C. elegans and (2) C. elegans that 
have been genetically engineered to express the Green Fluorescent Protein (GFP) under the control of a 
muscle-specifi c promoter (Figure 6).  GFP possesses the ability to absorb blue light and emit green light 
in response, without any special substrates or cofactors.  Because it can function within living organisms, 
scientists regularly use GFP, together with fl uorescent micros-
copy, to observe biological processes as they occur.  The PCR 
primers for this experiment are designed to identify trans-
genic animals by producing a 670 base pair product in the 
presence of the GFP transgene. As a positive control, a gene 
involved in basic metabolism will be amplifi ed simultane-
ously; this PCR product is 150 bp in length.



Figure 6:  GFP expression in C. elegans.
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Module I:  Preparation of C. elegans Food Source
("Seeding" the Plates)



1. OBTAIN two Nematode Growth Medium (NGM) plates, the OP50 BactoBeads™ 
and a sterile inoculating loop from your instructor.  



2. REMOVE a single OP50 BactoBead™ from the vial using the sterile loop.  Using 
aseptic technique, TRANSFER the bead to the center of the NGM plate.  CAP the 
vial immediately after using to limit exposure to moisture in the air.



3. Using an automatic pipet, instantly DISSOLVE the BactoBead™ in 10 µl of sterile 
liquid broth or sterile water.



4. Using the loop, SPREAD the dissolved BactoBead™ on the entire surface of the 
NGM plate. 



5. REPEAT steps 2-4 with the second NGM plate.
6. INCUBATE the plates at 37° C overnight.  If an incubator is not available, incubate 



the plates at room temperature for 24-48 hours. 



1. 2. 3. 4.
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Module IV:  Isolation of DNA from C. elegans
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1. LABEL one 1.7 ml screw-cap tube with “WT” (wild-type) and a second screw-cap 
tube with “TG” (transgenic).  LABEL two 15 ml conical tubes, two large transfer 
pipets, and two snap-top microcentrifuge tubes in the same way.



2. Using the large transfer pipet labeled “WT”, TRANSFER 2.5 ml of extraction buffer 
to the Petri dish containing the wild-type worms.



3. Thoroughly RINSE the dish with the extraction buffer by pipetting up and down 
several times.  



4. Using the same transfer pipet, TRANSFER the worms to 15 ml conical tube labeled 
“WT”. 



5. REPEAT steps 2-4 with the transgenic worms using the transfer pipet and tube 
labeled ”TG”.



6. ALLOW the worms to settle to the bottom of the tubes (~10 minutes).
7. Using the appropriate transfer pipet, REMOVE ~3 ml of the cleared extraction 



buffer without disturbing the worms that have settled to the bottom of the tube.  
Between 300 and 500 µl of buffer with worms should remain at the bottom of 
the tube.  



8. RESUSPEND the worms using the appropriate transfer pipet. TRANSFER 300 µl of 
the worm suspension to the labeled screw-cap tube.



9. INCUBATE the samples in a 99° C water bath for 5 minutes. Be sure to use the 
screw-cap tubes when boiling.



10. CENTRIFUGE the samples for one minute at low speed (~6000 rpm).
11. TRANSFER 100 uL of the supernatant to the clean, labeled snap-top microcentri-



fuge tube.  PROCEED to Module V: Amplifi cation of the GFP Transgene.



   OPTIONAL STOPPING POINT:  
         The supernatant may be stored at -20° C for amplifi cation at a later time. 



Warning!
STEP 9: Students 
should use screw-
cap tubes when 
boiling samples.



LIGHTING UP LIFE: EXPRESSION OF GFP IN C. ELEGANSEDVO-Kit 858



15



1.800.EDVOTEK •  Fax 202.370.1501  •  info@edvotek.com  •  www.edvotek.com



Duplication of any part of this document is permitted for non-profi t educational purposes only. Copyright © 2014 EDVOTEK, 
Inc., all rights reserved. 858.141002



LIGHTING UP LIFE: EXPRESSION OF GFP IN C. ELEGANSEDVO-Kit 858











image16.emf



Module IV:  Isolation of DNA from C. elegans
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the worm suspension to the labeled screw-cap tube.



9. INCUBATE the samples in a 99° C water bath for 5 minutes. Be sure to use the 
screw-cap tubes when boiling.



10. CENTRIFUGE the samples for one minute at low speed (~6000 rpm).
11. TRANSFER 100 uL of the supernatant to the clean, labeled snap-top microcentri-



fuge tube.  PROCEED to Module V: Amplifi cation of the GFP Transgene.
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Warning!
STEP 9: Students 
should use screw-
cap tubes when 
boiling samples.



LIGHTING UP LIFE: EXPRESSION OF GFP IN C. ELEGANSEDVO-Kit 858



15



1.800.EDVOTEK •  Fax 202.370.1501  •  info@edvotek.com  •  www.edvotek.com



Duplication of any part of this document is permitted for non-profi t educational purposes only. Copyright © 2014 EDVOTEK, 
Inc., all rights reserved. 858.141002



LIGHTING UP LIFE: EXPRESSION OF GFP IN C. ELEGANSEDVO-Kit 858











image17.png
2 ., PCR EdvoBead
e 20 pL GFP Primer
o 5 pL ekstraheret DNA

3, Bland forsigtigt

e d

4. Centrifuger
A

6.

Tilsaet 5 pL
10 x gel

loading solution





image18.png
1. -~!- 2.:,--.
eI

Koncentreret Destilleret Agarose

buffer vand
? Kolbe ; @

Pas pé! Kolben er varm!

© 2013 Edvotek® All Rights Reserved.




image19.png




image20.png
| ]
Koncentreret ; Destilleret
FlashBlue farve vand
Kolbe

->
123 456

5.

Affarvning

+




image1.emf



The Biotechnology Education Company ®



EDVOTEK, Inc.  •  1-800-EDVOTEK  •  www.edvotek.com











image2.png
2 . Losn laget

3.

(E(6

:60

8ml





image21.png
EDV TEK




