Ar vi lika eller olika!
— undersokning av markdren D1580 hos manniska

Syftet med laborationen dr att fa prova pd ndgra gentekniska
metoder for att f& fram information om genetiska likheter och
skillnader mellan olika individer.

Den del av arvsmassan som studeras i laborationen finns pa kromosom 1 och kallas
D1S80. Denna kodar inte for ndgot protein och gar dirfor inte att koppla till ndgon
speciell egenskap. Det finns mer an 27 olika alleler for D1S80 och det ar lingden pa
allelerna som skiljer sig at, beroende pa ett avsnitt pd 16 baspar (bp) som upprepas
olika antal ginger. De kortaste allelerna ar 370 bp medan de lingsta ir 6ver 800 bp.
Langdskillnaden gor att vi kan studera de olika allelerna med hjilp av gelelektrofores
som separerar DNA-bitar utifrdn deras storlek.

Du utgir fran ditt eget DNA och genomfor foljande steg:

e Extraktion av DNA fran munceller
e PCR for att kopiera D1S80-omradet

e Gelelektrofores for att studera individernas genotyper

Extraktion av DNA fran munceller

1. Mirk en engdngsmugg med dina initialer. Skolj munnen med cirka 1 msk 0,9%
NaCl-l6sning (tidcker botten i en engdngsmugg). Spotta ut saltlésningen med sa-
liv och munceller (cellsuspension) i engdngsmuggen. Skrapa med skaftet av en
engangssked p3 insidan av kinderna och doppa i cellsuspensionen. S3 ménga som
mojligt av dina egna celler ska blandas med saltlésningen. Skaka muggen s3 att cel-
lerna blandas ordentligt. Anvind automatpipett (OBS! Ta en ny spets till automat-
pipetten) och pipettera 1000 ul av cellsuspensionen till ett mirkt eppendorfror.

2. Placera ditt ror i en eppendorfcentrifug och se till att det sitter ett ror med
samma volym mitt emot ditt ror (balansera centrifugen). Centrifugera cellsus-
pensionen 1 minut pd 10000 rpm. Nir roret, som ar lite vinklat, snurras
runt i maskinen kommer cellerna att "tryckas ut” mot botten av roret
och bilda en liten klump (pellet).

3. Sug med automatpipetten forsiktigt upp supernatanten (vitskan
ovanfor pelleten), som sedan kastas i engdngsbigaren. Var forsik-
tig sa att inte pelleten rors upp. En liten volym saltlosning ska Pe"e;
finnas kvar i roret. Celler med DNA finns i pelleten.

supernatant
(vétskan)
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8.

Byt pipettspets for att pipettera Chelex-losningen. Chelex-kulorna ska vara or-
dentligt uppblandade i vitskan (de sjunker litt till botten). Blanda genom att suga
upp och ned med pipettspetsen. Kontrollera att Chelex-kulorna foljer med vid
pipetteringen. Om chelex-kulorna fastnar i pipettspetsen kan en engingspipett
anvindas istallet. Tillsatt cirka 100 ul Chelex-blandning till cellsuspensionen.

Anvind en vortexapparat for att blanda cellerna med Chelex. Hall upp roret
mot ljuset och se till att det inte finns négra synliga cellklumpar kvar. Detta mo-
ment dr mycket viktigt. Chelex adsorberar de féroreningar som kan stéra PCR-
reaktionen som ska goras senare.

Inkubera (= 13t vila) provet i ett vattenbad eller virmeblock (100 °C) under 10
minuter. Nu forstors membraner och DNA frigors frdn proteiner med hjilp av
varme och Chelex. Det finns en risk att locket flyger upp och vitskan skvitter ut
pa grund av overtryck i réret. Det kan férhindras genom att ligga ndgot pa roren
eller att varma vid 90-95 °C istillet. Ta upp provet ur vattenbadet eller virme-
blocket med hjilp av en pincett och kyl det pé is under en minut.

Skaka roret s att innehallet blandas. Centrifugera 1 minut p& 10000 rpm (OBS!
Balansera centrifugen med ett motviktsror med samma volym). Chelex-kulor
och rester av cellmembran med mera bildar nu en pellet i botten av roret. Nu
ar det alltsd supernatanten (vitskan) som innehaller DNA. For 6ver 20 pl av su-
pernatanten till ett nytt eppendorfrér, som du mirkt med ditt namn. OBS! Inga
Chelex-kulor far folja med, det stor PCR-reaktionen!

Forvara ditt prov pd is eller i en frys tills du kan genomféra PCR.

PCR (Polymerase Chain Reaction)

1. Mirk ett 0,2 ml PCR-rér. Gor en mirkning med dina initialer pa bade rorets lock
och sida med mirkpenna. Byt pipettspets mellan varje pipettering.

2. Tillsatt 25 pl REDTaq ReadyMix till ditt PCR-ror.

3. Tillsitt 2 ul Forward primer till ditt PCR-ror.

4. Tillsitt 2 ul Reverse primer till ditt PCR-ror.

5. Tillsatt 2,5 ul DNA-extrakt (frén det eppondorfror dir du forvarar ditt DNA).

6. Tillsitt 18,5 ul nukleasfritt vatten.

7. Vortexa for att blanda och centrifugera en kort stund sa alla smé& droppar hamnar
pa botten av roret.

8. Placera ditt ror i en PCR-maskin och skriv upp pé ett papper var i PCR-maskinen
du sitter ditt ror.

9. Starta PCR-programmet (gors av lararen).

Vad héinder nu?

PCR-maskinen anvinds for att amplifiera (kopiera upp) en liten del av DNA. Ge-
nom att anvinda sa kallade primers som specifikt faster till omradet fore (forward)
och efter (reverse) D1S80-omradet kommer endast detta omrade kopieras. Sekven-
sen for de primers som anvinds ser du hir:

Forward primer: 5’ GAAACTGGCCTCCAAACACTGCCCGCCG 3’
Reverse primer: 5’ GTCTTGTTGGAGATGCACGTGCCCCTTGC 3’
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Maskinen hojer och sianker temperaturen om och om igen (se de tva illustrationerna
nedan). Vid hojning av temperaturen till 94 °C bryts vitebindningarna mellan bas-
paren (denaturering) och vi fir enkelstringat DNA. Nar temperaturen sinks fas-

ter primers dir de matchar det enkel-
stringade DNA (annealing).

Nir temperaturen hojts till 72 °C arbe-
tar det tillsatta enzymet tagDNA-po-
lymeras med att bygga klart en match-
ande kopia av DNA med en primer
som startbit (elongering).

For varje temperaturcykel fordubblas
mingden DNA. Efter 20-35 cykler har
vi miljontals DNA-bitar.
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Exponentiell tillvaxt av antalet fragment

(25-40 cykler)
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Gelelektrofores

Varje D1S80-allel har en speciell lingd. Du bir antingen p4 tv4 lika langa alleler (ho-
mozygot) eller tv alleler med olika lingder (heterozygot). Genom gelelektrofores
kan vi studera vilka langder vi har pa vira "DNA-bitar”. Gelen som anvinds ir gjord
av agaros (1,5 %) och en stabil pH-buffert. Volymen ricker till en stor gel (15x20
cm).

Gelgjutning

1. Goriordning geltriget. I vissa elektroforesutrustningar placeras traget i utrustning-
en. I andra gjuts gelen separat. Sitt i den kam du ska anvinda for att gora brunnar.

2. Vigupp 1,5 g agaros.
Mit upp 100 mL 1x TA-buffert i en 250 ml E-kolv.

4. Tillsitt agaros till E-kolven med buffert, blanda om genom att svirvla kolven.
Denna blandning ger en 1,5-procentig gel.

5. Koka upp i mikrovagsugn eller pa en kokplatta. OBS! Var forsiktig sd att det inte
kokar 6ver. Viarm i 30 sekunder i taget i mikrovdgsugnen. Titta hela tiden pa E-
kolven och sting av mikrovigsugnen nir du ser att det borjar koka. Se till att all
agaros dr smailt. Det ska inte finnas ndgon fillning i l6sningen.

6. Lat std pa bank en liten stund (kan svalna till cirka 50 °C). Man ska kunna hélla
i flaskan utan att brinna sig.

7. Hall forsiktigt i den varma agaroslosningen i geltriget.
8. Lat stelna (tar cirka 10-20 minuter i rumstemperatur).

Under vintetiden kan ni 6va pé att ladda prover pa en redan gjuten gel.

En gel med brunnar som anvdnts for att Gva att ladda farger pa en gel.

Ladda en gel

Gelen placeras i en elektroforesapparat. En buffert med stabilt pH (TA-buffert) till-
sitts s att det ticker gelen.

Ta fram ditt PCR-r6r som nu férhoppningsvis innehéller miljontals kopior av en
speciell del av ditt DNA. Detta ir din PCR-produkt. Vitskan ir rodfirgad eftersom
man har tillsatt en laddningsfiarg som gor det littare att se provet under gelelektro-
foresen. Provet innehéller ocksd amnen som ger en hog densitet som gor det lattare
att ladda provet i halen (brunnarna) i gelen, samt en buffert som gor att DNA halls
negativt laddat.

1. Tillsitt 2 ul GelRed till ditt PCR-ror. GelRed ar en fluorescerande farg som bin-
der till DNA.

2. Vilj en automatpipett som du stiller pa 15 pl eller enligt lirarens instruktion.
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3. Ladda ditt prov pa gelen s hir: sug upp 15 pl av din PCR-produkt. Hitta en
ledig brunn (ett fyrkantigt hél) pa gelen. For forsiktigt ned spetsen mot brunn-
nens kant och tém FORSIKTIGT ditt prov som nu ska sjunka ned i brunnen (=
hélet). Notera noga vilken brunn du tagit och anteckna det i ett protokoll som
ligger bredvid gelen.

4. En av brunnarna laddas med ett referensprov som bestir av en blandning av
DNA-bitar av kidnda storlekar, en s kallad DNA-stege. Blanda 2 ul gelred med 3
ul stege i ett PCR-r6r. Ladda en av brunnarna med 5 pl referensprov.

Korning av gel

Gelen kors genom att man kopplar en spianning éver den. Negativt laddade mole-
kyler vandrar mot pluspolen. Sm& molekyler vandrar snabbt och hinner lingre dn
storre molekyler.

En hogre spanning, upp till ca 200 V, gor att proverna vandrar snabbare, men se-
pareras simre for att gelen blir varm. For att undvika det kan elektroforesbufferten
("korningsbufferten”) och gelen forvaras i kylskdp innan man kor.

Kortiden anpassas sd att den roda firgen (ingdr i REDTaq ReadyMix) vandrar mot
dnden av gelen. Den réda fairgen motsvarar DNA-fragment av storleken 125 bp (1 %
agarosgel) eller ca 300 bp (2 % agarosgel).

Vad héinder nu?

Gelen ir som ett nitverk av ldnga trddar som molekylerna méste passera igenom.
Stora molekyler trasslar in sig mer i nitverket och kommer att réra sig ldangsammare
in korta molekyler.

For att kunna se hur langt DNA-molekylerna vandrat i gelen maste man firga dem.
Vi anvinder ett amne som binder till DNA och som ger ifrdn sig en firg dd man
lyser pa gelen med ljus av en viss vaglingd. GelGreen och GelRed ir tvéd vanliga
farger som inte ar giftiga. Man anvander 302 eller 312 nm UV-ljus for Gel Red och
254 nm UV-ljus eller 470 nm (blétt
ljus) for GelGreen. OBS! Tink pé att
skydda 6gonen.

Exempel pd resultat ser du i bilden
bredvid. Bilden ir tagen med vanlig
mobilkamera. Proven har laddats i 6vre
delen av figuren. Ett ljust (rosa) streck
kallas for ett band. Det bestér av DNA-
molekyler av samma storlek som dirfor
har vandrat lika langt i gelen. Storleks-
markoren lingst till vinster, "stegen”, dr
en blandning av DNA-fragment med
bestimda langder. Stegen som anvinds
i det har forsoket har band mellan

En gel pa ett ljusbord som fotats med en
100-1 000 bp. Lingst ner i bilden finns mobilkamera.

rester av primers och "primer dimer”. 1. Brunnar
Det dr primers som inte har fist till 2. Storleksmarkor (stege) .
DNA utan finns kvar i provet och dé 3. Rester av primers och "primer dimer’

ocksa syns pé gelen.
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