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En simulering av genscreening

— LARARGUIDE

INTRODUKTION

Laborationen ar en simulering av en genetisk screening, som
utgar fran en fiktiv slakt. Syftet med laborationen ar att géra
undervisningen mer levande och att integrera teori, teknologi
och nagra etiska fragor i samma aktivitet.

Eleverna skall avgora hur en egenskap arvs, genom att ana-
lysera DNA-prover som kommer fran individer fran den fiktiva
slakten. De skall anvanda restriktionsenzym for att klyva DNA
och separera dessa DNA-fragment genom gelelektrofores. DNA
fargas och klassens resultat kombineras och analyseras.

De dmnesomraden som kan diskuteras ar:
¢ klassisk Mendelsk arftlighet (recessiv autosomal eller kons-

bunden)
¢ anvandning av restriktionsenzym for att klippa DNA i frag-

ment och identifiera genetisk variation
¢ DNA gelelektrofores
¢ genetisk screening.

Man bor ocksa i samband med laborationen starta en diskus-
sion om genetisk screening och introducera etiska fragor samt
betona vikten av genetisk radgivning. Till exempel, ett av bar-
nen i slakttradet har DNA som inte kan ha kommit fran nagon
av de angivna foréldrarna. Det kan leda till en diskussion om
moijliga orsaker: en ny mutation, felaktig markning av proverna,
kontamination, adoption, omgifte, otrohet etc.

Val av en genetisk egenskap

Det finns tva satt att valja den egenskap,vars arftlighet man

tanker folja.

¢ Man kan illustrera en verklig medicinsk akomma och hur
den arvs, som t ex en foréndring i ett enda baspar (punkt-
mutation) som kan leda till sickle cell-anemi. Anvdandningen
av restriktionsenzym for att identifiera ett forandrat DNA
anvands i verkligheten.

¢ Man kan ocksa vilja en pahittad egenskap for att undvika
etiska dilemman om man t ex kdnner sig oroad éver om
barnen i klassen kan ha vanner eller slaktingar somhar den
valda genen.
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Arftliga egenskaper

Exempel
En faktor (gen) Autosomal dominant
Tydliga arftlighetsmonster Huntington’s sjukdom
Stor risk att den arvs Autosomal recessesiv
Relativt ovanlig Sickle cell anemi
Manga kdnda exempel Tay-Sachs sjukdom

Thalassanemi
Multifaktoriell Cystisk fibros

Inget tydligt arftlighetsmdnster
Lagre risk for arftlighet
Vitt spridd i en population

X-bunden recessiv
Duchenne muskeldystrofi
Haemofili A, B

Y-bunden

Sammanvuxna tar

Det finns fordelar och nackdelar med bada satten att arbeta.
Man skulle kunna tanka sig att genom att ta en pahittad egen-
skap, och om man hittar pa en olamplig egenskap, sa kan det
leda till att studenter tror att komplexa sjukdomar arvs enligt
Mendel (dvs ignorerar multifaktoriella egenskaper och paver-
kan av miljofaktorer).

Man maste komma ihag att den hér klassrumsaktiviteten ar
tankt som en del av ett undervisningsprogram om genetik och/
eller DNA-teknologi och syftar framfor allt till att introducera
omraden som kan vidareutvecklas.

Ytterligare information kan hjalpa till vid val av [amplig egen-
skap och kan finnas pa dessa webbsidor:

e The Human Genome: A Guide to online information resour-
ces: www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/guide/human

¢ Online Mendelian inheritance in man: omim.org

e GeneTests — GeneClinics: www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/Gene-

Tests/

e Nuffield Council on Bioethics: www.nuffieldbioethics.org
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PROCEDUR

Bakgrunden till laborationen (att presentera

for eleverna)

En speciell gen skall undersdkas. Prov har tagits fran 24 med-
lemmar i en stor familj och fran dessa har DNA extraherats
och mangfaldigats med hjalp av polymeras kedjereaktion
(PCR)*. For det lokus som ska undersokas finns tva mojliga
alleler (d.v.s. tva typer av DNA).

Nagon som ar homozygot for den dominanta allelen (geno-
typ DD) kommer bara att ha DNA av typ D. En person som ar
homozygot for allelen som ger upphov till egenskapen i fraga
(genotyp dd) har bara DNA av typ d. Heterozygota individer
(genotyp Dd) har DNA av bada typerna. For att kunna under-
soka den aktuella DNA-biten dar anlaget ar beldget, anvands
PCR. Vid PCR mangfaldigas detta avsnitt av DNA, som &r 6500
baspar for vardera allel.

Proverna som eleverna far, innehaller redan mangfaldigat
DNA. Uppgiften ar att undersdka vilka former av DNA som finns
i varje prov, genom att behandla DNA med ett restriktionsen-
zym (BamHl) och undersoka resultatet av klyvningen med gel-
elektrofores.

Skillnaden i DNA sekvens mellan allelerna D och d ar att hos
allelen d finns en bassekvens som kan klippas av restriktionsen-
zymet BamHl. Allelen D har ingen site for BamHI och kommer
alltsa inte att klippas av enzymet. Efter behandling med restrik-
tionsenzymet och efter elforesen kan resultatet se ut sa har:

Genotyp Antalband Storlek

DD 1 6000
dd 2 4000+2500
Dd 3 6000+4000+2500

En DNA-stege (innehaller DNA-fragment av kdnda storle-
kar) som kors parallellt med proven visar att de tva min-
dre fragmenten tillsammans bildar det stérre fragmentet
(4000+2500=6500 baspar).

Power point-presentation till lararen som visar metoden finns
som en separat fil.

Forberedelser och tidsatgang

Fére det praktiska momentet

Bestam vilken typ av nedarvning som ska undersékas (auto-
somal recessiv eller kdnsbunden) och blanda proverna enligt
vad som anges pa sidan 9. Férvara proverna i -20°C tills de ska
anvandas.

* De prover som anvands i laborationen ar plasmid-DNA och ar
inte av humant ursprung.
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Gor i ordning agarosgelen genom att smélta agarosen i TBE-
buffert. Fére lektionen, smalt agarosen och hall den smalt vid
50-65°C (i ett vattenbad) till dess den ska anvandas.

Man kan anvdanda antingen en 4- eller en 6-tandad kam till
gelen. Anvands 4-tandskammen ar det tillrackligt med 8 geltan-
kar for 24 prover. | dessa far 3 prover och en DNA-stege plats
i varje tank (8 tankar ganger 3 prover = 24 prover). Med den
6-tandade kammmen gar det at 5 geltankar. Man kan givetvis
gjuta fler tankar och géra dubbelprover.

Klyvning av DNA-prover och gjutning av agarosgel
Eleverna pipetterar dver DNA-proverna till enzymrdéren, blan-

dar dem och inkuberar dem omedelbart i 30—45 minuter. Un-

der inkubationen kan man gjuta gelen.

Kluvet DNA kan frysas, for att kdras senare t ex under en an-
nan lektion. Gjutna geler kan forvaras i flera dagar bara man
ser till att de inte torkar ut. Om du vill spara gelen héll da lite
TBE-buffert éver gelen och lagg den i en plastpase och forvara i
ett kylskap.

Laddning av prover och kérning av gelen

Att satta pa proverna i brunnarna pa gelen tar ungefar 10 mi-
nuter. Om man kor gelen vid 36 volt tar det ungefar 90 minu-
ter. Efter kdrningen maste gelen fargas omedelbart, eftersom
ofargade DNA-fragment diffunderar ut i gelen och man far inga
tydliga linjer.

Fdrgning av gelen

Att farga gelen tar inte mer dn 10 minuter och banden blir i
allmanhet synliga efter 20 minuter. Eleverna bor fa en foto-
statkopia pa dokumentet Protokoll och sammanfattning av en
simulering av genscreening sa att hela klassens resultat kan
registreras. En kopia pa DNA-stegen kan ocksa lampligen delas
ut.

UTRUSTNING OCH MATERIAL

Denna laboration &r utarbetad vid NCBE i England (och 6versatt
med tillstand fran NCBE for publicering i Bioscience Explained).
Materialet kan bestallas fran NCBE, University of Reading, Stor-
britannien. www.ncbe.reading.ac.uk.

Tel +44 118 9873 743, fax +44 118 9750 140.

Till varje student eller arbetsgrupp behovs
foljande:

Anvdnd direkt fran det kit du képt frén NCBE

e Enzymet BamHI (blatt ror) — ett ror per DNA-prov

¢ Kolfibervav fran vilket man ska klippa tva elektroder per gel
tank, varje ca 42 mm x 22 mm.

¢ Vita, graderade pipettspetsar — tva per DNA-prov
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¢ Bromfenolblatt laddningsfarg — 2 ul per DNA-prov

¢ DNA stege — 2 ug per brunn fér den 6-tandade kammen och
3 ug for den 4-tandade kammen

¢ Provrorshallare av skumplast som anvands i vattenbad (kan
delas mellan studenter eller grupper)

¢ En fotokopia av sidan med familjetradet och DNA-stegen i
denna lararhandledning.

Finns med i ditt inképta kit, men ska forberedas in-

fér laborationen

o Ett eller flera DNA-prover, som ska pipetteras ner i ror i
forvag genom att anvanda den 25 pl mikropipett som foljer
med ditt kitt.

e TBE-buffert (den 10 x koncentrerade TBE-bufferten som fol-
jer med ditt kit ska spddas 10x = en del koncentrerad buffert
och 9 delar destillerat eller avjoniserat vatten). Du behover
ca 22 ml per geltank.

o Azur A (férbereds genom att spada den 2x koncentrerade
I6sningen fran ditt kit med lika volym destillerat vatten)

0,8% (vikt/volym) DNA elektroforeskvalitet av agaros, tillsatts

till den spadda TBE-bufferten. Du behéver 10-12 ml per gel-

tank.

VIKTIGT: Anvdnd inte vatten for att géra agarosgelen. Joner-
na i TBE-buffertlésningen behévs for att leda elektrisk strom.

Finns inte med i ditt kit

¢ En elevguide pa svenska

¢ En NCBE elektroforestank!

¢ En sex- eller fyrtandad kam till elektroforestanken?

¢ En mikropipett!

¢ Tva elsladdar med krokodilklammor?!

¢ En 36V transformator? eller batterier med en kombinerad
spanning av 36V, t ex 4 x typ 6LR61 (9 volt)

¢ En sax for att klippa elektrodkolfiberduken

¢ En vattenfast tuschpenna for att marka provrér och tanken

¢ Tillgang till en inkubator eller ett vattenbad som sétts pa
37°C

Noteringar
' Dessa flergangsartiklar kan bestallas fran NCBE som en Base
Unit. Varje sadan enhet innehaller 8 geltankar, atta fyrtandade
kammar, atta sextandade kammar och atta mikropipetter. La-
borationen kan utféras med andra elektroforesapparater, men
da kan volymerna av agaros, TBE-buffert och andra reagens
variera. Resultaten kan ocksa skilja sig at, eftersom intensiteten
av DNA-banden kommer att paverkas av den exakta storleken
av brunnarna.

2 En 1amplig 36 V transformator kan képas fran NCBE. En sa-
dan transformator kan kéra atminstone fyra NCBE geltankar.
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¢ Svart papper (atminstone 50 mm brett) att ldgga under gel-
tanken sa att brunnarna latt kan ses

¢ Destillerat eller avjoniserat vatten for att rehydrera det tor-
kade lamda DNAt

¢ Skyddshandskar och skyddsglaségon (for att skydda huden
och 6gonen fran DNA-fargamnet

¢ Kopia av dokumentet Protokoll och sammanfattning av en
simulering av genscreening som delas ut till varje elev.

ANVANDNING AV REAGENSEN I DITT KIT

Tris-Borat-EDTA (TBE) buffert

Den 10 x koncentrerade TBE-bufferten skall forvaras i rums-
temperatur. En volym av koncentratet skall spadas med nio
volymer destillerat eller avjoniserat vatten fére anvandning.
For att undvika spadningsfel ar det en bra att spada hela den
mangd buffert som finns i ditt kit.

Utspadd buffertlosning kan forvaras mycket lange i kyl vid ca
4°Ci en forsluten behallare. Under forvaringen kan det handa
att kristaller av EDTA uppstar i [6sningen av koncentratet. En
liten mangd utfalld EDTA paverkar inte elektroforesen — filtrera
bara bort kristallerna. Om en stor mangd kristaller uppstatt
behover du en ny koncentrerad TBE-I6sning.

Den spadda TBE-bufferten kan ateranvandas tre till fyra
ganger vid behov. Sa smaningom blir den "trétt” pa grund av
elektrolys och avdunstning och skall ersdttas med farsk 16sning.
Anvand I6sning kan spolas ner i vasken.

Agarosgelen

For att bereda agarosgelen sa ska agarospulvret [6sas i den
utspadda (1x) TBE-bufferten. Koncentrationen av agaros som
behovs for att analysera lambda DNA-fragment &r 0,8% (vikt/
volym). Losningen maste kokas sa att allt pulver I6ses, och att
klumpar inte syns ndr man haller upp l6sningen mot ljuset. Det
basta sattet att bereda en agaroslosning ar att virma deni en
mikrovagsugn.

VIKTIGT: Virm inte en férsluten behdllare av agarosgel i en
mikrovagsugn — den kan explodera! Skruva inte dt korken pa
flaskan, eller virm agaroslésningen i en béigare eller en flaska
som dir férsluten med plastfilm som har gjorts sma hal i sa att
eventuell agnga kan lémna behdllaren.

Notera ocksa att varm, smdilt agaros kan stormkoka, och
madste hanteras varsamt, speciellt precis efter den har upphet-
tats i en mikrovagsugn, da den kan skumma éver utan férvar-
ning.

Vidrmetaliga handskar skall anvéindas néir man hanterar
behdallare med varm smiilt gel.

Sa snart agarosen har kokats kan agarosldsningen hallas smalt
i ett vatten bad pa 55-60°C tills du ar redo att gjuta elektrofo-
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resgelerna. Alternativt sa kan gelen hallas i en behallare som
tex en flaska med skruvkork till dess att den ska anvandas.
Glasflaskor med vid 6ppning med plastlock ar ideala, t ex
Duran®-flaskor.

Till skillnad fran agar amnat som livsmedel, sa vaxer inte mik-
roorganismer i agarosgel. Den kan darfor forvaras i forslutna
behallare under manga manader i rumstemperatur. For att ater
smalta gelen, anvand ett 60°C vattenbad eller en mikrovags-
ugn.

Det ar bra att gora iordning all agarosgel fran ett kit direkt is-
tallet for att géra sma volymer. Om man gor den i sma volymer
finns en risk att koncentrationen blir fel vilket kan paverka bade
tiden det tar att kora gelen och kvaliteten pa resultatet.

Agarosgel ar dyrbar. Skadad, oanvand gel t ex fran en gel
som inte blev gjuten bra i tanken, kan atersmaltas och gjutas
igen. Man ska sakerstalla att sa lite avdunstning som mojligt
sker fran gelen néar den aterhettas eftersom det dndrar aga-
roskoncentrationen och minskar rorelsehastigheten av DNA
fragmenten i gelen. Ateranvind inte agaros som har anvénts
for elektrofores.

Anvand agarosgel ar inte skadlig (under forutsattning att den
enbart har fargats med Azur A farglosning). Den kan darfor
sldangas med vanligt avfall.

Azur A férgldsning

Den koncentrerade DNA-fargningsldsningen bestar av 0,08%
Azur A som l6ses i 40 % alkohol. Denna I6sning ar brandfarlig
och far inte vara i ndrheten av 6ppna lagor eller andra brand-
farliga kallor. Flaskan med farglésning ska vara forsluten sa att
I6sningsmedlet inte dunstar.

Den koncentrerade och spadda farglosningen kan forvaras i
rumstemperatur. Forvara den koncentrerade |0sningen i drag-
skap.

Manga kemikalier som binder till DNA dr mutagena darfor att
de binder till dubbelhelixen som ett extra par av baser som kan
ge frameshift mutationer. Azur A och liknande fargdmnen (som
Azur B och metylenblatt) tros binda reversibelt till utsidan av
helix och ar darfér inga mutagener.

Den koncentrerade 16sningen skall spadas fore anvandning
med lika stor volym av destillerat eller avjoniserat vatten. Vid
denna koncentration ar inte |6sningen sarskilt farlig, men det
ar anda bra att forhindra stank pa huden och 6gonen genom
att anvanda skyddshandskar och skyddsglasdgon.

Om ldsningen exponeras for starkt solljus kan det minska
fargningen. Den utspadda Azur A I6sningen kan dteranviandas
flera ganger. Efter manga anvandningar kan fargféormagan avta
eftersom den gradvis spads ut med buffertldsning fran gelen.
Med aldre Azur A |6sning kan det bli n6dvandigt att farga gelen
under langre tid an de 4 minuter som rekommenderas i proto-
kollet.

Anvand eller Azur A-l6sning som inte langre ska anvandas ska
spolas ner i vasken tillsammans med rikligt med vatten.
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Allvarlig eller dodlig elektrisk chock
kan uppsta om du kopplar utrust-
ningen direkt till vanligt eluttag.

DNA och restriktionsenzymer, provrér och
pipettspetsar

Det DNA och de restriktionsenzym som finns med i ditt kit ar
sakra for anvandning i skolor. Inga levande organismer anvands
sa det finns ingen anledning att folja strikta aseptiska tekniker.
Renlighet &r dock viktigt for att forhindra korskontamination
och sdkra bra resultat.

Torkat DNA och restriktionsenzym MASTE férvaras vid rums-
temperatur tillsammans med kiselgel avfuktning i férpack-
ningen som finns med. Férpackningen skall vara ordentligt
forsluten for att forhindra att de torkade enzymen och DNA tar
upp fukt fran luften. Under torra forhallanden kommer DNA
och enzymer att vara stabila under manga ar.

Under inga forhallanden far férpackningen forvaras i kylskap
eller frys eftersom kondens kommer att uppsta pa insidan vil-
ket skadar torkat DNA och enzym.

Anvanda plastror (polypropylen) och mikropipettspetsar
tillsammans med kvarvarande DNA eller enzyml&sningar kan
slangas i vanligt avfall.

Bromfenolbla laddningsférg

Nar laddningsfargen anvands som angivet sa utgor den ingen
fara. Den ska forvaras i rumstemperatur. Anvand laddningsfarg
kan spolas ner i vasken.

Kolfiberelektrodvév

Elektrodvaven bestar huvudsakligen av specialbehandlad bom-
ull. Fibrerna som véven bestar av binds tillsammans med PVAc
(polyvinylacetat) som ocksa ar kdnt som tralim eller skollim.

Vaven kan avge sma fibrer som kan orsaka hudirritation om
du hanterar den ofta. Anvand skyddshandskar om du tycker
det ar obehagligt att anvdnda kolfibervaven. Fibrerna ar for
stora for att komma in i lungorna sa det &r inte nédvandigt att
anvanda skyddsmask. Fibrerna ar |6sliga i kroppsvatskor och ar
helt nedbrytningsbara.

Anvand elektrodvav slangs i vanligt avfall.

ELEKTRISK SAKERHET

NCBE gel elektroforesutrustningen designades for att kunna
anvandas vid laga volttal (<36 volt) fran batterier eller en trans-
formator liknande den som kan kopas fran NCBE. Under inga
omstéindigheter far detta volttal éverskridas, eftersom elektri-
citeten inte dr isolerad fran anvéindaren.
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Orange lock — 1 plasmid

FORBEREDELSE AV DNA-PROVER

Detta ska géras i férvdg av ldrare (eller assistent)

Simulering av ett autosomalt recessivt tillstand

Anvand mikropipetten fér 25 pl och pipettera de tre DNA-

blandningarna som visas i figurerna. Mark réren noggrant. Till-

satt 25 pl till varje ror. Kom ihdg att anvdnda en ren pipettspets

for varje DNA-blandning for att undvika korskontaminering.
Réren kan frysas till dess de ska anvandas.

Svart lock — 2 plasmider Lila lock — 3 plasmider

|*-——_.
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Simulering av ett kbnsbundet recessivt tillstand

Anvand mikropipetten fér 25 pl och pipettera de tre DNA-

blandningarna som visas i figurerna. Mark réren noggrant. Till-

satt 25 pl till varje rér. Kom ihdg att anvdnda en ren pipettspets

for varje DNA blandning for att undvika korskontaminering.
Roren kan frysas till dess de ska anvandas.

Orange lock — 1 plasmid Svart lock — 2 plasmider Lila lock — 3 plasmider
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FAMILJETRADET
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Fyll i resultaten, dvs antalet band pa gelen, i det hér diagrammet.
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DNA-STEGE

En DNA-stege bestar av DNA-fragment
upp till 12 000 bp. DNA-stegen laddas i en
brunn i varje geltank sa att storleken pa
provernas DNA kan jamforas med DNA-
fragment av kind storlek. Storleken pa
DNA-fragmenten anges i baspar (bp).

Laddningsfargen med bromfenolblatt
ror sig genom gelen som om den be-
stod av 300 bp. Stegen innehaller DNA-
fragment som ar mindre dn 300 bp, men
dessa passerar ut ur gelens dnda.

Med en sextandad kam —anvand 2ug
DNA-stege per brunn. Med en fyrtandad
kam kommer du att behéva ungefar 3ug
per brunn.
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TIPS OCH FELSOKNING

Anvindning av mikropipetter

Studenters férmaga att pipettera precisa volymer med en
mikropipett 6kar med erfarenhet. Det &r darfor en bra idé att
|ata dem prova fora 6ver vatska fargad med t ex karamellfarg
innan laborationen med dyrt DNA, enzymer och andra reagens
satts igang. Det finns nagra extra mikropipettspetsar med i la-
borationens kit for detta.

Ladda gelen

Man behover vara stadig pa handen for att ladda geler utan

att skada gelen. Vill man kan man praktisera genom att gjuta
geler av billigare agar (anvand 1 % l6sning) i stéllet for agaros.
Vid testet sa kan man anvanda vatten istallet for buffert dver
gelen. Tillrackligt mycket laddningsfarg finns i ditt kit for sddana
forsok. Ovningsgeler kan tvittas och dteranvidndas flera génger.
Notera: Agaros som dr I6st i utspéddd TBE-buffert, inte vatten,
madste anvdndas for laborationen med DNA-prover.

Smiilta agaros

Forsakra dig om att behallaren som du ska bereda agarosen i
ar ren. Sma flackar avdamm kommer inte att paverka hur ge-
len fungerar, men de kan vara lite storande for att se banden i
gelen.

Enklast ar att |6sa och smalta agarosen i en mikrovagsugn.
Det behovs mindre dn en minut pa full effekt (940 W) for 100
ml gel. Behallaren (flaska eller bagare) skall inte vara forsluten,
men ska tackas med plastfilm som man har gjort ett eller tva
sma hal i. Skaka gellésningen efter halva tiden for att saker-
stdlla att den mixas ordentligt.

DNA-band som dr mycket svaga

Om det inte blir nagra fargade DNA-band eller om de ar mycket
svaga, (och du har uteslutit att DNA inte har laddats eller mix-
ats korrekt) kan det bero pa felaktig anvandning av Azur A. Sa
snart du har applicerat Azur A farglosningen pa gelen, héll av
I6sningen och tvatta av 6verflodet. Var noga med att inte lam-
na nagot vatten pa gelen. Det kan behovas att forsiktigt fora en
fingertopp 6ver gelen for att ta bort sma vattendroppar. Den
bla fargen som borjar binda i 6vre delen av gelen kan aterlésa
sig i eventuella sma vattendroppar pa ovansidan av gelen vilket
leder till att den inte passerar ner genom gelen for att farga
DNA.

Du ska under inga omstandigheter férsoka avfarga gelen.
Fargmetoden med Azur A ar speciellt utvecklad for att undvika
behovet av avfargning (som behdovs vid anvandning av mety-
lenblatt), Azur A fargning har ocksa den fordelen att den inte
bleknar pa flera manader till skillnad fran geler fargade med
metylenblatt.
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Korrosion av krokodilklimmor

Krokodilklammorna vid anoden kommer sakta men sdkert att
korrodera pa grund av elektrolys. Det kan paverka fargen pa
bufferten och gelen, men paverkar inte elektroforesen. Graden
av korrosion kan minskas genom att sdkerstalla att bara de tva
forsta tdnderna pa klammorna &r i kontakt med elektrodfibern,
vilket visas har:

Sa smaningom kommer du behova ersitta de korroderade kro-
kodilklammorna. Guldplaterade krokodilklammor korroderar
inte. Det finns sddana att kopa for en relativt liten kostnad i
vanliga affarer som saljer elektrisk utrustning och fran foretag
som saljer utrustning till skolor.

Undersékning av den fédrgade gelen

DNA-banden syns tydligast om man haller gelen lite vinklad
mot en valupplyst yta. En ljusbox ar idealt, men om det inte
finns en sadan kan man lagga ett ark vitt papper pa en over-
head projektor och stélla tankarna pa den for observation. Fle-
ra forfattare foreslar att gula eller orange filter 6kar kontrasten
mellan de fargade banden och bakgrunden. Det kan fungera
om man ska ta fotografier av banden, men filtren kan gora det
svarare att se valdigt svaga band.

En forstorande lins kan vara anvandbar; linser av en storlek
som ett kreditkort &r ideala (saljs ibland tillsammans med at-
laser).

Om kontrasten mellan bakgrunden och DNA-banden ar stark
sa kan man projicera en bild av gelen pa en skarm med en
overhead projektor.

Det finns inget DNA pad gelen

En blank fil pa gelen eller ett mycket svagt band indikerar pipet-
teringsfel. Det ar viktigt att DNA pipetteras och blandas korrekt
med restriktionsenzymet och laddningsfargen innan studen-
terna ska anvanda DNA-proverna. For att sdkerstalla att detta
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ar gjort, dra alltid DNA-I6sningen upp och ner i mikropipett-
spetsen ett par ganger.

Banden pa gelen ligger mycket tdtt tillsammans
Det finns flera orsaker till detta. Under forutsattning att buffer-
ten inte har dunstat for mycket medan gelen kors (vilket mins-
kar hastigheten pa elektroforesen), kan det bero pa att koncen-
trationen av agarosen ar fel. Gor alltid mer gel an du behdver
sa att du sakerstéller att koncentrationen ar korrekt.

Det blir en mycket stor skillnad mellan, |3t sdga 1% och
0,8% agarosgel — enbart ett litet fel vid uppvagning av en liten
mangd agarospulver kan ge fel inom den procentsatsen. Den
optimala koncentrationen av agaros ska vara 0,8% (vikt/volym)
in den har laborationen.

Gelen tar for lang tid att kéra

Vid 36 V kommer laddningsfargen att rora sig ungefar 5 mm
per timma. Vid lagre spanning kommer laddningsfargen att
rora sig langsammare. Om, efter de férsta 10 minuterna,
laddningsfargen inte verkar réra sig och bubblor inte syns vid
katoden, sa kontrollera den elektriska kontakten mellan bat-
terierna och elektroden. Sakerstall att det finns tillrackligt med
buffert ovanpa gelen som tacker plastkanterna i ndrheten av
vid varje dnda av tanken, men inte sa mycket att den storsta
delen av strémmen gar genom buffertlésningen snarare &n
gelen. Tanken ska tackas med kammen for att reducera sadan
avdunstning.

www.gu.se/biologi-miljovetenskap/bioscience-explained 15



Vol 10 | No 2 - 2020 bioscience | explained

RESULTAT

Konsberoende arftlighet

Familjetradet nedan visar arftligheten av en kénsberoende

recessesiv egenskap.

Familjetradet har konstruerats sa att det kan svara pa fragan
om arftligheten beror pa en normal recessiv arftlighet eller en
konsberoende. Studenterna ska undersoka resultaten fran gel-
elektroforesen och familjetradet och dra slutsatser vilken sorts
arftlighet det handlar om. Denna uppgift ar mer komplex an att

analysera en autosomal recessiv egenskap.

Resultat for en konsberoende egenskap

Figuren visar antalet férvantade DNA-band pa elektroforesge-

lerna.
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RESULTAT

Autosomal recessiv arftlighet
Familjetradet nedan visar hur resultaten ser ut fér en autoso-
mal recessiv egenskap. Flera saker tas upp nar man diskuterar
resultaten med studenterna:
Mamman (8) ar homozygot for den dominanta allelen medan
fadern (9) ar homozygot for den recessiva allelen. Man kan
darfor forutspa att alla deras barn blir heterozygota.
12 och 13, som &r heterozygota, producerar gameter (kons-
celler) som bar antingen dominanta eller recessiva alleler (i
50:50 ratio). Barn fran 12 och 13 visar bara tva av de tre moj-
liga genotyperna for detta locus. Det ska leda till en diskussion
om sannolikhet och realitet (och undvika mojliga missférstand
att vart fjarde barn maste bli en sarskild genotyp om de tre
tidigare barnen var av en annan typ).
Det finns ett avsiktligt problem inbyggt i analysen av gelerna.
Individerna 5 och 6 har tva barn, men ett av dem foljer inte
den forvantade stamtavlan.
Eftersom modern till (6) ar heterozygot och fadern (5) ar
homozygot for den dominanta allelen, sa ger det en barnet
(15) inga problem men barn (14) ar ovantat homozygot for den
recessiva allelen. Studenter brukar foresla flera mojliga forkla-
ringar:
¢ Barnet kan vara adopterat och foraldrarna ar darfor inte
dess biologiska foradlder
¢ Barnet kan komma fran ett tidigare forhallande
¢ Det blev en forvaxling i proverna och testen borde géras om
¢ Det uppstod en ovantad mutation (efter lite eftertanke bru-
kar studenterna komma pa att det maste ha skett innan bild-
ningen av pappans spermier

¢ Slutligen kanske nagra studenter foreslar att mamman hade
haft en affar med en okdnd man.
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RESULTAT

Autosomal recessiv egenskap
Figuren visar antalet DNA-band som forvantas pa elektrofo-

resgelerna.
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