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Hensikt

Hensikten med forsgket er & utvikle en grunnleggende forstaelse for DNA fingeravtrykksanalyser og

deres bruk til & identifisere slektskap mellom personer.

Bakgrunn

Det genetiske fingeravtrykket til et barn er sammensatt av elementer fra begge foreldrene. DNA
fingeravtrykksanalyser kan dermed brukes for a finne et barns biologiske mor og far. | slike analyser
ser man pa flere ulike omrader i DNA som varierer fra individ til individ. Disse DNA-sekvensene kalles

polymorfe sekvenser, og bestar av DNA som ikke koder for proteiner.

| dette forsgket brukes DNA fingeravtrykksanalyser for a identifisere de biologiske foreldrene til to
gutter som kom bort fra sine foreldre i et krigsherjet land. Guttene var fettere, fadt med to maneders
mellomrom og veldig like utseendemessig. Mgdrene var halvsgstre med felles mor (se slektskapstreet
under). Ti kvinner pekte seg ut som mulige mgdre til guttene, og DNA-fingeravtrykksanalyser basert
pa mitokondrielt DNA ble utfgrt siden mitokondrie-DNA kun nedarves fra mor til barn. Testen viste som
ventet at guttene hadde den samme mitokondrieprofilen, og at denne matchet profilen til to av de ti
kvinnene. Deretter ble det gjort fingeravtrykks-analyser av kromosomale DNA-prgver fra barna,
madrene og den ene, gjenlevende faren. Oppgaven er & separere disse behandlete DNA-pravene
(simulert med fargestoffer) ved elektroforese og deretter analysere og sammenlikne bandmgnstrene

for & identifisere guttenes respektive, biologiske foreldre.
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Aktuelle leeringsmal

Biologi 2, bioteknologi. Gjar greie for fremstilling av genetiske fingeravtrykk, og hvordan de kan brukes

i rettsmedisin og i studier av slektskap mellom individer og grupper av organismer.
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LARERNOTATER

Utstyr

Medfglgende innhold: Ferdig alikvoterte fargestoffer klare til elektroforese, practice gel loading
solution, agarose, konsentrert elektroforesebuffer (50 x TAE), 1 ml engangspipette (plast), 100 ml
malesylinder, engangspipetter (plast). Forsgkssettet inneholder materialer til 10 elevgrupper.

Oppbevaring: Alle komponenter oppbevares i romtemperatur.

Ngdvendig tilleggsutstyr (foreslatte varenumre i parentes): Elektroforeseapparat
(5441.50/5441.60/5441.65), spenningskilde (5441.22/5441.24), vekt (1028.90), erlendmeyerkolbe 250
ml (0079.10), mélesylindre (0118.20, 0118.21, 0118.24)/pipettefyller og pipetter (0153.30, 0140.84),
mikrobglgeovn/gassbrenner (0051.11)/kokeplate (0668.10), destillert vann (8903.00-6).

Anbefalt tilleggsutstyr (foreslatte varenumre i parentes): Hansker (0860.46-49), mikropipetter
(0144.06/0134.06) og pipettespisser (0134.06), mikrosentrifuge (0677.00), visualiseringsutstyr
(5444.20).

Forberedelser

Agarosegelene kan stapes pa forhand for a korte ned forsgkstiden. Ferdigstapte geler kan forsegles
med plastfolie og oppbevares i kjgleskap i inntil 1-2 uker. Elektroforese-bufferen (TAE) og FlashBlue-

fargelgsningen kan ogsa fortynnes pa forhand.
Forsgkstid
Ca. 45 minutter

Resultatanalyse — fasit

1. Se Figur 1 pa neste side for skjematisk gel med forventede resultater. Det lilla bandet hos Gutt
2 (brann 5) matcher det lilla bAndet hos Mor 1 (brgnn 2). Det rgde bandet hos Gutt 2 passer
med det rade bandet hos faren (brenn 6). Gutt 2 er derfor biologisk barn av Mor 1 og faren.
Det gule bandet hos Gutt 1 (brgnn 4) passer med det nederste, gule bandet hos Mor 2 (brgnn
3). Altsa er Gutt 1 biologisk barn av Mor 2. Ingen av bandene hos Gutt 1 matcher band hos
Faren (brgnn 6), som dermed ikke kan veere biologisk far til gutt 1.

2. De fargede bandene representerer DNA-fragmenter av ulik lengde fra DNA fra mgdrene,
barna og faren.

3. Mitokondrielt DNA nedarves alltid fra mor. Eggceller inneholder mange mitokondrier, mens
saedceller kun har et fatall mitokondrier. Det befruktede egget (zygoten) vil derfor inneholde
mitokondrier som nesten utelukkende kommer fra morens egg.

4. | motsetning til mitokondrielt DNA som kun bestar av DNA fra mor, bestar genomisk DNA i
cellekjernen av to sett med DNA. Det ene settet er arvet fra mor, mens det andre er arvet fra

far.
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Figur 1. Skjematisk fremstilling av fargestoffenes relative plasseringer i agarosegelen etter elektroforese. Forkortelser: B1 =
Bl 1, B2 = Bla 2, B3 = Bla 3, P = Purple (lilla), R = Rgd, Y1 = Yellow (gul) 1, Y2 = Yellow (gul) 2. Tallene viser stgrrelsene
(tilsvarende basepar i DNA) pa de ulike fargestoffene i markgren.
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Flytskjema — oversikt over forsgket

Stop agarosegelen
og la den stivne

Fjern forsiktig
kammen og endestykkene

i gummi. Legg gelen i det buffer-
fylte elektroforesekammeret

Appliser prgvene i
brgnnene i gelen

Sett pa lokket, plugg ledningene
i spenningskilden og start
elektroforesen

Utfgrelse
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Laboratoriesikkerhet

Bruk hansker og vask hendene godt med sape og vann etter a ha jobbet i laboratoriet.

Stgping av 0.8 % agarosegeler

1. Sett et gelkar i stapekammeret eller forsegl karet med endestykker/tape og sett i en kam med

6 tenner (se punkt 1 i flytskjemaet). Vei inn 0.39 g agarose og overfgr til en 250 ml
erlendmeyerkolbe. Tilsett 1.0 ml 50x konsentrert TAE-buffer og 49.0 ml destillert
(deionisert/demineralisert) vann (eller 50 ml 1x TAE-buffer). Dette er nok til 1 stk 0.8 %
agarosegel.

Kok opp i mikrobglgeovn (hgy effekt i ca 1 min). Kok opp gjentatte ganger (hgy effekt i ca 25
s) til agarosen er fullstendig opplagst og lgsningen er klar som vann. Roter kolben innimellom
for & fa en jevn agaroselgsning. Falg ngye med for & unnga at det koker over. Sjekk at det
ikke er ulgst agarose eller klumper i lgsningen.

Avkjgl agaroselgsningen under rennende vann mens du roterer kolben til temperaturen er ca
60 °C (nar du kan holde kolben i handen uten & brenne deg). Sett gelkaret pa et horisontalt

underlag og hell i agaroselgsningen. La sta til gelen har stivnet (20-30 min).

Applisering av prgvene pa gelen

1.

Fjern endestykkene/tapen pa gelkaret og legg gelen i elektroforesekaret slik at brgnnene er
naermest den negative (svarte) elektroden (se punkt 2 i flytskjemaet). Hell 1x TAE-buffer i
karet til buffernivaet er omtrent 5 mm over gelen. Ta kammen forsiktig ut av gelen. Se til at det
er buffer i alle brgnnene.

Sentrifuger pravene kort eller dunk dem lett mot bordplaten for & samle hele volumet nederst i
raret. Appliser 35 ul av prgvene A-F i brannene 1-6 pa gelen i rekkefalge, fra venstre mot
hayre (se punkt 3 i flytskjemaet og Tabell 1 under). Pass pa at du ikke stikker pipettespissen
for langt ned slik at det blir hull i brgnnen. Tips: dersom brgnnene er vanskelige & se kan det

hjelpe & legge et svart/mgrkt papirark e. I. under elektroforesekaret.

Tabell 1. Skjema for applisering av DNA-prgvene pa gelen.

Brgnn Prgve Beskrivelse
Markar (standard fargestoffer)
Mor 1
Mor 2
Gutt 1
Gutt 2
Far
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Elektroforese

1. Sett lokket p& elektroforesekaret og koble til spenningskilden. Kjgr gelen pa 70-125 V i 30-60

min (se punkt 4 i flytskjemaet). Tiden det tar & separere DNA-molekylene avhenger av
spenningen og starrelsen pa elektroforeseapparatet. Se Tabell 2 under for anbefalte
innstillinger av elektroforeseapparatene fra Edvotek. Ikke sett spenningen hgyere enn anbefalt
da for hgy spenning kan resultere i at gelen smelter. Nar elektroforesen er i gang dannes sma,
synlige bobler pa elektrodene, og de negativt ladete DNA-molekylene vandrer mot den
positive elektroden. La fargestoffene migrere 3-4 cm vekk fra brgnnene.

Nar elektroforesen er ferdig, skrus strammen av fer lokket fiernes.

Tabell 2. Anbefalte innstillinger for Edvoteks elektroforeseapparater. Tids- og spenningsangivelsene kan ogsa brukes som
retningslinjer for elektroforeseapparater av de fleste andre merker. Gjengitt med tillatelse fra Edvotek.

Tid og spenning

Volt M6Plus M12 og M36
Minimum/maksimum Minimum/maksimum

150 15/20 min 25/35 min

125 20/30 min 35/45 min

70 35/45 min 60/90 min

50 50/80 min 95/130 min

Visualisering av DNA

1.

Legg gelen i en gjennomsiktig plastpose (f. eks. en ziplock-pose eller brgdpose). Legg gelen
pa en lyskilde med hvitt lys for tydelig visualisering av DNA-bandene (punkt 6 i flytskjemaet).

Resultatet kan dokumenteres ved a ta bilde av gelen med et digitalkamera.

Avfallshandtering

Geler og plastavfall kan kastes i restavfallet. Elektroforesebufferen (1x TAE-buffer) kan helles ut i

vasken. Skyll godt med vann etterpa.

Resultatanalyse

o M 0D

Sammenlign DNA-profilene (de genetiske fingeravtrykkene) til de to mgdrene (brgnn 2 og 3),
barna (brgnn 4 og 5) og faren (brann 6) og bestem hvem som er biologiske foreldre til de to
guttene.

Hva representerer de ulike fargede bandene som ble separert ved elektroforese?

Hvorfor har forskjellige individer, for eksempel sgsken, ulike genetiske fingeravtrykk?

Hva er grunnlaget for DNA fingeravtrykksanalyser med mitokondrielt DNA?

Hva er forskjellen mellom DNA fingeravtrykksanalyser basert pa mitokondrie-DNA og
genomisk DNA?
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