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EPJES

Eppendorf buisjes, afgekort epjes, worden gebruikt bij het werken met kleine hoeveelheden
vloeistof. Epjes bestaan in verschillende vormen en maten. De epjes die het meest gebruikt
worden hebben een inhoud van ongeveer 0,5 of 1,5 ml en hebben een dekseltje dat je op de
opening kan klikken. Er bestaan ook epjes die je met een schroefdop kunt afsluiten. Bij de
Polymerase Chain Reaction (PCR) worden kleine epjes gebruikt met een inhoud van 0,2 ml.

Het is meestal nodig om de epjes die je gebruikt te labelen met een markeerstift. Zo kun je
makkelijk onthouden wat er in zit. Om de epjes tijdelijk weg te zetten of op te bergen zijn er
epjesrekijes.
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MICROPIPET

Een micropipet wordt gebruikt om nauwkeurig kleine hoeveelheden vloeistof over te brengen.
Een micropipet heeft een specifiek volumebereik: 2 tot 20 ul, 20 tot 200 pl en 100 tot 1000 pl.
Het bereik staat bovenop de grote knop (zie 1 in de figuur hieronder) van de pipet. Let op:
gebruik een micropipet nooit zonder wegwerppuntje. De pipet zou hierdoor beschadigd raken.

voorbereiding

1. Stel de pipet in op het gewenste volume. Dit doe je met
behulp van de draaiknop (3). Op het display (4) kun je het
volume aflezen. Op de afbeelding hieronder kun je zien hoe
je het volume moet aflezen. Stel de pipet nooit in op
waarden die buiten het aangegeven bereik liggen.

2. Plaats aan het uiteinde van de pipet (5) een pipetpunt
door de pipet voorzichtig, maar stevig, op het puntje te
drukken. Raak het puntje niet aan om vervuiling van de
monsters te voorkomen. Gebruik de gele (of witte) puntjes
voor de pipetten met een bereik van 2 tot 20 pl of 20 tot 200
ul. De blauwe puntjes zijn voor pipetten met een bereik van
100 tot 1000 pl.

pipetteren

3. Bij het indrukken van de knop van een micropipet voel je
twee ‘stops’. Duw met je duim de grote knop (1) in tot de
eerste stop. Houd de knop ingedrukt en plaats de pipetpunt
in de vloeistof die je wilt overbrengen. Laat de knop
langzaam omhoog komen. Houd de pipetpunt steeds onder
het vloeistofoppervlak, zodat je geen lucht mee opzuigt.

4. Pak nu het epje waarin je de vloeistof wilt overbrengen.
Plaats de pipetpunt onder een hoek van 45° tegen de
binnenwand van het epje. Duw vervolgens de grote knop
helemaal naar beneden, tot de tweede stop. Houd de knop
ingedrukt en haal de pipet uit de vloeistof. Er blijft altijd
een kleine hoeveelheid vloeistof in en aan de pipetpunt
zitten. Dat is niet erg; hier is bij het ijken rekening mee
gehouden.

5. Verwijder de pipetpunt door op de knop naast de grote
knop te drukken (2). Soms is het nodig om de pipetpunt na
elke keer pipetteren te vervangen. Volg hierbij altijd de
practicumhandleiding.
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DRY BLOCK HEATER

Bij sommige stappen in een practicum moet de inhoud van je epjes een tijd lang op een
bepaalde, constante temperatuur gehouden worden. Dat kun je heel eenvoudig doen met de
dry block heater.

gebruik
1. Schakel de dry block heater in door de zwarte knop aan de achterkant om te zetten.

2. Stel de gewenste temperatuur in met de pijltjestoetsen op de voorkant van het apparaat.
Druk vervolgens op start/stop. Het apparaat begint nu op te warmen en het lampje naast
‘heating’ gaat aan.

3. Als de gewenste temperatuur bereikt is kun je de epjes in de gaatjes van het metalen blok
plaatsen.

4. Om de temperatuur te veranderen moet je eerst nogmaals op start/stop drukken. Je kunt dan
weer met de pijltjestoetsen een temperatuur kiezen. Druk nogmaals op start/stop drukken om
te beginnen.

5. Zet het apparaat uit door de zwarte knop aan de achterkant om te zetten.
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DYNA CHILL COOLER

Bij sommige stappen in een practicum is het belangrijk om de inhoud van je epjes koud te
houden. Hiervoor kun je de Dyna Chill koeler gebruiken. Voor gebruik moet je de koeler een
flinke tijd in de vriezer laten staan (bij voorkeur zonder deksel).

gebruik
1. Open de deksel van de Dyna Chill koeler door tegen de klok in te draaien.

2. Plaats je epjes in de openingen. Er passen maximaal twaalf epjes in één koeler.

3. Sluit de deksel zodra de epjes geplaatst zijn. De koeler blijft met gesloten deksel tot 8 uur
koud.

DyNA gHilk

Portable Coobe

U
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MICROCENTRIFUGE

Een microcentrifuge wordt meestal gebruikt om alle vloeistof onderin een epje te krijgen. De
centrifuge biedt plaats aan zes epjes (met een inhoud van 1,5 ml). Label altijd je epjes voordat je
ze in de centrifuge stopt.

gebruik

1. Duw het plastic lipje aan de voorkant van de centrifuge naar beneden. Til vervolgens de
paarse kap op.

2. Verdeel de epjes zodanig over het rekje in de microcentrifuge, zodat deze in balans is tijdens
het centrifugeren. Plaats dus niet alle epjes aan één kant in het rekje. Als je maar én epje
centrifugeert, plaats dan een leeg epje aan de tegenoverliggende zijde. Let op: pipetteer nooit
in epjes die al in de centrifuge zitten.

3. Sluit de kap totdat dat je een klik’ hoort.

4. Zet de microcentrifuge aan met de zwarte knop rechts voor op het apparaat. Het
centrifugeren start automatisch.

5. Om het centrifugeren te stoppen zet je de schakelaar weer om. Wacht altijd totdat de
centrifuge helemaal tot stilstand is gekomen voor je de kap opent.

6. Verwijder de epjes voorzichtig. Schudt ze niet op en neer en zorg er voor dat je ze niet laat
vallen. Als dit toch gebeurt zul je de epjes opnieuw moeten centrifugeren.

NB. Het is ook mogelijk om met de microcentrifuge de kleine PCR-epjes te centrifugeren.
Hiervoor moet wel de speciale strip (rechtsboven in de foto hieronder) op de centrifuge
gemonteerd worden.
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GELELEKTROFORESE

Gelelektroforese is een techniek die wordt gebruikt om eiwitten of DNA-fragmenten op
grootte te scheiden. Eerst worden de eiwitten of het DNA uit het monster geisoleerd. Als je
eiwitten op grootte wilt scheiden, dan krijgen die een elektrische lading. DNA is van zichzelf
negatief geladen. Daarna worden de eiwitten of het DNA op gel gebracht. Een gel ziet er uit als
gelei, maar heeft (op microscopisch niveau) een sponsachtige structuur: het is een matrix met
daarin allerlei porién en gangetjes waar de moleculen doorheen kunnen bewegen.

Door de gel aan te sluiten op twee elektrodes (een negatieve en een positieve) gaan de geladen
eiwitten of DNA-fragmenten door de gel heen migreren, in de richting van de positieve pool.
Kleine moleculen (korte DNA-fragmenten of aminozuurketens) kunnen zich makkelijker door
de gel verplaatsen dan grote moleculen. Hierdoor leggen ze in dezelfde tijd een grotere afstand
af dan de grote moleculen.

Na een bepaalde tijd wordt de gelelektroforese gestopt en worden de gels gekleurd. Hierdoor
worden de moleculen DNA of eiwit zichtbaar op de gel als ‘bandjes’. Hieronder zie je een
voorbeeld van hoe zo’n bandenpatroon er uit kan zien. De pijl geeft de richting aan waarin de
moleculen bewegen. De bovenste bandjes worden dus gevormd door de grootste moleculen.

Voor het scheiden van eiwitten worden verticale elektroforesetanks gebruikt en voor het
scheiden van DNA horizontale tanks. De bijbehorende technieken en handelingen worden op
de volgende pagina’s beschreven.
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VERTICALE GELELEKTROFORESE

SDS-PAGE is een techniek die wordt gebruikt voor het scheiden van eiwitten. SDS-PAGE is een
afkorting voor Sodium Dodecyl Sulfate - polyacrylamide gel electrophoresis. De (kant-en-klare) gels
die je gebruikt zijn gemaakt van polyacrylamide en worden verticaal in een elektroforesetank
gebracht (zie de afbeelding hieronder). De gel kan verschillende percentages polyacrylamide
bevatten. Het percentage geeft aan hoe groot de porién zijn van de matrix in de gel. Hoe hoger
het percentage, hoe kleiner de porién. Polyacrylamidegels met hoge percentages zijn dus
geschikt om kleine eiwitten te scheiden. In de gel zit ook SDS, een stof die er onder andere voor
zorgt dat alle eiwitten negatief worden geladen. Hierdoor zullen de eiwitten allemaal dezelfde

kant op migreren.

gebruik

1. Verwijder voorzichtig het deksel van de tank en de
cassettehouder. Open de cassettehouder door de groene
zijkanten naar buiten te klappen.

2. De kant-en-klare gelcassettes die voor verticale
gelelektroforese gebruikt worden zitten tussen twee plastic
plaatjes geklemd, de één wat langer dan de andere. Voor
gebruik moeten de groene kam en de tape onderaan de
cassette verwijderd worden.

3. Plaats de gelcassettes met het korte plaatje naar binnen
gericht in de cassettehouder. Als maar én gel in de
cassettehouder geplaatst wordt, gebruik dan een
bufferdam voor de tegenoverliggende zijde. De binnenkant
van de cassettehouder moet namelijk gescheiden zijn van
de buitenkant.

4. Klap de groene zijkanten weer voorzichtig dicht.

5. Vul nu eerst de binnenkant van de cassettehouder met 1x
TGS buffervloeistof. De slotjes van de gels moeten in ieder
geval onder het vloeistofoppervlak liggen. Let erop dat er
geen vloeistof uit de houder lekt. Plaats de houder in dat
geval meteen in de tank en vul de cassettehouder bij met
extra buffer.

6. De gels kunnen nu geladen worden. Zie hiervoor de
handleiding van je experiment.

7. Plaats de cassettehouder, met de geladen gel(s), terug in
de tank. Let goed op dat je de cassettehouder op de juiste
manier terugplaatst. Op de houder en de tank staat met
rood en zwart aangegeven wat de positieve, en wat de
negatieve pool is.

8. Vul nu de tank verder met buffer. Op de voorkant van
tank staat aangegeven tot welke hoogte dat moet voor 2 gels
(of 1). Sluit de kabels aan op de voeding.
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HORIZONTALE GELELEKTROFORESE

Bij horizontale gelelektroforese worden agarosegels gebruikt om DNA-fragmenten op grootte
te scheiden. Het percentage agarose in de gel geeft aan hoe groot de porién zijn van de matrix.
Hoe hoger het percentage, hoe kleiner de porién. Agarosegels met hoge percentages zijn dus
geschikt om kleine DNA-fragmenten te scheiden.

gebruik
1. Verwijder voorzichtig het deksel van de tank.

2. Plaats de plastic houder met daarin de agarosegel in het midden van de tank. (De instructies
voor het gieten van de agarosegels staan in de docentenhandleiding van het practicum
forensisch DNA-onderzoek).

3. Zorg er voor dat de slotjes aan de kant van de zwarte elektrode liggen. Aan de buitenkant van
de bak staat met een pijl aangegeven in welke richting het DNA zal bewegen tijdens de
elektroforese.

4. Giet nu voorzichtig elektroforesebuffer in de tank. Laat de straal niet op de gel zelf lopen. De
hele gel moet bedekt zijn met een laagje buffer. Let er op dat de tank op een rechte ondergrond
staat.

5. Je kunt nu beginnen met het laden van de gel. Gebruik hiervoor de micropipetten met een
bereik van 2 tot 20 pl. Je kunt eventueel een zwart stuk papier onder de bak leggen om de
slotjes van de gel wat beter zichtbaar te maken.

6. Plaats het deksel terug op de tank (let op de kleuren) en sluit de kabels aan op de voeding.
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VOEDING VOOR GELELEKTROFORESE

De hierboven beschreven elektroforesetanks kunnen worden aangesloten op de meegeleverde
voeding (PowerPac Basic). Deze voedingsbron is instelbaar van 10 tot 300 Volt en van 4 tot 400
milliampere. Er kunnen vier elektroforeseapparaten tegelijkertijd worden aangesloten.

gebruik

1. Sluit het apparaat aan op netstroom met de meegeleverde stroomkabel. Schakel de voeding
aan met de zwarte knop aan de zijkant.

2. De voeding levert nu nog geen stroom. Je kunt dus veilig één of meerdere elektroforesetanks
aansluiten. Gebruik hiervoor de rode en zwarte ingangen aan de voorzijde van het apparaat (6).
Gebruik altijd twee naast elkaar liggende aansluitingen voor één apparaat. Zorg dat je de plus-
en minpool niet per ongeluk omdraait (let op de kleuren).

3. Gebruik de knop V/A (3) om te kiezen tussen stroomsterkte (A) en spanning (V). Het lampje
boven de gekozen instelling zal gaan branden. Gebruik de plus en min knoppen (2) om het
voltage op de gewenste waarde in te stellen.

4. Gebruik de knop run/pause (4) om de elektroforese te starten. In de gelelektroforesetanks
zijn nu als het goed is kleine gasbelletjes te zien bij de elektroden.

5. Hou de tijd in de gaten. Gebruik de knop stop (5) om de elektroforese te stoppen.

NB. Het apparaat kan ook geprogrammeerd worden om gedurende een bepaalde tijd stroom te
leveren en daarna automatisch te stoppen. Druk hiervoor een aantal keer op de knop display
modus (7) totdat het lampje naast het klokicoontje brandt. Met de plus en min knoppen kun je
nu het gewenste aantal minuten instellen. Gebruik de run/pause knop om de timer te starten
of te pauzeren. De stopknop (5) gebruik je om de tijd weer op o in te stellen. Op het schermpje
(in de goede display modus) kun je aflezen hoeveel minuten er nog resteren. Het apparaat
stopt vanzelf als de tijd verstreken is.

1. display

2. plus en min knoppen
3. V/A knop

4. run/pause knop

5. stop knop

3 6. aansluitingen

7. display modus knop
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PCR-APPARAAT

De afkorting PCR staat voor Polymerase Chain Reaction (polymerase kettingreactie). PCR wordt
gebruikt om een klein aantal specifieke DNA-fragmenten te kopiéren. Dit proces wordt ook
wel amplificeren genoemd. Na PCR beschik je uiteindelijk over miljoenen of zelfs miljarden
kopieén van dezelfde fragmenten; hierdoor kun je het DNA =zichtbaar maken met
gelelektroforese. Het PCR-apparaat in de leskist biedt plaats aan 96 PCR-epjes.

De reactie die plaatsvindt in het PCR-apparaat bestaat uit drie stappen. Deze stappen zijn:

1. Denaturatie. De temperatuur in het PCR-apparaat wordt verhoogd (tot ongeveer 94°C). Dit
zorgt er voor dat de twee strengen van het DNA uit elkaar gaan.

2. Hybridisatie. De temperatuur wordt weer verlaagd (tot ongeveer 45°C). De primers binden nu
aan de losse DNA-strengen. Deze primers zijn korte DNA-fragmenten die als startpunt dienen
voor de volgende stap.

3. Extensie. De temperatuur wordt weer iets verhoogd (tot ongeveer 72°C). Het enzym DNA-
polymerase gebruikt de gebonden primers als startpunt voor het (af)maken van een nieuwe
streng DNA (de complementaire streng van de bestaande streng). Hiervoor zijn losse
nucleotiden nodig. Zo zijn uit één dubbelstrengs DNA-molecuul twee (dubbelstrengs) kopieén
ontstaan.

Deze drie stappen vormen samen één cyclus. Meestal bestaat een volledige PCR-reactie uit 20
tot 40 cycli. De hoeveelheid DNA wordt met elke cyclus verdubbeld.

gebruik

1. Sluit het PCR-apparaat aan op het stopcontact met de netsnoer. Zet de het apparaat aan met
de schakelaar. Het PCR-apparaat voert nu een korte zelftest uit.

2. Open de deksel van het apparaat.

3. Plaats de epjes in de openingen onder de deksel. Druk de epjes goed aan, zodat ze contact
maken met het metaal. Onthoud welke epjes van welk groepje zijn.

4. Bij het plaatsen van losse PCR-epjes is het nodig om de bijgeleverde gele Support Ring te
gebruiken. De ring kan op twee manieren aangebracht worden, athankelijk van de vorm van de
(deksels van) de epjes. Op de ring zelf staat met een tekeningetje aangegeven welke zijde naar
boven moet.

5. Sluit de deksel van het apparaat.

6. Als het PCR-apparaat gebruikt wordt voor het practicum forensisch DNA-onderzoek, dan
kan gebruik gemaakt worden van het ingestelde protocol. Druk op het scherm op Saved
Protocols.

7. Kies het protocol FOR DNA OND.
8. Druk op het scherm op Run. De PCR-reactie begint nu en zal ongeveer een uur duren.

9. Open het deksel en verwijder de epjes.
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SCHUDPLATFORM

Het schudplatform wordt voornamelijk gebruikt bij het kleuren en ontkleuren van de gels. In
principe geldt dat hoe langer er gekleurd en ontkleurd wordt, hoe scherper de bandjes op de
gel worden. Het schudplatform kan uitgebreid worden met een tweede verdieping om plaats te
bieden aan meer bakjes. De platforms zijn voorzien van rubberen matjes om te voorkomen dat
de bakjes gaan schuiven. Gebruik het platform nooit zonder matje.

gebruik

1. Sluit het schudplatform aan met de meegeleverde kabel. Schakel het apparaat in met de
groene knop aan de voorkant.

2. Het schudplatform heeft twee draaiknoppen: speed (RPM) en time (min). Met de eerste knop
stel je de snelheid van het heen-en-weer bewegen in. Met de tweede knop kun je instellen hoe
lang het apparaat blijft bewegen. Als je deze knop helemaal naar rechts draait blijft het
apparaat schudden totdat je het uitschakelt of op de knop start/stop drukt.

3. Plaats het plastic bakje (of bakjes) met de gel(s) op het schudplatform en druk op start/stop
om het schudden te starten. Let op dat je de snelheid niet te hoog instelt. Er mag in ieder geval
geen vloeistof over de rand lekken.
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LICHTBAK EN CAMERA

De lichtbak kan gebruikt worden om de bandenpatronen op de gels beter te bekijken. Je kunt
de hoeveelheid licht zelf instellen. Het is natuurlijk wel nodig om de gels eerst te kleuren. De
zwarte kap gebruik je om de gels te fotograferen. Voor het maken van de foto’s kun je de
meegeleverde camera gebruiken, of een eigen toestel.

gebruik
1. Plaats de lichtbak plat op een tafel met de nopjes aan de onderkant.

2. Sluit de adapter (wit) aan, en druk op de ovale knop om de lichtbak aan te zetten. Met behulp
van het schuifje op de adapter kun je de lichtintensiteit regelen.

3. Leg de gel(s) die je wilt bekijken op de lichtbak. Zorg er voor dat de lichtbak niet te nat
wordt.

4. Plaats de zwarte kap over de gel en plaats de camera met de lens over het gat aan de
bovenkant van de kap.

5. Raadpleeg indien nodig de handleiding van de camera voor het maken van de foto’s en het
overzetten van de bestanden naar de computer.
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COLOFON

Het lesmateriaal bij de leskist DNA is ontwikkeld door De Praktijk in opdracht van de Faculteit
der Natuurwetenschappen, Wiskunde en Informatica (FNWI) van de Universiteit van
Amsterdam (UvA).

Op dit lesmateriaal is de Creative Commons Naamsvermelding-NietCommercieel-GelijkDelen
3.0 Nederland Licentie van toepassing (http://creativecommons.org(licenses/by-nc-sa/3.onl).
Het beheer van de leskist is in handen van ItsAcademy (www.itsacademy.nl/leskisten). Met
vragen enfof opmerkingen kan contact worden opgenomen met ItsAcademy
(info@itsacademy.nl), of De Praktijk (info@praktijk.nu, 020 747 01 66, www.praktijk.nu).

CCBY-NC-SA 2013 - De Praktijki.o.v. FNWI, UvA
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