Lærervejledning

Restriktionsanalyse

- en model med papir og saks

Modellen skal vise hvorledes to restriktionsenzymer klipper i et stykke DNA, og hvorledes en efterfølgende elektroforese adskiller DNA-fragmenterne.

Modellen:

1) Restriktionsenzymer: Flere (f.eks. 4) sakse par i hver sin farve og mærket med navne og klippemåde på adressesedler.

2) DNA: papirstrimler med bogstavrækkefølger A T C G , hvert bogstav i sin farve på den ene side og påskriften DNA, DNA, DNA…. på den anden. Modellen giver mulighed for at restriktionsenzymerne kan overklippe DNA-en  - papirstrimlen på forskellige steder og dermed give DNA-fragmenter af forskellig størrelse. 

Hvis man skal illustrere arbejde med plasmider, skal papirstrimlerne klippes således, at strimlens ender kan limes sammen, uden at nogle af bogstaverne dækkes. Herved får man et cirkelformet plasmid.

Hvis man skal illustrere arbejde med PCR opformeret DNA skal papirstrimlerne ikke sammenlimes.

Om DNA er cirkelformet eller lineært påvirker antallet og størrelsen at de DNA- fragmenter der dannes når der klippes.    

3) Elektroforese: Papir optrykt vedlagte figur og limstift. Cirklerne i modellen påsmøres lim fra limstiften. Cirklerne skal men undgå, for der hænger men fast. Det største og det mindste DNA-fragment placeres i hver sin brønd, og holdes af hver sin elev, ned mod papiret med så mange fingre som der er plads til. Når elektoforesen starter bevæges DNA-fragmenterne fremad mod den positive pol uden at DNA-fragmentets orientering ændres. Under bevægelsen fremad må men gerne flytte DNA-fragmentet sidevers, men ikke dreje for at undgå cirklerne med lim. Man lader elektoforesen køre i 3 - 6 sekunder indtil der er en god adskillelse mellem DNA-fragmenterne.

Modellens figurer er engangsmateriale. DNA-basesekvenserne trykkes i A4 og figuren der forestiller elektroforesegelen forstørres til A3. Herved opnås, at størrelsen af  DNA og elektroforese figurerne passer til hinanden således, at det er muligt, at foretage ”elektroforesen”, uden at støde på limforhindringerne.
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Elevvejledning
Restriktionsanalyse

- en model med papir og saks

Klipning med restriktionsenzymer

1) Vælg en saks. Det er dit restriktionsenzym.

2) Du kan se på mærkesedlen, hvad enzymet hedder og hvorledes det klipper i DNA-et. Noter hvad enzymet hedder og hvilken bogstavsrækkefølge det finder og klipper. 
3) Du har fået udleveret et stykke papir med lange rækker af bogstaverne 

     A T C G. Hvert bogstav symboliserer en nucleotid. Tilsammen danner   

     nucleotiderne et stykke DNA. Nucleotiderne er bundet til hinanden således     

     at DNA-et består af to kæder - to rækker bogstaver, og således A altid 
     binder til – står over for -  T og C altid binder til G. Klip en af 
     bogstavrækkerne ud -  Det er dit DNA i denne model.

4) Find de steder på DNA-et, hvor restriktionsenzymet vil klippe.

5) Tegn med en blyant, hvorledes restriktionsenzymet vil klippe i DNA-et.

6) Kontroller at du har fundet de rigtige klippesteder ! Hvilken symmetri har klippestedets bogstavrækkefølge på de to rækker af bogstaver ?  

7) Hvor mange steder vil DNA-et blive klippet ?

8) Lad restriktionsenzymet klippe dit DNA over de udvalgte steder.

          Hvis du klipper forkert kan du tage en ny række bogstaver og starte forfra.

9) Hvor mange stykker DNA fik du dannet ?

Så skal du prøve med et nyt restriktionsenzym – en ny saks:  

10) Gentag punkterne A 1) til 9) med et nyt restriktionsenzym.

11) Sammenlign de to klipninger. Hvilke forskelle og ligheder er der ?

Elektroforese 

1) Elektoforesen er et forhindringsløb, der forgår på det udleverede ark papir med cirkler. 

2) Brug en limstift til at smøre lim i alle ovalerne. Det er forhindringerne.

3) DNA er elektrisk ladet. Hvilken ladning har DNA-et ?

4) Skriv ladningen på det mindste og det største stykke DNA fra din klipning med EcoRI.  

5) Læg de to stykker ned i hver sin brønd. Stykkerne er jeres løbere.

6) På papirarket er der angivet en positiv og en negativ pol. Hvilken vej vil jeres løbere bevæge sig når løbet - elektroforesen -  starter ?

7) To elever holder, hver sit stykke DNA ned mod papiret med så mange fingre, som der er plads til på DNA-stykket, således at hele DNA-stykket trykkes ned mod papiret.

8) Når forhindringsløbet - elektroforesen - starter bevæges løberne -  DNA-fragmenterne -   sig fremad uden at papirstykkerne drejes. Under bevægelsen fremad må I gerne flytte DNA-fragmentet sidevers, men ikke dreje for at undgå ovalerne med lim.

9) Start løbet og lader det køre i 4 sekunder.

10) Mål med en lineal, hvor langt jeres løbere - DNA - er kommet.
11) Noter i vedlagte skema, hvor langt det kort og hvor langt det lange                                                                                                                                        

        stykke DNA løber.

12) Gentag løbet og noter jeres resultat i vedlagte skema.

13) Gentag pkt. 4) til 12) med det mindste og det største stykke DNA fra  

        jeres klipning med PstI.  

14) Hvilke DNA-stykker vinder altid forhindringsløbet ?

15) Hvordan opnår vi den største forskel på løberne ?

16) Hvorfor giver elektoforesen en adskillelse af DNA-stykker.

Elektroforesen skal forløbe en passende tid:

1) Prøv at lade jeres forhindringsløb køre i et sekund.

2) Hvilket resultat fik I ?

3) Hvorfor skal elektroforesen forløbe i længere tid ?

4) Prøv at lade jeres forhindringsløb køre i 30 sekunder.

5) Hvilket resultat fik I ?

6) Hvorfor skal elektroforesen ikke forløbe i for lang tid ?

Koncentrationen af agarose i gelen har også betydning 

Når vi udfører en rigtig elektroforese er vores forhindringsbane en gel af agarose.

Antallet af ovaler med lim i vores svare til koncentrationen af agarose. 

1) Hvorledes vil din elektroforese forløbe hvis vi nedsatte koncentrationen af ”agarose” ?

2) Hvad ville dette betyde for de korte DNA-stykker ?

3) Hvorledes vil din elektroforese forløbe hvis vi forøgede koncentrationen af ”agarose” ?

4) Hvad ville dette betyde for de lange DNA-stykker ? 

DNA

	G
	G
	T
	C
	T
	G
	C
	A
	G
	G
	G
	A
	A
	T
	T
	C
	T
	G
	C
	A
	G
	A
	A
	T
	T
	C
	C
	G
	A
	A
	T
	A
	C
	A

	C
	C
	A
	G
	A
	C
	G
	T
	C
	C
	C
	T
	T
	A
	A
	G
	A
	C
	G
	T
	C
	T
	T
	A
	A
	G
	G
	C
	T
	T
	A
	T
	G
	T


	G
	G
	T
	C
	T
	G
	C
	A
	G
	G
	G
	A
	A
	T
	T
	C
	T
	G
	C
	A
	G
	A
	A
	T
	T
	C
	C
	G
	A
	A
	T
	A
	C
	A

	C
	C
	A
	G
	A
	C
	G
	T
	C
	C
	C
	T
	T
	A
	A
	G
	A
	C
	G
	T
	C
	T
	T
	A
	A
	G
	G
	C
	T
	T
	A
	T
	G
	T


	G
	G
	T
	C
	T
	G
	C
	A
	G
	G
	G
	A
	A
	T
	T
	C
	T
	G
	C
	A
	G
	A
	A
	T
	T
	C
	C
	G
	A
	A
	T
	A
	C
	A

	C
	C
	A
	G
	A
	C
	G
	T
	C
	C
	C
	T
	T
	A
	A
	G
	A
	C
	G
	T
	C
	T
	T
	A
	A
	G
	G
	C
	T
	T
	A
	T
	G
	T


	G
	G
	T
	C
	T
	G
	C
	A
	G
	G
	G
	A
	A
	T
	T
	C
	T
	G
	C
	A
	G
	A
	A
	T
	T
	C
	C
	G
	A
	A
	T
	A
	C
	A

	C
	C
	A
	G
	A
	C
	G
	T
	C
	C
	C
	T
	T
	A
	A
	G
	A
	C
	G
	T
	C
	T
	T
	A
	A
	G
	G
	C
	T
	T
	A
	T
	G
	T


Sådan klipper restriktionsenzymerne:
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Hvor mange centimeter løber 

DNA- stykkerne:
Klipning med EcoRI:

	Løb nr.
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	2
	3
	4

	Længste DNA stykke
	
	
	
	

	Korteste DNA stykke
	
	
	
	


Klipning med PstI:

	Løb nr.
	1
	2
	3
	4

	Længste DNA stykke
	
	
	
	

	Korteste DNA stykke
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Figurer til mærkesedler på sakse
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