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Restriktionsenzymer - udvikling af RFLP analyse for
brystkrezeft
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Du er nu forsker og er i gang med at undersgge om risikoen for brystkraeft ogsa er genetisk
bestemt. | din sggen har du fundet ud af at et lille omrade pa et specielt gen har betydning for
risikoen for at fa brystkraeft. Nedenfor er der tre alleler (variationer) af dette omrade af genet,
som kan opformeres ved PCR.

Allel 1: 5 ATTGTACTTCAGTTGGCCGGGTACAGCTACCGGGTTAGCT 3’
Allel 2:. 5 ATTGTACTTCAGCTGGCCGGGAACAGCTACCGCGTTATCT 3’
Allel 3:. 5 ATTGTACTTCAGCTGGCCAGGTACAGCCACCGGGTTAGCT 3’

Din forskning har vist, at hvis man har allel ,1 s3 har man ingen risiko for at fa brystkraeft, med allel
2 har man kun let forgget risiko, hvorimod man med allel 3 har over 50 % risiko for at udvikle
brystkreeft. Du gnsker derfor at lave en test, der hurtigt kan skelne mellem de tre alleler, og til det
formal vil du udvikle en Restriktions Fragment Laengde Polymorfisme (RFLP) analyse. Ved en RFLP
analyse udnytter man, at unikke restriktions enzymer kan genkende korte DNA sekvenser og
klippe dem over. Herved kan der dannes DNA fragmenter af forskellig leengde. Valget star mellem
disse tre enzymer, da du har dem stdende i dit laboratorium:

1: Alul :5’ AG -klip- CT 3’
2. Afal :5 GT —klip-AC 3’
3.Hpall : 5’ C —klip-CGG 3’

Tag ferst papir DNA sekvensen af allel 1. Klip DNA sekvensen af genet over med Alul
restriktionsenzymet, ved at klippe hver gang du finder et DNA stykke med 5’ AGCT 3’
basekombinationen.

1. Hvor mange og lange DNA sekvens fragmenter dannes der, nar du skaerer DNA sekvensen
for type 1 med Alul?

Selv med korte DNA sekvenser er denne made at analysere DNA pa tidskraevende. For at ggre
analysen hurtigere kan man med fordel bruge et Bioinformatik program, i denne gvelse bruges
programmet Ugene.
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Aben fgrst filen Allel 1.fasta i Ugene. Du skal nu analysere den samme sekvens du lige kiggede p3,
men for alle tre enzymer. Klik pa fanebladet Actions - Analyze - Find restriction sites...

@ Unipro UGENE File | Actions Settings Tools Window Help

[ BON ) | = Goto position...
- : Copy/Paste
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Add
Analyze

‘ Find pattern...

@ Typel [dna] Align & Find pattern [Smith-Waterman]...
........................................... Cloning & Find ORFs...

® ::!::ort o Find annotated regions...
- i

Annotate plasmid...
Remove p
bl Build dotplot...
g Close active view Find repeats...
® ; i Find tandem repeats...
- © Anaiyze WITh query schema...
Find restriction sites...
= Querv NCBI BLAST database
& Find HMM signals with HMMER?2...
Name & Find HMM signals with HMMERS...
& ”” Find TFBS with SITECON...
E Find TFBS with matrices...
Primer3...
Find high DNA flexibility regions...
Predict secondary structure...
Query with local BLAST+...
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Du far nu en skaerm der ser ud pa fglgende made:

@ UniproUGENE File Actions Settings Tools Window Help 33 @ WP O % ( +pask T W)

o0 @ Find Restriction Sites

Q3 & B4 Gt a

Filter by name: ‘Alul Open enzymes

5 Name ~ | Accession Type Sequence Organizm / Details Export enzymes
% @ Typel [dna] v A(1,264) Aaal .. Axyl —
a . Aul  RB00061 R2 AGCT Arthrobacter luteus
< @ » M(0,1117) M.Aac465Dam .. Mzil Select All
= Select None
A
T 3 % M H H b 'y Select by length
A T T G T A C T
& Invert selection
- Load selection
Selected enzymes:
Save selection
L S Al
Name
@ REBASE Info
Filter by number of results:
Minimum hits: 1.2 Maximum hits: | 10 S
Search in:
Region = Whole sequence 1- 40
| Exclude -
Total number of enzymes: 4862, selected 1
Help Cancel
© 2:Tasks | [ [ 3:Log




bd

?“&O@ Biotekundervisere i Danmark

Under filter by name sgrger du nu pa det fgrste restriktionsenzym, Alul. Skriv det i skrivefeltet, klik
pa trekanten ud for A og enzymet vil dukke op som vist ovenfor. Szt flueben ud for Alul. Enzymet
vil nu sta i vinduet med valgte enzymer (selected enzymes).

Gentag for Afal og Hpall enzymerne, og szt ogsa flueben ved dem sa de star i boksen med valgte
enzymer. Tryk OK.

Programmet viser nu, hvor skaeringsstederne er for de tre forskellige restriktionsenzymer som
folger:

[ XX ) -* UGENE
‘T Ed o H & G & Gn @ G = G D | ea ¢ &, m . W W & [ = = X &8 @ @ 0»
T Start Page | % Typel [s] Typel
5}
[} : —
) Typel [dna b, i} 8 = =
g & Typel [dna] . r S iy : (o] -2y . ) i - : x
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A T T G T A C T T T G c A A G C T A T T A G C T

Men det du er interesseret i er jo at kende fragment leengderne, og at undga at skulle taelle antal
basepar, da det er tidskraevende. Programmet kan selvfglgelig ogsa hjaelpe dig med det.

File Actions Settings | Tools Window Help BHOO DO B
-* UGENE

@ Unipro UGENE
[ JOX ) Sanger data analysis
: ~ g ] NGS data analysis

8 © B4 - BLAST
| =i Multiple sequence alignment
£ Cloning
Primer
Search for TFBS
&' HMMER tools

i Build dotplot...
Random sequence generator...

ad E Alul

uery Designer...
o Q ry g o T A G C
<&, Workflow Designer...

Digest into fragments...
Construct molecule...

@ Typel [dna]
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Klik pa fanebladet Tools - Cloning - digest into fragments... Du far nu vist fglgende skaeermbillede:
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-* UGENE
O o H A4 @ = 5 @ e Za Got d LSRG O 5 = E = I % »
B U] Start Page % Typel [s] Typel
3 —
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‘5| & Typel [dna] ate oo B 3 2 %
§ [ ) @ Digest Sequence into Fragments e v B w2 z .
< @ )
g LESUEILISICEN  Conserved Annotations  Output
acG
Target Sequence: Typel -
 — s S— ¢  — S—) " E]
Available enzymes: Selected enzymes: D—.—»—.—'—.ﬁ Alul
"2z s 4 s & 71 8 8 1w n 1 2 s a1 s s a4 s % 3 3 3 40 il
i a r T 6 T A Cc T T C A ( A ¢c ¢ 6 G G T T A G C T
Afal : 2 cut(s) Add --> Alul -
Alul : 2 cut(s) jx
Hpall : 2 cut(s) Add Al -->
o]
-] Remove L
Name ~ | Type
» (@ Auto-annotations [Typel.fa | Typel] Clear
Selection
Circular molecule
Help cancel | (TN

Veelg Alul og tryk pa add. Enzymet vil nu tjekke hvor mange fragmenter, der dannes ud fra dette

enzym. Tryk pa ok og se resultatet. For at resultatet kan ses skal du have trykket pa
knappen.

[ XoX ] -* UGENE
2 6 A A S @8 L Ga B % e Go! . w5 W e 5 = § = x 2 =
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Name ~ Type Value
v @ Annotations [MyDocument_2.gb] *
v @ fragments (0, 3)
» 0O Fragment 1 Misc. Feature 1..26
» O Fragment 2 Misc. Feature 27..38
» O Fragment 3 Misc. Feature 39..40
» @ Auto-annotations [Typel.fa | Typel]

Som det ses fas 3 fragmenter, 1 pa 26 basepars leengde (1-26), 1 pa 12 basepars laengde (27-38) og
et pa 2 basepars leengde (39-40). Som det ses far du det samme resultat ,som da du klippede
papirs DNA sekvensen for allel I.

Gentag nu analysen men nu med Afal enzymet ved at vaelge tools - cloning -digest into
fragments... veelg nu Afal og tryk add. Husk at markere Alul enzymet og tryk remove, ellers tester
programmet hvilke fragmenter der kommer, hvis du bruger begge enzymer samtidigt. Noter hvor
mange og hvor lange fragmenter du far.

Til slut analyserer du Hpall enzymet pa samme made. Noter hvor mange og hvor lange fragmenter
du far ved at bruge Hpall enzymet.

Tegn fragmenterne ind pa det udleverede “gelelektroforese” papir. Brug DNA markgren til at
placere fragmenterne korrekt pa papiret.
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Aben filen Allel 2.fasta i Ugene. Lav nu en analyse af allel 2 DNA sekvensen for de samme 3
restriktionsenzymer som fgr, en af gangen. Notér hvor mange og hvor lange DNA fragmenter der
dannes, nar DNA sekvens type 2 skaeres med henholdsvis Alul, Afal og Hpall. Tegn dem ind i det
udleverede gelelektroforese ark.

Aben endelig filen Allel 3.fasta i Ugene og gentag analysen for denne fil. Bestem igen, hvor mange

og hvor lange DNA fragmenter der dannes og tegn dem ind i det udleverede “gelelektroforese”
ark.

Det er nu tid til at analysere resultaterne. Se pa et restriktions enzym af gangen.

2. Er Alulistand til at lave fragmenter, der ggr at Type 1, type 2 og type 3 allelen af genet kan
adskilles? Hvis ikke, hvilke alleltyper kan der ikke skelnes imellem og hvorfor?

3. Er Afalistand til at lave fragmenter, der ggr at Type 1, type 2 og type 3 allelen af genet kan
adskilles? Hvis ikke, hvilke alleltyper kan der ikke skelnes imellem og hvorfor?

4. Er Hpallistand til at lave fragmenter, der ggr at Type 1, type 2 og type 3 allelen af genet
kan adskilles? Hvis ikke, hvilke alleltyper kan der ikke skelnes imellem og hvorfor?Tjek all

5. Du skal nu undersgge om restriktions enzymerne danner blunt eller sticky ends. Det ggres
ved at klikke pa auto-annotationer - enzyme - det valgte enzym i Ugene, se screengrab
nedenfor. Der star nu et hyperlink for hvert enzym, der linker til restriktions enzym
databasen REBASE. Hvilke(n) enzymer vil give blunt ends og hvilke(n) vil give sticky ends?
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Name ~ Type Value
v @@ Annotations [MyDocument_2.gb] *
v @ fragments (0, 3)
» 0O Fragment 1
» 0O Fragment 2
» O Fragment 3
v @ Auto-annotations [Typel.fa | Typel]
v @ enzyme (3,0)
v @ Afal (0,2)

Misc. Feature 1.26
Misc. Feature 27.38

Misc. Feature 39.40

> W Afal
v W Afal
cut

db_xref

> @ Aul (0,2)

Restriction Site
Restriction Site

4.7
21.24

REBASE:00037

6. Overvej om der er en anden metode, som man ogsa ville kunne bruge til at bestemme
hvilken alleltype en person har.



