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OEFENING 1

Oefen met verschillende pipetten door verschillende hoeveelheden water met kleurvloeistof te pipetteren op
een geplastificeerd A4 papier.

Benodigdheden
- Pipetten
- Geplastificeerd A4 papier
- Pipetpuntjes
- Kleurvloeistof voor voedsel
- Water ) Plunger button
- afvalbakje
Tip ejector
Pipette tip
P1000 P200 P20
0] 0]
0] 0] 0] 0]
0] 0] 0] 0] 0] 0]
0] 0] 0] 0] 0] 0]
500pL 200pL  100pL 20pL  10pL 2pL
—
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OEFENING 2

Oefen het laden van een gel door in agar in het gewenste welletje te pipetteren.

Benodigdheden:

- Pipetten

- Petrischaal

- Agar

- Kammetje

- Kleurvloeistof
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Lab 2

In lab 2 brengen we het gen met een fluorescerende rode eiwit, het rfp-gen, van plasmide
pKAN-R naar het plasmide pARA om een vectorplasmide pARA-R te vormen. pARA-R kan

namelijk een bacterie efficiént transformeren. Het gewenste rfp-gen kan in de bacterie, E. coli, op
grote schaal geproduceerd worden door groei.

Om de vectorplasmide pARA-R te vormen wordt met behulp van de restrictie enzymen BamHI en

Hindlll op bepaalde plekken in de plasmide geknipt, ook wel digestie van de plasmides pKAN-R en
PARA genoemd. Zie hieronder in de plaatjes.

kanR
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Het terugzetten van de geknipte stukjes plasmiden wordt de ligatie genoemd. Naast het gewenste

stukje plasmide dat wordt teruggeplaatst, zodat vectorplasmide pARA-R ontstaat, ontstaan er ook
andere nieuwe plasmides.
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Construeer een nieuwe plasmide na het knippen door de restrictie enzymen:
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Extra informatie

Plasmiden

Plasmiden zijn kleine cirkelvormige DNA-moleculen die in bacterién worden gevonden.
Plasmiden zijn favoriete hulpmiddelen voor het overdragen van genen van de ene
bacteriestam naar de andere. Ze kunnen daarom als genetische vectoren dienen.

De volgende elementen zijn aanwezig op de plasmiden pARA en pKAN-R:

Ori:oorsprong van replicatie, laat de bacterie het plasmide in een aantal kopieén in zijn
cytosol vermenigvuldigen.

P : promotor van het rfp-gen, maakt de productie van mRNA van het rfp-gen mogelijk.
rfp : gen dat codeert voor het rode fluorescerende eiwit.

Kan-R : gen coderend voor een enzym dat resistentie verleent tegen het antibioticum Kanamycin.
Amp-R : gen coderend voor een enzym dat resistentie verleent tegen het antibioticum Ampicillin.

AraC : controlesequentie van genexpressie. Maakt transcriptionele activering van het rfp-gen
mogelijk wanneer arabinose, een suiker, wordt toegevoegd aan het kweekmedium van de
bacterie.

Enzymen

Enzymen zijn eiwitten die de opmerkelijke eigenschap hebben chemische reacties te versnellen.
Enzymen zijn ook de werkers van biotechnologie. In Genetic Engineering worden veel enzymen
gebruikt om DNA-moleculen te modificeren. Om bijvoorbeeld een recombinant DNA te maken, is
het nuttig om enzymen tot zijn beschikking te hebben om te knippen en anderen om het DNA te
plakken. Dit is de reden waarom restrictie-enzymen en ligasen vaak worden gebruikt. Dit zijn
enzymen die DNA knippen op specifieke plaatsen op het DNA-molecuul. In Lab 2 worden
restrictie-enzymen BamHI en Hindlll gebruikt om plasmiden pARA en pKAN-R te knippen.

Ligasen zijn enzymen die stukjes DNA kunnen opnemen die zijn geknipt door restrictie-enzymen.
In Lab 3 wordt ligase gebruikt om de plasmide pARA-R te construeren die het rfp-gen draagt.

RFP (Red Fluorescent Protein):

rfp is een rood fluorescerend eiwit dat van nature voorkomt in het discosoma koraal. Het gen is
gewonnen uit dit koraal en is beschikbaar voor genetische manipulatie. In het practicum wordt
het rfp-gen, dat codeert voor het RFP eiwit, onder de controle van de AraC sequentie achter de P
promoter geplaatst.
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Lab 2 : Digestie van de plasmides pKAN-R en pARA

Reagentia

In het rekje:

* 2,5xB (restrictiebuffer)
* K (plasmide pKAN-R)

* A (plasmide pARA)

* dH,O (demi water)

Op ijs:

* RE (Restrictie-enzymmengsel van BamHI en Hindlll)

Benodigdheden:

* MicropipetP20
* Pipetpuntjes

* 4epjesal,5mL
+ Een marker pen
+ Handschoenen
¢ Prullenbakje

Volg de instructies:

I. Label de epjes als volgt: K+, K-, A+, A-, tezamen met jouw initialen.

2. Voeg de juiste reagentia volgens het schema toe aan de epjes.

Tube K+ Tube K- Tube A+ Tube A-

2,5xB 4pL 4uL 4uL 4pL
K 4pL 4pL

A 4uL 4uL
RE 4uL 4uL
dH.0 4pL 4pL

3. Centrifigueer de epjes voor een paar seconden.
ATTENTIE: Vergeet niet de epjes te balanceren in de centrifuge

4. Plaats alle buizen in een waterbad van 37 ° C voor minimaal 20 minuten.

5. Plaats vervolgens de K + en A + epjes in een thermoblok van 70 ° C voor 10 minuten,
zodat de restrictie-enzymen inactiveren.
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Lab 2 Flowchart

Check reagents Label 4 tubes
(2,5xB, K, A, RE , dH,0) = K+, K-, A+, and A- =

4.0 pL 2,5xB
M 1 \ \
Pipette 4.0 pL 2.5xB into Pipette 4.0 pL K into
K+, K-, A+, and A- tubes = K+ and K- tubes =

Pipette 4.0 pL A Pipette 4.0 pL RE into Use pipette to mix
into A+ and A- tubes > K+ and A+ tubes > reagents in the =

K+ and A+ tubes

Pipette 4.0 pL dH,0 Use pipette to mix Centrifuge the
into K- and A- tubes > reagents in the -) K+, K-, A+, and A- tubes >
K- and A- tubes

HHE O i
Put 4 tubes in floatin - Teacher will: o
microfuge tube rackg Place tubes into 37°C water bath = Place K+ and A+in 70°C
and incubate for 20 minutes bath for 10 minutes
Masterclass Insuline maken met bacterién &Y UNIVERSITEIT AMGEN  Biotech Experience

VAN AMSTERDAM Scientific Discovery for the Classroom

Nederland



~16~

Lab 3:Contrueer een recombinant plasmide

Reagentia

In het rekje:

» K+ (plasmide pKAN-R van lab 2)
* A+ (plasmide pARA van lab 2)

* 5xB (ligatiebuffer)

» LIG (DNA-ligase)

« dH>O (demiwater)

Op ijs:
» LIG (DNA-ligase)

Benodigdheden

* MicropipetP20
* Pipetpuntjes

* 4epjesal,5mL
« Een marker

« Handschoenen
* Prullenbakje

Volg de instructies:

I. Noteer je initialen op het LIG epje.

2. Voeg de volgende reagentia toe aan het LIG epje met 2 uL DNA-ligase:

« 4ulL A+
o 4L K+

* 4ulL5xB
* 4 uL dH,0O

Nadat je demiwater (dH,0) hebt toegevoegd tik je een paar keer het epje aan, zodat de
reagentia mengen.

3. Centrifigueer de epjes voor een paar seconden.

4. Plaats de epjes terug in het rekje
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Lab 3 Flowchart

58 LG dH,0

K+ A+

Ul

Label LIG Remove K+ and A+
tube with group = from water bath =
number and class period

Check reagents
(K+, A+, 5xB, LIG, dH,0) >

4.0 uL 4.0 uL

r r

N

@
iE

Pipette 4.0 pL K+ Pipette 4.0 uL A+
into LIG tube > into LIG tube >
4.0 uL 4.0 pL
\ 5xB \ UG deo \ L
Pipette 4.0 pL 5xB Pipette 4.0 pL dH,0
into LIG tube > into LIG tube >

N

i
!Il LG

Use pipette to mix Cap and centrifuge ~ PlacellG
reagents in LIG tube > LIG tube = in designated racks
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Lab 4 : Controle van de digestie van de plasmide mbv gel-elektroforese.

Reagentia

. K-
e K+

o A-

s A+

* LD (Loadingdye)

+ M (DNAladder)
dH,O (demiwater)

Benodigdheden

* 4epjesal,5mL

* MicropipetP20

* Pipetpuntjes

« Een marker pen

« 1 elektroforesetank met een 0,8% agarosegel
* 1x TAE buffer

« Handschoenen

* Prullenbakje

Volg de volgende instructies:

I. Label de 4 epjes als volgt geA-, geA+, geK-, geK+

2. Verdeel de reagentia als volgt:

Tube geK- Tube geK+ Tube geA- Tube geA+

dH.0 4pL 4uL 4L apL
LD 4pL 4pL 4pL 4uL
K- 4pL
K+ 4pL
A- 4pL
A+ 4uL

3. Centrifugeer de epjes voor een paar seconden.

4. Noteer in welke gel-elektroforese tank en welletjes je de samples pipeteert.

5. Pipeteer 10 uL (voor de marker 4 ulL) van elk sample als volgt:

Masterclass Insuline maken met bacterien

| M | geK- | geK+ | geA- | geA+ |
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6. Wanneer alle samples zijn geladen, zet de gel-elektroforese aan en stel de
spanning in op 100 V.
7. Laat de gel voor 20 minuten runnen.

8. Bekijk de resultaten met een transluminator of gel doc.

Lab 4 Flowchart

Check reagents
(K=, K+, A, A+, LD, dH,0, =
M in rack, 1x TAE flask)

4.0 uL dH,0
geK— geK+ geA- geA+
Label 4 microfuge Pipette 4.0 pL dH,0 into
tubes geK-, geK+, # the geK-, geK+, geA-,
geA-, geA+ geA+ tubes
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Labo 4 Flowchart (vervolg)

4.0 uL LD 4.0 L K-

ENRY <

\\_\

) —

geK- geK+ geA- geA+ geK- geK+
Pipette 4.0 pL LD into ’ Pipette 4.0 pL ’ Pipette 4.0 pL ’
the geK-, geK+, geA-, K- into the K+ into the
geA+ tubes geK- tube geK+ tube

4.0 uL A+

N

geA+

Pipette 4.0 pL ’ Pipette 4.0 pL ’ Centrifuge ’
A- into the A+ into the the four

geA- tube geA+ tube tubes

GEU \ | P

= bufter | 4 \ |
AU gensen \ | , | Wil _ | |
5 = 1

Wells

Review gel » Cover gel in Draw location of » Pipette 8.0 pL each of »
electrophoresis GEU with 1x TAE each well, and label DNA ladder (M), geK-,
unit (GEU) which solution is loaded geK+, geA- and geA+
in each in notebook into designated wells in GEU

- TAE bufer 4
Agarseigel U U e

I} 1

Place cover , Connect leads l Turn on power l
on GEU to power supply supply and set voltage
to 100 V
e e
Il Y 1
Check to see if the purple ’ Teacher will explain
loading dye is moving toward final steps
the positive (red) electrode
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De resultaten

Lab 4 - Gel-elektroforese

Geef hier de verwachte resultaten van: geK-, geK+, geA-, geA+ aan.

M geK- geK+ geA- geA+
| ) | | |

10 000 bp

N =

8000 bp

6 000 bp

5000 bp

4000 bp

3000 bp

2 000 bp

1 500 bp

O 0 ~d S G Ww

1000 bp

10 500 bp
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Introductie Lab 5

De plasmide pARA-R geligeerd in lab 3 draagt het RFP-gen dat codeert voor het rode
fluorescerende eiwit. Deze plasmide heeft de genetische elementen die het gemakkelijk
maakt om grote hoeveelheden van het RFP-eiwit in E. coli-bacterién te produceren. In
lab 5 worden E. coli-bacterién genetisch getransformeerd met behulp van de plasmide
pARA-R (P+). Het gebruik van geschikte kweekmedia maakt het mogelijk om snel te
verifiéren dat enerzijds de bacterién zijn getransformeerd door de plasmide en
anderzijds dat ze het RFP-eiwit produceren.

araC

ori ~\pBAD
PARA-R

/ 5302 bp
choc rfp
thermique

S0~ S
1 e
'

P- P+
bactérie sans bactérie avec
plasmide plasmide

N J

N

étalements sur gélose
culture 37°C - 24h

T
aplapla»

Escherichia coli

= |
e

Gélose LB GéIoJEe LB GéIOEe LB
ampicilline ampiEiIIine
arabinose

Genetische transformatie van E. coli-bacterién door plasmide pARA-R en opkweken van
de getransformeerde bacterién.

Masterclass Insuline maken met bacterién &Y UNIVERSITEIT AMGEN ' Biotech Experience
X VAN AMSTERDAM Scientific Discovery for the Classroom

Nederland




~26~

Voorbereidingen lab 5

Alle reagentia staan voor gebruik in de vriezer. De competent cellen staan te allen
tijde op ijs.

Benodigdheden op een centrale plek in het laboratorium

+ Waterbad a 42 °C (met thermometer)
 Drijvend rek

e Timer

* Microcentrifuge

« Handschoenen

» Bakken met ijs

. tape

* Incubator a 37°C

Haal de volgende reagentia 15 minuten van te voren uit de koelkast/vriezer:
 LIG (jouw epje van lab 4)
+ LB (groeimedium LuriaBroth)

Op ijs:
» CC (competent bacteriécellen)

Bereid voor elke leerling

* 3 petrischaaltjes met:
1 LB agar
1 LB/amp agar
1 LB/amp/ara agar

* 1 rek met LB en LIG epje

* 2epjesal,5mL

+ Een marker pen

* Micropipet P20

* Micropipet P200

* Pipetpuntjes

 Steriele bacteriéspreiders

* Prullenbakje

» Labjas en veiligheidsbril

* Aan het einde van lab 5 worden de petrischalen van elke groep ondersteboven
24h-36h bij 37 ° C geincubeerd en vervolgens tot 4 ° C geplaatst tot de volgende
cursusdag.
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Lab 5:

& Voorzorgmaatregelen

* Behandel de bacterién alsof ze pathogeen zijn!

* Gebruik een labjas, handschoenen en een bril.

* Laat de petrischalen niet lang open staan.

* Raak niets aan dat in contact is gekomen met bacterién zonder handschoenen te
dragen.

» Stel de docent onmiddellijk op de hoogte als u op uw werkoppervlak bacterien
spat.

» Gooi uw handschoenen, epjes aan het einde van het lab in de biologische afvalbak.

* Was uw handen grondig voordat u de zaal verlaat.

Reagentia

e LIG (van lab 4)
» LB (groeimedium Luria Broth)
» 1 epje CC (100 pL competent bacterie cellen) op ijs!

ATTENTIE: De bacterién moeten altijd op ijs te blijven staan!
Benodigdheden

* 3 petrischaaltjes met:
1 LB agar
1 LB/amp agar
1 LB/amp/ara agar
* 2epjesal,5mL
« Een marker
* Micropipet P20
* Micropipet P200
* Pipetpuntjes
 Steriele bacteriéspreiders
* Prullenbakje
* Handschoenen
 Labjas en veiligheidsbril

Volg de volgende instructies:

I. Label de twee epjes met: P-en P+.En zet op ijs.
ATTENTIE: Volg de instructies goed. De transformatie dient in een steriele omgeving te
gebeuren.

2. Gebruik de micropipet P200en stel in op 50 pL. Mix de bacterién in CC door 2 tot 3 maal op
en neer te pipeteren.
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3. Pipeteer 50 pLvan de bacterién (CC) in de epjes P- en P+ en zet op ijs.

4. Pipeteer met de P20 pipet 10 puL van LIG naar het epje P+. Mix de vloeistof door 2 tot 3
maal op en neer te pipeteren. En zet het epje terug op ijs.

5. Houdt de epjes P+ en P-voor 15 minuten op ijs.

T\ T\ —\
aplapla>

LB LB + AMP LB + AMP + ARA

6. Label de petrischaaltjes zoals hierboven. En vergeet niet je initialen en datum op
de rand te vermelden.

7. Zet de twee epjes P+ en P- na 15 minuten op ijs, precies 45 seconden in het waterbad van
42 °C.

8. Na de hitteschock zet de epjes meteen terug op ijs voor 1 minuut.

9. Na een minuut pipeteer je 150 uL LB in elk epje. Homogeniseer het mengsel door op het
epje te tikken.

10. Incubeer de epjes op 37 °C voor 15 minuten in het thermoblok of waterbad.

100 plL

LB plate LB/amp plate LB plate LB/amp plate  LB/amp/ara plate
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1. Mix de vloeistof door 2 tot 3 maal op en neer te pipeteren. En pipeteer dan 50 plL
op P- en daarna 50 uL op P+ op de verschillende helften van de petrischalen. En als
laatste 100 pL P+ in de gehele petrischaal, zie flowchart.

12. Nadat de petrischalen zijn voorzien, spreidt je de vloeistof met de bacteriéspreider.
Gebruik een spreider voor P- en een voor P+. P- helften: eerst van de LB plaat en dan de
LB/amp plaat. P+ helften: eerst de LB plaat dan de LB/amp plaat en als laatste de
LB/amp/ara plaat.

Handle

Spreading
surface

13. Laat de petrischalen zo voor 5 minuten staan.

14. Tape de drie petrischalen aan elkaar vast. Draai ze om en plaats ze in de incubator
op 37 °C.

I15. Incubeer voor 24-36 uur op37 °C
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Lab 5 flowchart

B cc

S

Chedck reagents ’ Get CC , Label two tubes P- and , Set P-200 ’
(UG, LB) (onice) P+ and put tubes on ice micaopipette

\i - \_ Nt o
Al

cells in CC tube Pi 50 pL CC into P- and P+ tubes; Set P-20 Pipette 10.0 pL LIG

by gently pumping hold tubes at the rim to keep cold miaopipette into P+tube, holding P+
cellsin and out and retumn quidkly to ice to 10.0 pL tube at the rim to keep cold
I N,
N 7~
QS : Bl 2 15min. LB plate LB/amp plate  LB/amp/ara plate
A G el b % TS o ——
[ C i §}2 ; } ; %} "ll'“l"“\“
Mix reagents in P+tube , Keep P- and P+ l Get the three agar Petri plates (LB, LB/amp, )
by gently pumping cells in tubes on ice and LB/amp/ara), and label bottom of each
and out; return tube quidkly to ice for 15 min. with group number and dass period
LB plate LB/amp plate LB/amp/ara plate ¢“\‘"II'“""¢
- = — = Q Q >

°c

KA

Carry aup with P- and P+tubes on
ice to the 42°C water bath, and place »
tubes in bath for exactly 45 sec.

Draw a line on LB plate and LB/amp ’ Label LB/amp/ara
plates dividing them in middle; plate “P+” ’
label one half “P-" and the other ‘“P+”

150 uL LB
1min.
R \1/, = S :
‘ 3 " — — W1,
R N
il 1N are ; <
""I,,'I““\“:
150 L 15min,
Immediately place Set P-200 Pipette 150 plL of LB into P- Incubate P- and P+ ’
tubes badk on ice, and miaopipette ’ and P+ tubes, cap tubes, ) tubes at room temperature
keep there for a minute to 150 pL and gently flick to mix or at 37°C for 15 min.
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Lab 5 flowchart (vervolg)

N8

(]|

S

50 pL
LB plate LB/amp plate
Set P-200 ’ Gently pump pipette l Pipette 50 pL of P- onto P- halves of LB and LB/amp plates,
miaopipette a couple of times and dose lids immediately after dispensing P- »
to 50 pL in P- tube
L
Use 1 cell spreader to spread ’ With new pipette tip, ’
P- cells on P- halves of LB (1st) gently pump pipette a
and LB/amp (2nd) plates, and dose lids couple of times in P+tube
X 50 L P+
- o |
— - 1
ETS oA
LB plat LB} lat
plate amp plate 100 L
Pipette 50 pL of P+ onto P+ halves of LB and LB/amp ’ Set P-200 ’ Gently pump ’
plates, and dose lid after dispensing P+ miaopipette pipette a couple of
to 100 pL times in P+tube
\ 100 L P+
— Handle
o
S 2
LB/amp/ara plate KA
Pipette 100 pL of P+ ) Use 1 cell spreader to spread P+ cells on P+ ’ Let plates sit i
onto various sections of halves of LB (1st) and LB/amp (2nd) plates right side up
LB/amp/ara plate, and dose lid and then on LB/amp/ara plate, and dose lids for 5 min.
L2
LA
\ 24-36 hours \
S 3 \
ot A
Tape all three plates together, Place plates in the l Incubate plates l Examine plates and
and label tape with group 37°C incubator for 24-36 hours record the amount
number and dass period upside down at 37°C of growth on each
Masterclass Insuline maken met bacterien UNIVERSITEIT AMGEN’ Biotech Experience

VAN AMSTERDAM

Scientific Discovery for the Classroom

Nederland



~3)~

Masterclass Insuline maken met bacterién &Y UNIVERSITEIT AMGEN ' Biotech Experience
X VAN AMSTERDAM Scientific Discovery for the Classroom

Nederland




Amgen Biotech Experience

Scientific Discovery for the Classroom

Lab 6

Kolonie-PCR






~ 35~

Lab 6 Kolonie-PCR om de aanwezigheid van plasmide pARA-R in rode bacterién te verifiéren.

Sequencies van de primers

Forward primer: 5' -TGTAACAAAGCGGGACCAAAGC-3"
Reverse primer: 5'-GCGTTTCACTTCTGAGTTCGGC-3"

Plasmides pARA en PARA-R

aral

rnet
ori “):53 et

pARA 662 b
4,872 bp 377bp PCR fPagment

-

fpf{ndfff

‘ll.. I" Mer
ampR

Voorbereidingen lab 6

Haal de petrischalen uit de incubator.

aral
ori

pPARAR
5,302 bp

ampR

Benodigdheden op een centrale plek in het laboratorium

« Handschoenen

* R(plasmide pARA-R, resultaat van de ligatie van lab 3)

+ A (plasmide pARA)

* LD (loadingdye)

« M (DNAladder)

*« PCR

* Transilluminator/gel doc

- 1 elektroforesetank met een 0,8% agarosegel

« 1x TAE buffer
» Microcentrifuge

Op ijs:
« MIX (PCR mastermix)

Bereid voor elk duo

* 4 epjesa0,2 mL

* 1 micropipet P200

* 1 micropipet P20

* Pipetpunten

« Een marker

* Bak met ijs

e Prullenbakje

 Labjas en veiligheidsbril
* Petrischalen

Masterclass Insuline maken met bacterien

&Y UNIVERSITEIT
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PCR fragment
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& Voorzorgsmaatregelen

« Behandel de bacterién alsof ze pathogeen zijn!

* Gebruik een labjas, handschoenen en een bril.

+ Laat de petrischalen niet lang open staan.

» Raak niets aan dat in contact is gekomen met bacterién zonder handschoenen te
dragen.

+ Stel de docent onmiddellijk op de hoogte als u op uw werkoppervlak bacterien
spat.

+ Gooi uw handschoenen, epjes aan het einde van het lab in de biologische afvalbak.

* Was uw handen grondig voordat u de zaal verlaat.

Lab 6

Deel A: PCR

Reagentia

1 bak metijs

« MIX (PCR mastermix)

* R(plasmide pARA-R, resultaat van de ligatie in lab 3)
+ A (plasmide pARA)

ATTENTIE: Altijd de epjes op ijs houden.

Benodigdheden

» 4 epjesa0,2 mL 1 micropipette P20
* 1 micropipet P200

* 1 micropipet P20

* Pipetpunten

« Een marker

* Bak met ijs

* Prullenbakje

 Labjas en veiligheidsbril

* Petrischalen

Volg de volgende instructies:

I. Noteer zowel op de dop van de epjes als op de zijkant de nummers 1 tot en met 4 en
je initialen:
» Epje 1 bevat een rode kolonie
* Epje 2 bevat een witte kolonie
» Epje 3 bevat de controle plasmide pARA-R (R)
» Epje 4 bevat de controle plasmide pARA (A)
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2. Verdeel de vloeistoffen als volgt:

Tube 1 Tube 2 Tube 3 Tube 4
MIX  23uL 23uL 23pL 23uL
Rode kolonie *
Witte kolonie *
R 2uL
A 2uL

+ Raak met een pipetpuntje voorzichtig een rode kolonie aan en stop het pipetpuntje
in epje 1 met MIX, Meng met het pipetpuntje in de vloeistof zodat de cellen vrij
komen van het pipetpuntje.

* Doe het zelfde met de witte kolonie voor epje 2.

ATTENTIE: Als er bellen in de epjes zitten, centrifugeer deze even een paar
seconden.

3. Plaats de epjes in de PCR machine.

Temperatuur Tijd

Initiele denaturatie 95 180s

&  Dénaturation 95 30s

& Hybridation 53 30s

E Extension 70 60s

Final Extention 70 300s
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Deel B: Gel-elektrofore

Benodigdheden

4 epjesvan de PCRvan deel A

* LD (loading dye)

* 1 micropipetP20

* Pipetpuntjes

 Handschoenen

* Prullenbakje

* Gel-elektroforese bak met een 0,8% gel en 1x TAE buffer
« Transilluminator/gel doc

Volg de volgende instructies:

I. Voeg in elke epje 4 pL LD toe. En pipeteer een paar keer op en neer zodat de vloeistof zich
goed mengt.

2. Pipeteer 10 pL in elk welletje na de M (DNA ladder).

— v TAE 1X bu ffer +
Agarose gel
]

3. Zet de Gel-elektroforese aan en zorg dat deze is ingesteld op 100 V.

4. Bekijk de gel na 20 minuten mbv de gel doc.
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Lab 6 Flowchart

Mix - 23uL

Pipeteer 23uL Mix in

Noteer de
epjes 1alz volgt _cheg rpbv eend
- - ipetpunt een rode
ekepe - kc?lcg)nieptpe aan epje 1
en een witte kolonie toe

aan epje 2

1h30

==
=)

. ‘ Zet de epjes in de
Voeg 2uLRaan epje 3 PCR rmachine ‘ Voeg 4pL LD toe aan -
elk epje

P

en 2iLAaan epje 4

Pipeteer 10pL van je ‘ Zet de gel-elektroforese aan
samples in de welletjes
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De resultaten

Lab 6 — Kolonie PCR

Welke resultaten verwacht je met de epjes 1 tot en met 4 (resp. Rode kolonie, witte
kolonie, controle pARA-R, controle p-ARA)? Geef het hieronder aan:

M 1 2 3 4
| ] | | | ] 1 ] 1 ]
1 | 10000bp |
2 | 8000bp |
3 | 6000bp |
4 | 5000bp |
S | £000bp |
6 e
7 [ 2000ty |
8 T
9 ooy ]
10 oo |
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Lab 7: Purificatie van het RFP gen dmv kolom-chromatografie

Om puur het rpf-gen te verkrijgen, wordt deze gepurificeerd dmv kolom-chromatografie.
Hierna heb je alleen zuiver het rpf-gen. In het verhaal van insuline, heb je puur insuline

wat nu gebruiksklaar is voor medicatie.

1 colonie

5h
37°C
E. coli transformées LB + arabinose
par pARA-R L
ampiciline
Reagentia

In het rekje:

» EB (elutie buffer)

- BB (binding buffer)

+ WB (was buffer)

* Lyb (lyseer buffer)

« EC (cultuur met E.coli in LB/amp/ara)
» CEB (kolom buffer)

Benodigdheden

* Micropipet P1000

* Pipetpuntjes

* 2epjesal,5mL

» Een marker pen

+ Handschoenen

¢ Prullenbakje

+ Kolom met constructie

Volg de instructies:

S Tampon
g Col
£ olonne
L = =
24h lyse des B
37°C bactéri |
actéries | Stop cock

Proteine RFP
purifiée

1. Centrifugeer het epje met 1 ml EC voor 5 minuten op 6000 rpm.

2. Haal voorzichtig je epje uit de centrifugeermachine! Verstoor de pellet niet.

3. Pipetteer voorzichtig meerdere keren 200 ul de supernatant af, zorg dat je de pellet
niet verstoord, anders opnieuw centrifugeren. Supernatant mag in de prullenbak.

Masterclass Insuline maken met bacterien
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4. Pipetteer nogmaals 1 ml van de cultuur met E.coli in LB/amp/ara bij EC.
5. Centrifugeer epje EC nogmaals voor 5 minuten bij 6000 rpm.

6. Pipetteer nogmaals voorzichtig meerdere keren 200 pl supernatant af, zorg dat je de
pellet niet verstoord, anders opnieuw centrifugeren. Supernatant mag in de
prullenbak. Verwijder voorzichtig zoveel mogelijk groeimedium.

7. Dan, pipeteer 300 pL lyseerbuffer in het EC epje. Mix de vloeistof door met het buisje
over het rekje te gaan.

8. Laat staan voor 15 minuten.

9. Centrufigueer voor 5 minuten bij 6000 rpm.

10. Zet je kolom klaar voor gebruik. Zorg dat de kolom buffer nog net boven de resin (witte substantie) zit.
11. Label twee epjes met SUPER en RFP.

12. Pipeteer 200 pL supernatant (de vloeistof boven de neerslag) uit EC epje in SUPER epje.

13. Pipeteer 200 pL binding buffer (BB) in het SUPER epje.

14. Pipetteer heen en weer zodat het mixt.

Let op: zet je pipetpunt tegen de wand van de kolom tijdens het pipetteren. Hiermee wordt
de resin het minst verstoort.

15. Pipetteer dan 400 uL in de kolom en zet het kraantje open. Vergeet niet een afvalbakje onder
de kraan te zetten.

16. Sluit het kraantje als de vloeistof nog net boven de resin is.

17. Pipetteer 1000 pL Was Buffer (WB) in de kolom en zet de kraan open. Vergeet niet een
afvalbakje onder de kraan te zetten.

18. Sluit het kraantje als de vloeistof nog net boven de resin is.

19. Pipetteer 1000 pL ElutieBuffer (EB) in de kolom. Met de elutiebuffer komt het rfp-gen los van
het kolom, rozige vloeistof. Wanneer alleen het rfp-gen (roze vloeistof) eruit komt, vang je dit
op in het RFP epje. Dit doe je door geduldig te wachten en de kraan open te zetten wanneer
de roze vloeistof eruit komt.

20. Wanneer nodig, pipetteer je nogmaals 1000 pL elutiebuffer (EB) in de kolom. Vang het
gepurifeerde rpf-gen op in het RFP epje.

21. Sluit de kraan wanneer klaar.
22. Voeg 1000 pL CEB buffer toe zodat de resin niet uitdroogd.

23. Bekijk met de groep de verschillende RPF epjes onder de transluminator. Wat zie je?
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Lab 7 Flowchart

0/\
\

Assign e Check reagents  map  Record color —
(EC, EB, LyB) of EC tube

Cap EC tube and drag )

Pipette 300pL . A
LyB into EC tube » V'9°r°tl:15b|!é ?;:ﬁstsormic;OfUQE

“, o
2 S
a7 R

.,
S

S

“r
LW

Centrifuge EC tube

Wait for 15 minutes .
t t t for 5 minutes at
at room temperature » €000 RPM
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Lab 7 Flowchart (vervolg1)

One group member:
EC BB WB EB CEB
Check reagents ’ Label miaofuge tubes
(EC, BB, WB, EB, CEB) (SUPER, RFP)
One group member:
Set up ’ Set waste collection container under column stopcodk,
chromatography open column by tuming stopcock valve,
column allow buffer to drain from column, and dose valve
when 1-2 mm of liquid is left above resin
One group member:
—J) 200 pL EC supernatant 200 uL BB
SUPER SUPER
Examine tube ’ Pipette 200 pL EC Pipette 200 pL l
supermatant into BB into SUPER tube
SUPER tube
Whole group:
SUPER
Mix reagents in SUPER ’ Pipette 400 pL l Set waste collection container under stopcock, ’
tube by gently pumping SUPER down side of open valve, allow buffer to drain, and dose valve
solution in and out chromatography column when 1-2 mm of liquid is left above resin
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Lab 7 Flowchart (Vervolg2)

1000 uL WB

Locate RFP and record ’ Pipette 1,000 pL. WB ’ Set waste collection container under stopcodk, ’
observations in notebook down side of open valve, allow buffer to drain, and dose valve
chromatography column when 1-2 mm of liquid is left above resin
RFP
Twice more, pipette ’ Set RFP tube under stopcodk, ’ Set waste collection container under ’
1,000 pL EB down side of open valve, allow only red part stopcock, open valve, allow buffer to drain,
chromatography column of eluate to drain, dose and dose valve when 1-2 mm of

valve, and cap tube tightly

liquid is left above resin

—

Two times, pipette 1,000 pL of CEB
down side of chromatography column,
and cap column tightly for next dass

-

Masterclass Insuline maken met bacterien

Pour contents of waste
collection container
down sink drain

Compare color intensity of
RFP tube with other groups’ tubes,
and record observations in notebook

-
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