Lararhandledning

Ar vi lika eller olika?

— undersokning av markdren D1580 hos manniska

Med gentekniska metoder kan vi fa fram information om genetiska
likheter och skillnader mellan olika individer. | den hdr laborationen
studeras D 1580, en genetisk markér pa kromosom 1.

Vissa delar av DNA ir mycket variabla ocksd inom en art. Sddana omriden ir an-
vandbara for att kartligga den genetiska variationen bade inom och mellan popula-
tioner. Begreppet genetisk markor anvinds for ett locus (plats i DNA) som ar an-
vindbart for att kartligga genetisk variation. Hos mianniska dr D1S80 ett exempel
pa en sddan markor.

For D1S80 finns en relativt stor variation och en tydlig langdskillnad p4 allelerna mel-
lan individer, vilket gor att vi kan studera dem med hjilp av gelelektrofores. Bland de
mer in 27 olika alleler ir de kortaste 370 baspar (bp) och de langsta 6ver 800 bp.

Syftet med laborationen ir att eleverna ska f& prova pa nigra gentekniska metoder
och darigenom kunna ta reda pd laingden av sina egna alleler for D1S80. Laboratio-
nen innehaller metoderna extraktion ur kindceller, PCR samt gelelektrofores.

Den hir handledningen innehéller frimst information om inkop, spadning, recept
och férvaring.

Tips och information
Lés dven artikeln Lika eller olika? i Bi-lagan nr 3 2013.

Tillhérande elevinstruktion och powerpoint finns pa Bioresurs webbplats:
Resurser » Genetik » Laborationer och tillimpningar i genetik

Den beskrivna laborationen dr utprovad och bearbetad av Mia Pontoppidan (lektor i
biologi) och Asa Steinholz (institutionstekniker), bada vid Katedralskolan i Uppsala. Den
har sedan omarbetats och uppdaterats av Bioresurs och Peter Lillhager (biomedicinsk
analytiker vid institutionen for biologisk grundutbildning) vid Uppsala universitet.
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Inkop, spadning, recept och férvaring

De flesta reagensen till laborationen kan bestillas frain Merck (Sigma Aldrich). Om
inget annat anges kommer prisexemplen dirifran (webbplatsen dr pa engelska men
priserna pa svenska) men det kan ibland vara billigare att bestilla fran andra leveran-
torer. Liangst bak i dokumentet finns en materiallista.

PCR-kit

REDTaq ReadyMix PCR Reaction Mix inklusive laddningsfirg och separat ror med
nukleasfritt vatten. Forvaras i frys (-20 °C).

* 100 reaktioner (Art.nr R2523-100RXN). Pris: 2 120 kr exkl. moms
e 20 reaktioner (Art.nr R2523-20RXN). Pris: 623 kr exkl. moms

Chelexkulor

Chelex 100 sodium form. Chelex blandas till 10 % med 0,050 M Tris pH 11 (stall pH
med NaOH). Forvaras i rumstemperatur.

® 25 g (Art.nr C7901-25G). Pris: 1100 kr exkl. moms.

Primers

Primers kan bestillas frdin manga olika foretag. Bestillningsexemplet nedan ir frén

Merck (Sigma-Aldrich) och deras webbsida med rubriken DNA Oligos In Tubes.

Forward primer:
5’GAAACTGGCCTCCAAACACTGCCCGCCG 3

Reverse primer:
SGTCTTGTTGGAGATGCACGTGCCCCTTGC 3

Knappa in sekvensen for den primer du vill ha, vilj minsta mingd DNA (0,025 pmol)
och klicka i antalet portioner (Tubes Per Oligo), exempelvis 5 ror. Ett ror ricker till
cirka 160 reaktioner (160 elever, eftersom alla anvander sitt eget DNA). Priset for
primers (5 x 0,025 pmol) beror p& primerlingden men ligger pa cirka 100-150 kr
exkl. moms.

Det ar enklast att bestilla primers i 16sning, In Solution (TE), med koncentrationen 100
1M, sa fir man en firdig stocklosning. Primers i TE-buffert kan forvaras linge, flera ar
i frysen (-20 °C), men man ska undvika att tina och frysa om dem upprepade génger.
Dela darfor upp stocklosningen i portioner nir den ska anvindas (se nista sida).

Ett annat alternativ ir att bestilla frystorkad primer. I frystorkad form ar héllbarhe-
ten dnnu lingre. Nar man da spider sin primer for forsta gdngen gor man sjilv en
stocklosning med koncentrationen 100 uM. Anvind TE-buffert (10 mM Tris, pH

7.5-7.9, 1 mM EDTA). Det gér ocksa att bestilla en stamlosning av TE-bufferten
om man inte vill gora den sjalv.

* Tris 500 g (Art.nr GE17-1321-01). Pris: 850 kr exkl. moms
e EDTA 250 g (Art.nr E5134-250G). Pris: 993 kr exkl. moms

e Stamlosning: Tris-EDTA buffer solution 100 ml (Art.nr T9285-100ML).
Pris: 530 kr exkl. moms
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Home > Custm Producs > Olts&Probes > DNAOfsin T
DNA Oligos In Tubes

Single Product Entry Multiple Product Entry
(D) Sequence Entry > Sequence Information
OligoName @
D1S80A

Sequence (5't03)

GAAACTGGCCTCCAAACACTGCCCGCCG

Validength: 6~ 120bases
betw

My Oligos View All
Trademarkand Label Licens
#DI560A > Optional 5'& 3 Modifications
+ AddOligo ? Optional Internal Modifications

> Optional Bases

Sequence Properties ©

Preview:

GAMCTGGCCTCCARCACTGECCGECG

Bases Molecular Weight ‘Secondary Structure Primer Dimer Melting Temp(°C) GC Content(%)

% 848863 Moderate No 8220 29

Specifications @ O ApplytoAll
Help Synthesis scale Purification Format © Concentration

Yiod Tabi Recommondaton
wasomeslion@merigop<o © 0025 mae © Dot oy o
. ) 005 pmole In Solution (Water) 50uM

) 02umole © InSolution TE) O M
- " " .
Mangd och "desalt” — ) tumoie InSolution (TRIS) 2000 eller torrvikt
10umole 500uM
) 15umole
Larger Amount
Tubes per Oligo ©
5 ~
Minimum yield per tube = 0.6 OD

Bilden &r en skdarmdump fran webbsidan DNA Oligos In Tubes,
www.sigmaaldrich.com/SE/en/configurators/tube’product=standard

Primers levereras med ett produktblad (Technical Datasheet) med information om
plasmiderna (se nedan). Langst ut till hoger star den volym av respektive primer som
finns i roret.

Spddning av primers

Vid det forsta tillfallet man tinar stocklosningen bor den delas upp i mindre por-
tioner, for undvika upprepade upptiningar och infrysningar. Portionera upp 10 ul i
varje ror (100 uM) och frys in de rér som inte ska anvindas. Nir det dr dags att kora
laborationen ska stocklosningen spadas ytterligare, nu med sterilt destillerat vatten
for att f4 10 uM (10 pmol/ul).

Om man har 30 elever kommer det ga at 2 * 30 = 60 ul primer av varje sort, men
det ir bra att ha lite extra. Ta ett ror med 10 ul stocklésning och tillsatt 90 ul sterilt
destillerat vatten for att bereda 100 pul med koncentrationen 10 uM. Detta kan for-
delas pa nidgra olika ror si att eleverna kan pipettera vid flera stationer/platser. Det
kan ocksa goras ndgon dag fore laborationen och forvaras i frys.

I den PCR-mix vi anvinder ska man till en reaktion ha en primerkoncentration i
intervallet 0,1-1,0 uM (10-20 pmol/reaktion)

Valfritt namn pa nukleotiden
e oA (oligonukleotid)

— Den 6nskade sekvensen

| TE-16sning och koncentration

Batch # Oligo Name Oligo # LenPur [Scale [MW |Tm°|ug/ODOD |ug nmol Em Dime|2ndry GC%%{)%" Sequence(5'-3")

HA15165238 | D1S80A 8817548416-000010{28 |DST (0.025 |8488 [83.2 |33.2 [2.91 |96.8 [11.4 [255.3 No |Moderate [64.2 [N/A GAAACTGGCCTCCAAACACTGCCCGCCG
114p1/100pM/

HA15165239|D1SBOB |8817548416-000020|29 |DST |0,025 |8892 |80.8|34.1 |2.58 |88.2 |9.9 |260.5 |No |Weak |58A6 |N/A GTCTTGTTGGAGATGCACGTGCCCCTTGC
99l/100uM/

| primer-produktbladet star det vilken volym TE-buffert (ul) som ar tillsatt till varje
primer for att fa en koncentration pa 100 pM.Till exempel &r stockldsningen med
primern D1S80B gjord genom att tillsdtta 99 pl TE-buffert till 9,9 nmol primer.
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DNA-stege/storleksmarkor

DNA-stege finns att kopa pé Fisher Scientific (dven hir ir webbplatsen pa engelska
men priserna pa svenska). Forvaras i frys (-20°C), men kan ocksa forvaras i kylskip
eller i rumstemperatur i upp till 6 ménader och ricker till cirka 100 applikationer.

e Thermo Scientific'™ GeneRuler 100 bp DNA Ladder, ready-to-use
(Art.nr SM0243). Pris ca 670 kr.

Stegen idr fardig att anvidnda. Den ar forblandad med firgimne och glycerol
(IX TriTrack DNA Loading Dye) och kan laddas direkt pa gelen. Enligt instruktionen
ska man ladda 1 ul/mm gelbana (brunnens bredd), men det brukar ricka med cirka
300 ng (3 pl) stege. Blanda 3 ul stege med 2 ul GelRed/GelGreen (se nedan).

P4 gelen laddas 5 pl stege. Man ska undvika att ta for mycket av stegen for banden
kan bli utsmetade, men vill man pipettera stoérre volym (om det ar enklare for elev-
erna) kan man spida med den medféljande firglosningen.

[ forpackningen medfoljer aven en koncentrerad firglosning 6X TriTrack DNA Loading
Dye som innehéller farger och 60 % glycerol. Den finns med for att farga annat DNA,
vilket inte behdvs i denna laboration eftersom laddningsfarger (roda) ingar i kitet RED-
Taq ReadyMix PCR.

GelGreen eller GelRed

GelGreen eller GelRed finns hos VWR, Fischer Scientific m fl. Exemplen nedan kom-
mer frdin VWR (webbplats pa svenska). Minsta mingd som finns att képa dr 100 ul i
vatten. Pris ca 500 kr exkl. moms. GelGreen/GelRed forvaras i rumstemperatur men
i morkt utrymme (ljuskinsligt).

® GelRed® Nucleic Acid Gel Stain; 10,000X in water, 0.1 mL (Art.nr 41003-T)
* GelGreen® Nucleic Acid Gel Stain; 10,000X in water, 0.1 mL (Art.nr 41005-T)

Béda ar fargimnen som binder till DNA och syns nir gelen laggs pa ett UV-bord.
Man anvinder 302 eller 312 nm UV-ljus fér GelRed och 254 nm UV-ljus eller 470
nm (blatt ljus) for GelGreen. Tank pé att skydda 6gonen. Beroende pé vilken UV-
apparat man har pa skolan kan skyddsglasogon som skyddar mot UV-ljus behéovas.

Spid GelRed 25x med destillerat vatten. Spadningsexempel: Blanda 4 ul GelRed
med 96 ul vatten for att f3 100 ul brukslosning. Varje elev tillsatter 2 pl till sitt DNA-
prov.

Traditionellt brukar man tillsitta GelRed eller GelGreen i gelen, men det finns
manga fordelar med att tillsitta firgimnet i proverna istillet. Firg som ir tillsatt i
gelen ger en ljus bakgrund samtidigt som stora fragment med mycket DNA samlar
pa sig mycket firg (och ger stora utsmetade band), medan smé fragment med lite
DNA istillet syns daligt. Dessutom tillsitts si smé volymer av GelRed/GelGreen i
brunnarna att gelen kan slangas i brannbart.
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Buffert till gel och kdrningsbuffert till gelelektroforesapparaten

For att gjuta geler och som korningsbuf- .
fert fungerar en TA-buffert bra. Se texten Tris, TE eller TA?

under Primers fr prisexempel pd Tris. Flera olika buffertldsningar omnamns i

Aven hir finns en forandring fran den den hér laboratonen:

TAE-buffert man traditionellt brukar * Tris-buffert till chelexkulorna (s. 2),
anvinda. I andra recept tillsitts EDTA
till bufferten for att binda vissa positiva
joner (som forhindrar att exempelvis
nukleaser bryter ner DNA). Det behovs « TA-buffert (Tris och &ttiksyra) till
egentligen inte, s3 i denna beskrivning geler och som kérningsbuffert (s. 5).
har vi tagit bort EDTA och gor en TA-
buffert istillet. Dels for att slippa kopa
in ytterligare en kemikalie, dels for att
man inte ska hilla ut EDTA i avloppet.

» TE-buffert (Tris och EDTA) till
primers (s. 2),

Aven TEA-buffert (Tris, dttiksyra och
EDTA) beskrivs men anvdnds inte har.

Recept for 50x TA (per liter)

1. Viagupp 242 g Tris (molekylmassa = 121,14 g/mol) och 16s det i ungefar 750 ml
avjonat vatten.

2. Tillsitt (forsiktigt!) 57,1 ml koncentrerad ittiksyra. Kontrollera och stall pH till
ungefar 8,0.

3. Justera till 1 liter med avjonat vatten. Kan forvaras i rumstemperatur.

Brukslosning i gel och buffert till gelelekiroforesapparaten 1x TA

Brukslosningen 1x TA fis vid spiddning av 50x TA. Ta 20 mL 50x TA och spad till 1
liter med avjonat vatten.

Gjutning och kérning av gel

For att kunna gjuta en gel (1,5 %) behovs agaros och 1x TA-buffert. Prisexemplet
kommer frén Fischer Scientific.

* Agarose (Broad Separation Range for DNA/RNA/Genetic Analysis Grade) Fisher
BioReagents™, 100 g. Pris: 790 kr exkl. moms.

Man kan kora gelen med ca 5-15 V spinning/cm gel. Till exempel kan en 12 cm
lang gel koras med 10 V/cm, vilket motsvarar att man stiller in spanningsaggregatet
pa 120 V. En hogre spianning, upp till ca 200 V, gor att proverna vandrar snabbare,
men separeras simre for att gelen blir varm. For att undvika det kan elektroforesbuf-
ferten ("korningsbufferten”) och gelen forvaras i kylskdp innan man kor.

Kortiden anpassas si att den réda firgen (ingdr i REDTaqg ReadyMix) vandrar mot
dnden av gelen. Den roda fargen motsvarar DNA-fragment av storleken 125 bp (1 %
agarosgel) eller ca 300 bp (2 % agarosgel).
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Materiel till laborationen

Per labbgrupp (2 elever)

2 engangsmuggar

2 engdngsskedar

0,9 % natriumkloridlésning, 1 msk (15 ml)
2 eppendorfror

1 automatpipett 1000 ul + pipettspetsar

1 automatpipett 200 ul + pipettspetsar

1 automatpipett 10 ul + pipettspetsar
chelexlosning (100 ul/prov)

1 pincett

2 PCR-ror (0,2 ml)

REDTagq ReadyMix PCR Reaction Mix (25 ul/prov)
1 mirkpenna

forward primer (2 ul/prov)

reverse primer (2 ul/prov)

nukleasfritt vatten (18,5 ul/prov)

GelRed eller GelGreen (2 ul/prov)

Ovrigt

eppendorfcentrifug

vortexapparat

vattenbad eller virmeblock (100 °C)
is

PCR-maskin

gelelektroforesapparat
spanningsaggregat och sladdar
agaros till gelen (1,5 g/gel)

1 x TA-buffert (100 ml/gel + buffert till gelelektroforesapparaten)
E-kolv (250 ml)

mikrovagsugn

referensprov/stege
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