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Enligt Bio-Rad
dr det dn sa lange
fa skolor som bestallt
CRISPR/Cas9-kitet. Bland
dem Maja Beskow-gymna-
siet i Umead. Lds om de-
ras erfarenheter pa
ndsta sida.
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CRISPR-tekniken belonades med Nobelpriset 2020, och har nog upp-
mdrksammats i manga kemi- och biologiklassrum sedan dess. Men gdr
det att gora laborationer med denna teknik i skolan? Och dr det tilldtet?

Ett sitt att arbeta med genmodi-
fiering via CRISPR/Cas9 i skolan
ir att anvinda Bio-Rads kit Out of
the blue. Resultatet av laborationen
ir tydligt di genmodifieringen far
bakteriekolonier av E. coli att gd
fran bla till firglosa.

Genen lacZ kodar normalt
for enzymet betagalaktosidas
som bakterierna anvinder for att
bryta ned laktos (mjolksocker).
Enzymet kan dven bryta ned
molekylen X-gal och d& bildas
ett blatt firgimne. Sa linge lacZ-
genen fungerar och uttrycks blir
bakteriekolonierna bla.

I laborationen anvinds
CRISPR/Cas9 for att klippa
upp genen for lacZ pa en speci-
fik plats, dir en sekvens med ett
stopp-kodon infogas. En bakterie
som har modifierats kommer dir-
med inte producera fungerande
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betagalaktosidas och heller inte
kunna bryta ner X-gal. Utan ned-
brytning av X-gal fds ingen bl
firg och bakteriekolonierna blir
farglosa: "Out of the blue”!

Tillatet i skolan?

I kontakt med Arbetsmiljoverket
har Bioresurs fatt svaret att vilken
teknik som anvinds for genmodi-
fiering inte avgdr om forsoket ar
tillitet eller ej, det gor riskbedom-
ningen for de mikroorganismer
som anvinds och framstlls. Aven
om kit enkelt kan képas via nitet
maste man ha koll pa reglerna.

lacZ

Genen lacZ
inaktiveras
med hjdlp av
CRISPR/Cas9.

KALLA: Bio-Rad
Laboratories, Inc

TEXT: Ammie Berglund, Bioresurs

Arbete med genmodifierade
mikroorganismer ska anmailas
som en F-verksamhet till Arbets-
miljoverket (innesluten anvind-
ning med forsumbar risk). Undan-
tag finns, till exempel om man
enbart 6verfor plasmider med
en gen for GFP (gront fluoresce-
rande protein) och dir antibio-
tika inte anvinds for odlingen.
Men ingér antibiotika i det kit ni
vill bestilla ska ni anmila en F-
verksamhet.

I kitet Out of the blue anvinds
tva olika antibiotikasorter: kana-
mycin och spectinomycin.

lacZ
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Under hésten 2021 testade elever fran tvd gymnasieskolor Bio-Rads kit Out of the Blue 4t Bioresurs som en
del av deras gymnasiearbeten. Eleverna gjorde alla forberedelser och insdg att det inte ir s enkelt att "bara
modifiera” en bakterie. De upptickte hur mycket som sker bakom kulisserna. Eleverna prévade dven till-
laggskitet Genotyping extension kit dir DNA extraheras och PCR och gelelektrofores ingér som tekniker.

Elev: "Det var roligt att fa géra agarosgeler sjdlv. Har pipetterat mycket, tror det gett mig bra grunder for hur man jobbar pa
labb och dr en foérdel ndr jag ska plugga vidare. Det var bra att trdna pd engelska ocksd, ldsa instruktionerna noga. Det mest
intressanta steget var heat-shock. Att det var sa enkelt och jag tdnkte, aha, nu sker det!

Elev: "Man Idr sig mycket. Vi jobbade mer intensivt dn om vi hade gjort laborationen med klassen. Det var bra att flera
moment gjordes flera génger, bra med upprepningar och jag har blivit sGker pd pipettering och fdtt rutin pa att jobba sterilt.
Roligt med en ldngre laboration, stérre ansvar, vi fick ju géra allt!”
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Tva larares

erfarenheter av
en CRISPR-labb

TEXT: Monika Vestling (till vanster) och Hanna Uvell (till hdger), som undervisar i bland annat biologi
och bioteknik pa Maja Beskow-gymnasiet i Umea, har svarat pa nagra fragor fran Bioresurs.

INTERV]U Biologildrarna Monika Vestling och Hanna Uvell provade
Bio-Rads CRISPR/Cas9-kit Out of the blue i ett gymnasiearbete under
2021.Varen 2022 fick eleverna som Idser bioteknik gora laborationen.

Varfor ville ni géra
laborationen, och hur
gick det for eleverna?

Den stora férdelen med labora-
tionen ir att eleverna fir anvinda
en modern bioteknikmetod. Det
ar mycket roligt att kunna utfora
en sddan laboration pé skolan,
utan att behdva samarbeta med
ett universitet eller en hogskola.
Vi har kért laborationen bade
som gymnasiearbete och p4 bio-
teknikkursen. Eleverna far genom
att gora laborationen verkligen
sitta sig in i hur metoden fung-
erar. Det laborativa utforandet ir
l4tt, det ir forstielsen och analy-
sen som &r svar.

Gymnasiearbete eller
bioteknikkurs — fanns
det nagra skillnader?

Gymnasiearbeteseleverna blev mer
limnade att sjilva lisa in teorin och
hade gott om tid for detta. Pa bio-
teknikkursen hade vi foreldsningar
dar vi tog upp bakgrunden, bade
till den specifika laborationen och
till CRISPR/Cas9-systemet. P4 bio-
teknikkursen foregicks laborationen
ocksa av flera lektioner dir vi bland
annat gick igenom transformation
och transkriptionell reglering*.
Gymnasiearbeteseleverna fick
gora allt forberedelsearbete sjilva

* Reglering av transkription, det vill séga bildandet av
mRNA, sker med hjdlp av transkriptionsfaktorer.

Bild fran en elevpresentation efter laborationen, en poster

Tillampning av CRISPR-Cas9

CRISPR-Cas9 metoden

Genmodifiera E.colibakterier med
CRISPR-Cas9 metoden

CRISPR Klipper vid PAM-sckvenser
PAM-sekvens finns fore LacZ-genen i
bakteriens DNA

sgRNA behovs for funktionellt CRISPR
sgRNA bildas fran sgDNA i pl
CRISPR Klipper sonder LacZ

Plasmidernas innehall
*  Olika gener *
%  pLZDonorGuide: LacZ Donor, LacO

med sgDNA och Streptomycin
*  pLZDonor: LacZ Donor, och
Spectinomycin

* %

Xkt

aktiveras av arabinos

Byta ut homologa delar frin LacZDonor
till sitt DNA.

*  Lagasitt DNA med LacZ gor att det
bildas stoppkodon i sin LacZgen.

LacZ genen inte uttrycks — bakterierna

*

Bild 1. Plasmid pLZDonorGuide  Bild 2. Plasmid pLZDonor

Utforande av laborationen

% Tvi firdiga plasmider transformeras in i *
E.collb}akleneﬂr ) ) blir firglosa

% Bakterierna viixer pd fyra olika plattor, *
sebild 3,4, 5 och 6

; blaa.
% Efter tillvixt studeras resultatet

DNA:t maste lagas HDR-systemet,

LacZ genen uttrycks — bakterierna blir

Resultat

*  Spectinomyecin - selektiv markor som
visar att plasmiden tagits upp

Diir CRISPR har anvints ar bakterierna

inte blaa.

Agnes Ridfeldt, Hugo Ekdahl, Celia Ridder

men iven eleverna pé bioteknik-
kursen fick gora mycket av detta
pa egen hand. Det finns en viss
finess med att veta vad som finns
i agarplattorna, for att sedan for-
std varfor resultaten blir som de
blir. Troligtvis skulle vi lirare gora
hela férberedelsearbetet om la-
borationen istillet skulle utforas i
kurserna Biologi 1 eller 2.

En dyr laboration?

Kostnaden for kitet tycker vi inte
ir ndgonting att diskutera, for
2500 kronor fir man ett mycket
bra kit. I férhéllande till exem-
pelvis 16nekostnader ar detta
smépengar. Vi har en skolledning
som supportar laborationer.

ZOOMA MED
BIORESURS

Hanna Uvell, biologildrare pa
Maja Beskow-gymnasiet i Umed,
gdstar Zooma med Bioresurs den
2 maj kl 16-17.Hon har anvant
molekyldra metoder i sin tidigare
forskning och foreldser nu om
transkriptionell reglering och hur
det kan tas upp i skolan. Se Fort-
bildning pd www.bioresurs.uu.se.
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