Genteknik med olika fall

Lararhandledning

Gelelektrofores ar en viktig teknik inom molekylarbiologi
och bioteknik. | skolan kan en enklare version med farger
anviandas for att [6sa en deckargata eller ta reda pa om
det finns fraimmande arter i en fiktiv sjo.

Bioresurs har tillsammans med larare i Tierps kommun tagit fram ett undervisnings-
material som ger férslag pa hur en laboration med gelelektrofores kan inga i en lek-
tionsserie. For att sitta laborationen i ett sammanhang skapades tva olika fall, en
deckargata och ett med tema frammande arter och miljoévervakning. | deckargétan
ingér dven en blodgruppsbestamning med latsasblod.

Materialet innehaller:

* Denna lararhandledning med praktiska tips for att forbereda farger, geler och
annat material till laborationen.

+ Tva fallbeskrivningar. En deckargata och en om frammande arter i en sjo.

* DNA-analys med gelelektrofores — en elevinstruktion till laborationen med
gelelektrofores dar farger anvands som DNA. Instruktionen kan anvidndas till
bada fallbeskrivningarna.

Tidsatgang: Den laborativa delen tar cirka en timme, eventuellt mer om blod-
gruppsbestamningen ingar. For att introducera fallen och efterarbeta resultaten
behdvs en lektion fére och en lektion efter sjédlva laborationstillfallet.

Passar foér: Ak 7-9 och gymnasiet. Laborationen ar anpassad fér genetik- och gen-
tekniksundervisningen i grundskolan och naturkunskapskurserna pa gymnasiet.

Mer information

Mariette Bellgvist, biologilarare vid Centralskolan; Sara Fahléen, biologi- och kemilarare vid
Orbyhus skola och Anna Nordstréom, biologi- och naturkunskapslérare vid Hogbergsskolan,
Tierps kommun har tillsammans med Ammie Berglund pa Bioresurs tagit fram undervis-
ningsmaterialet.

Las artikeln Gentekniklaboration — Mord och frammande arter som kontext i Bi-lagan nr
12025. Dar beskrivs hur laborationerna fungerade utifréan elevutvarderingar och hur larare
och elever upplevde undervisningsmaterialet.
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Tva fall

Fallen som integrerar gelelektroforeslaborationen beskrivs nedan. Fallet med
deckargatan ar utvecklad for hogstadieelever och fallet med frammande arter
for gymnasieelever som ldser Naturkunskap. Bada fallen gar att anpassa till ak-
tuell elevgrupp, men fér att kunna tillgodogéra sig innehéllet bor eleverna har
viss kunskap i genetik.

Deckargatan

Det hela inleds med att ett brott har begatts under fredagsnatten nir ett stort
medicinforetag hade fest. Eleverna ar anstéllda hos Nationellt forensiskt centr-
um och de har fatt in blod och vavnad fran brottsplatsen. Proverna ska anlyseras
och provsvaren rapporteras till polisen i ett bifogat protokoll.

Uppgiften ar uppyggd sa att eleverna bade ska testa blodgrupper fran brottsplat-
sen och kora en gel med "DNA-prover” (farger). De kan inte med sikerhet veta
vem som &r den skyldige innan de har svarat pé fragorna pé slutet.

| denna lararhandledning ar misstankt nummer 3 den skyldige, darfor férdelas
farger och blodgrupper utifran detta. Blodgruppsbestidmningen visar att blodet
som hittades pé brottsplatsen var samma blodgrupp som hos offret och miss-
tankt nummer 4, vilket egentligen inte ger nagon ledtrad mer an att offret och
misstidnkt nummer 4 har samma blodgrupp.

Gelelektroforesen visar samma bandménster fran brottsplatsen (hudskrap under
offrets naglar) som for missténkt 2 och 3. Med detta kan eleverna anta att det
antagligen a4r nagon av dem som &r den skyldige. Med hjilp av en bild pa ytterli-
gare en gel (ligger sist i elevinstruktionen) kan eleverna komma fram till att det
antagligen ar misstankt nummer 3 som ar skyldig.

Mer information om farger och hur de kan férdelas i deckargétan kommer under
rubriken "fargprover”.

Frammande arter

| fallet om fraimmande arter &r eleverna anstillda pa ett féretag som ska utféra en
vattenanalys och rapportera provsvaren till Lansstyrelsen i ett bifogat protokoll.
En person har insjuknat i akut hjarnhinneinflammation efter att ha badat i Lill-
sjon och man undrar om orsaken kan vara en patogen amoba, Naegleria fowleri.
Eleverna far kontrollera DNA (farger) i vattenprover fér att se om de hittar spér
av amoban. Samtidigt vill Lanstyrelsen veta om det finns signalkrafta i sjon.

| uppgiften far eleverna vattenprover fran fyra provtagningsplatser. Vattenprover-
na jamfors med referensprover for varje art. Varje referensprov ar en farg. Elev-
erna far ladda bade referensprover och vattenprover pa gelen for att se vilken
eller vilka arter som dyker upp i respektive vattenprov.

Innan lektionen blandar lararen till fyra vattenprover med en, tva eller tre olika
arter. Referensproverna innehéller en farg per art. Till exempel: Baver (blatt),
amoba (lila), signalkrafta (rodbetsrott) och mort (julrott).

Mer information om fargerna finns under rubriken "fargprover”.
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Elektroforesapparat och kemikalier

Elektroforesapparat

Elektroforesapparater gar att kdpa hos manga aterférsiljare. Den vi har anvant
ar Edvoteks Elektroforesapparat M12 (terférsiljare Sagitta) och en spannings-
kalla for tva elektroforesapparater (100/200 V). | elektroforesapparaten kan tva
geler koras samtidigt, men vi har kort en gel per apparat. Volymerna for buffert
och geler som beskrivs nedan ar beriknade utifran den har modellen.

Mikropipetter

Det gar att kdpa enklare pipetter med en fast volym hos flera aterfor-
sdljare. Vi har anvant 25 ul pipetter som kostar cirka 175 kronor styck.

Buffert

Bufferten ar en bikarbonatlésning. L6s 1 g bikarbonat (motsvarar ungefar
1 kryddmétt) i 500 ml vatten (0,2 % buffertlésning). Lésningen kan fér-
varas i flera ménader i kylskap. En férdel med att ha den kyld ar att det
dampar temperaturhdjningen som sker nar man kor gelelektroforesen
(men det fungerar aven med rumstempererad buffert).

Buffert behdvs till gelerna och som véatska i elektroforesapparaterna. Cirka 100
ml buffert racker till att gjuta fem sma geler och cirka 250 ml buffert tacker ge-
len i en elektroforesapparat.

Gel

Till gelerna behdvs agar som finns att kdpa i en vanlig mataffar. Man kan ocksé
anvianda agaros som gar att kdpa fran féretag som siljer kemikalier. De fardiga
gelerna kan gjutas i forvag och férvaras i kyl omslutna av plast (for att inte
torka) nagon till nagra dagar innan man ska kora gelelektroforesen. Om man vill
gjuta 6vningsgeler sa kan man placera flera kammar nar man gjuter och sedan
dela pa gelerna s att man far flera smégeler med brunnar. Ovningsgelerna kan
forvaras i burkar med vatten och haller d& flera veckor.

Vag upp 1 g agar i en 250 ml E-kolv och tillsdtt 100 ml bikarbonatlésning. Voly-
men racker till fem smé geler (cirka 5 mm tjocklek). Varm i mikrovagsugn (eller
pé kokplatta) till blandningen kokar. Lat blandningen koka upp ett par ganger.
Inga korn ska synas i vatskan. OBS! Blandningen kokar latt &ver. Var férsiktig! Hall
koll p& mikrovdgsugnen och sting av sa fort det bérjar koka. Ta ut E-kolven och
virvla runt viatskan pa botten (anviand vante eller papper for att undvika att bran-
na dig). Fortsatt och koka upp lésningen tills den har klarnat. Lat blandningen

svalna till cirka 60 °C innan du héaller den i gelformarna.

Fargprover

Fargerna ar blad karamellfarg av market Oetker, *frostingfargerna” lila (E129/E151)
och julréd (E104/E129) samt rodbetspulver (rédbetsrott, E162, betanin).

| deckargétan blandas tva farger for att fa stérre variation mellan de missténkta,
brottsoffret och fyndet pa brottsplatsen (under offrets naglar). Se bild pa gelen
péa sida 5. | fallet med frammande arter kan tva eller tre farger blandas i ”vatten-
proverna” fér att eleverna da ska hitta DNA fran fler arter.

For att fa tydliga band nar fargerna separeras i gelen ska proverna inte innehélla
for mycket farg. P& nasta sida foljer forslag pa spadning med vatten och glycerol
for att fa tydliga band.
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Spadning

1.

Blanda till stamldsningar av bla, julréd och rédbetsrétt genom att viga in

1 g och spada med 10 ml vatten. Fargen lila ar stark, sa den stamlésningen
gors genom att vaga in 0,5 g och spada med 10 ml vatten. Frostingfargerna ar
mycket trégflytande och svéra att droppa, darfér har vi valt att vaga in far-
gerna istallet for att mata upp volymer. Rédbetsrott (betanin) kan kdpas som
pulver (rédbetspulver). OBS! Lésningar med rédbetsrott oxideras efter nagra
dagar i rumstemperatur. Forvara i kyl, eller blanda nytt nar det ar dags for
laboration.

Tillverka femtioprocentig glycerol. Exempelvis genom att spadda 59 ml attio-
femprocentig glycerol till 100 ml, men det ar inte viktigt att det blir en exakt
procenthalt. Glycerolens funktion &r att ge fargblandningen hogre densitet &n
vatten sd att proverna sjunker ned i brunnarna nir man pipetterar. Attiofem-
procentig glycerol ar trégflytande och svar att méata upp. Femtioprocentig
glycerol dar mer latthanterlig.

Gor spadningar med femtioprocentig glycerol enligt nedan for att ge lagom
fargkoncentration. Volymen som eleverna laddar pa gelen &r 25 pl.

Enkla provlésningar (en farg)

1.

Ta 0,5 ml av stamldsningen av respektive farg och spad med femtioprocen-
tig glycerol till 10 ml. Detta motsvarar en fargkoncentration pa 0,005 g/ml fér
alla farger utom lila som blir 0,0025 g/mL.

Denna provldsning kan férdelas i eppendorfror till varje elevgrupp och an-
vandas for att ladda prover pa gel.

Provlésningar dir tva firger blandas

1.

Ta 1 ml av stamlésningen av respektive farg och spad med femtioprocentig
glycerol till 10 ml. Detta motsvarar en fargkoncentration pa 0,01 g/ml fér alla
farger utom lila som blir 0,005 g/mlL.

Tillverka sedan blandningar genom att ta 1:1 av tva olika farger fran lésning-
arna fran férra punkten. Detta ger samma slutkoncentration av firgerna som
de enkla provlésningarna har.

Dessa blandningar kan fordelas till eppendorfrér och anvandas for att ladda
prover pa gel.

Provlésningar dar tre farger blandas

1.

Ta 1,6 ml av stamldsningen av respektive farg och spad med femtioprocentig
glycerol till 10 ml. Detta motsvarar en fargkoncentration péa 0,015 g/ml fér alla
farger utom lila som blir 0,0075 g/mlL.

Tillverka sedan blandningar genom att ta 4 ml av tre olika farger fran l6s-
ningarna fran forra punkten. Detta ger 12 ml med samma slutkoncentration
av fargerna som de enkla provldsningarna har.

Dessa blandningar kan fordelas till eppendorfrér och anvandas for att ladda
prover pa gel.
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Resultat av olika fargblandningar

Nar fargerna har blandats géller det att bestdmma vilken blandning som motsva-
rar de misstiankta i deckargéatan eller vattenproven i fallet med fraimmande arter.

Nedan visas en bild pa resultatet av fargblandningarna som anviandes i deck-
argatan. Gelen kérdes i 20 min med 100 V. Nar man stanger av strémmen till
elektroforesapparaten diffunderar fargerna latt i gelen. Vanta darfor inte med att
ldsa av gelen utan lat eleverna rita av banden i direkt.

Observera att "frostingfargerna” lila (E129/E151) och julréd (E104/E129) redan
innehaller tva farger var. Den ena fargen i lila & samma som en av fargerna i jul-
rott. Koncentrationen av den fargen (E129) ar dock mycket lagre an den lila (E151)
och syns pa gelen som ett svagt rosa band. Den gula komponenten i julrott
(E104, gul) har s& lag koncentration att den &r svar att se.

minuspol |

brunnar

pluspol

Bild av gelen som eleverna anvande for att [6sa deckargatan. Bokstaverna motsvarar
brottplatsen, offret och de misstankta. Bilden &r fotograferad ungefar tio minuter efter
att elektroforesen sténgts av.

Resultatet fran deckargatan

A) Brottsplats (blatt + lila)

B) Offret (blatt + julrott)

C) Misstankt 1 (lila)

D) Misstankt 2 (blatt + lila)

E) Missténkt 3 (blatt + lila)

F) Misstankt 4 (rodbeta + julrott)
G) Missténkt 5 (rédbeta)

H) Misstankt 6 (lila)

Gelelektroforesen visar alltsd samma bandménster fran brottsplatsen (hudskra-
pet under offrets naglar) som for misstinkt 2 och 3.
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Blodgruppsbestamning

Till blodgruppsbestamningen behdvs "fejkblod” och *fejkantikroppar”. Anti-A ar

0,1 M silvernitratlésning och Anti-B 0,1 M bariumkloridldsning (eller bariumnitrat).
Principen for denna metod ar fallningsreaktioner. Silverjoner och kloridjoner bildar
en svarloslig fallning, silverklorid, medan bariumjoner och sulfatjoner bildar en
svéarléslig fallning, bariumsulfat. Vi har anvant mikrotiterplattor (se bild langst ned
pa sidan) och enkla engdngspipetter men det gar bra att placera droppar pa glas
eller plast. En férdel med slat yta ar att det ar enklare att rengdra.

Sakerhet och tillredning

Bade silvernitrat och bariumklorid innehéller tungmetaller vilket ska méarkas och
avfallshanteras enligt sarskilda instruktioner. Anviand webbplatsen Chesse.org
dar du bland annat kan generera etiketter med korrekta varningssymboler.

1. Fyll droppflaskor med 0,1 M silvernitratlosning (Anti-A) och 0,1 M av barium-
kloridlésning (eller bariumnitrat) (Anti-B).

2. ”Blodet” tillverkas av julrod frostingfarg som spads med avjonat vatten till en
tydligt blodrod fargnyans. OBS! Viktigt att det inte ér kranvatten eftersom det
finns kloridjoner som stér. Fordela till fyra karl for olika blodgrupper.

Blodgrupp O: Ingen tillsats.
Blodgrupp A: Tillsatt natriumklorid till "blodet” (cirka 0,5 g per 100 ml).
Blodgrupp B: Tillsatt lite natriumsulfat till "blodet” (cirka 1,5 g per 100 ml).

o o » w

Blodgrupp AB: Tillsatt bade natriumklorid och natriumsulfat till ”blodet”.

Blodgruppsbestamning i deckargatan

| elevinstruktionen framgéar hur eleverna ska testa blodet. Dar finns ocksa en fi-
gur dar de ska fylla i tomma cirklar och rita prickar i dar det bildas fallning nar
Anti-A respektive Anti-B tillsatts. | instruktionen framgéar dven att de ska ha en
referens (nollprov) till varje individ. | bilden nedan &r referensproverna placerade
pé rad C pa provplattan.

Testplatta med "blod”. Fallningarna blir vita, vilket ar enklast att se mot mork bakgrund. Pa den har plattan
har blod fran en individ droppats i tre hal under varandra. Anti-A och Anti-B droppats i till proverna pa rad A
respektive rad B. Rad C anvands som referens (ingen tillsats).

Tolkning av blodgrupper i bilden ovan: Individ 1 (kolumn 1) har blodgrupp O (ingen reaktion med varken Anti-A
eller Anti-B). Individ 2 och 3 har blodgrupp A, individ 4 blodgrupp AB, individ 5 blodgrupp B och individ 6
blodgrupp 0. P& brottsplatsen (kolumn 8) hittades blodgrupp AB, samma som offrets blodgrupp.
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Svar pa fragor i deckargatan

1.

Varfér maste man byta spets mellan varje pipettering?
For att inte blanda prover fran olika individer.

Varfér bildades det olika band i gelen?

Proverna inneholl olika langa DNA-bitar. Korta DNA-bitar rérde sig snabbare
genom gelen och hamnade langre bort fran brunnen. Olika individer hade
olika DNA och det gav olika band for olika individer (vissa hade dock samma).

Vilken av metoderna (blodgruppsbestamning, gelelektrofores) gav

mest anvdndbar information? Varfér?

Blodgruppen fér blodet pa brottsplatsen var samma fér offret och fér miss-
tankt nummer 4. Aven om ingen av de andra missténkta hade den blodgrup-
pen gar det inte att sdga att misstadnkt nummer 4 ar brottslingen eftersom
offret hade samma blodgrupp och blodet pé brottsplatsen kan komma fran
honom. Med gelelektroforesen kunde vi utesluta fler av de misstdnkta jam-
fort med blodgruppsbestamningen. Vi jAmférde dar med hudskrap fran off-
rets naglar. Eftersomm DNA i hudskrapet hade ett annat mdénster an offret
sjalv ar det troligt att det tillhor forovaren.

Hur kan man ga vidare for att ta reda pd om nagon av de misstinkta

ar skyldig?

Mer information behoévs. Gora fler férhor av de misstidnkta. Testa andra delar
av arvsmassan och se om de misstéankta som &ar kvar gar att skilja at.

Besvara foljande fragor med hjilp av bilagan Kompletterande genetisk analys

5.

Hur bidrar den kompletterande informationen till den tekniska
bevisningen?

Nu kan vi se att misstankt nummer 3 har samma bandmadnster som fyndet
pé brottsplatsen (under offrets naglar).

Vad innebér det att DNA kan ha olika langd? Vad ar det som éar

olika "langt”?

DNA &r byggt av en lang rad av nukleotider (kvivebaser). Langa DNA-frag-
ment bestar av fler kvivebaser 4n korta.

Besvara féljande frdgor med hjalp av bilagan Fakta om blodgrupper

1.

En person har drvt en genvariant fran sin mamma som ger ett icke fungeran-
de enzym och en annan genvariant fran sin pappa som ger ett fungerande
enzym som bygger med galaktos. Vilken blodgrupp har personen?

Blodgrupp B (genotyp BO, fenotyp B)
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Andelen manniskor med blodgrupp A, B, AB eller O skiljer sig at i olika delar
av varlden. Kartan nedan visar hur vanlig B-allelen 4r. Ringa in pastdendena
som &ar korrekta.

a. Det ar sannolikt att B-allelen &r mycket mer fordelaktig for 6éverlevnad
hos manniskor an allelerna fér A och O.

Det ar troligen ovanligt med blodgrupp AB i Amerika.

En faktor som kan ha paverkat férekomsten av B-allelen kan vara folk-
vandringar.

En sadan hér bild som visas férandras troligen dver tid.
tt det finns en variation med olika alleler beror p& mutationer.

f. | Afrika finns endast en typ av blodgrupp.

Kommentar:

Alternativ a 4r osannolikt eftersom man déa skulle forvianta sig en hégre frek-
vens av B-allelen i virlden pa grund av naturligt urval. Som kartan visar nu
ar B-allelen istallet mindre vanlig an allel O och/eller Ai alla delar av varl-
den.

Alternativ f ar inte korrekt eftersom kartan visar att det i Afrika finns upp

till 20 % férekomst av B-allelen. Alltsa finns andra alleler ocksa har (O och/
eller A). Detta innebéar ocksd att det borde finnas flera typer av blodgrup-
per. Exempelvis, om 20 % motsvaras av B-allelen och resten, 80 % bestar av
O-allelen sd kan vi férvanta oss att det finns personer med blodgrupperna B
och 0. Om vi antar att det dven finns A-alleler sa kan vi férénta oss att alla
blodgrupper finns (O, A, B, AB).
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