
Vol 10 | No 2 ۰ 2020              bioscience | explained

1www.gu.se/biologi-miljovetenskap/bioscience-explained

NATUREN KASTAR 
TÄRNING
En simulering av genscreening

͵ LÄRARGUIDE

INTRODUKTION
LaboraƟ onen är en simulering av en geneƟ sk screening, som 
utgår från en fi kƟ v släkt. SyŌ et med laboraƟ onen är aƩ  göra 
undervisningen mer levande och aƩ  integrera teori, teknologi 
och några eƟ ska frågor i samma akƟ vitet.

Eleverna skall avgöra hur en egenskap ärvs, genom aƩ  ana-
lysera DNA-prover som kommer från individer från den fi kƟ va 
släkten. De skall använda restrikƟ onsenzym för aƩ  klyva DNA 
och separera dessa DNA-fragment genom gelelektrofores. DNA 
färgas och klassens resultat kombineras och analyseras.

De ämnesområden som kan diskuteras är:
• klassisk Mendelsk ärŌ lighet (recessiv autosomal eller köns-

bunden)
• användning av restrikƟ onsenzym för aƩ  klippa DNA i frag-

ment och idenƟ fi era geneƟ sk variaƟ on
• DNA gelelektrofores
• geneƟ sk screening.

Man bör också i samband med laboraƟ onen starta en diskus-
sion om geneƟ sk screening och introducera eƟ ska frågor samt 
betona vikten av geneƟ sk rådgivning. Till exempel, eƩ  av bar-
nen i släkƩ rädet har DNA som inte kan ha kommit från någon 
av de angivna föräldrarna. Det kan leda Ɵ ll en diskussion om 
möjliga orsaker: en ny mutaƟ on, felakƟ g märkning av proverna, 
kontaminaƟ on, adopƟ on, omgiŌ e, otrohet etc.

Val av en geneƟ sk egenskap
Det fi nns två säƩ  aƩ  välja den egenskap,vars ärŌ lighet man 
tänker följa. 
• Man kan illustrera en verklig medicinsk åkomma och hur 

den ärvs, som t ex en förändring i eƩ  enda baspar (punkt-
mutaƟ on) som kan leda Ɵ ll sickle cell-anemi. Användningen 
av restrikƟ onsenzym för aƩ  idenƟ fi era eƩ  förändrat DNA 
används i verkligheten.

• Man kan också välja en påhiƩ ad egenskap för aƩ  undvika 
eƟ ska dilemman om man t ex känner sig oroad över om 
barnen i klassen kan ha vänner eller släkƟ ngar somhar den 
valda genen.

John Schollar och 
Dean Madden
Laborationen är återgiven och över-
satt med tillstånd från NCBE, Uni-
versity of Reading, UK. Det har skett 
efter att Dean Madden har avlidit i 
januari 2017 och John Schollar har 
gått i pension.
Artikeln är översatt av Margareta 
Wallin. 

LaboraƟ onen i sin helhet omfat-
tas av ovanstående räƫ  gheter 
enligt CreaƟ ve Commons
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Det fi nns fördelar och nackdelar med båda säƩ en aƩ  arbeta. 
Man skulle kunna tänka sig aƩ  genom aƩ  ta en påhiƩ ad egen-
skap, och om man hiƩ ar på en olämplig egenskap, så kan det 
leda Ɵ ll aƩ  studenter tror aƩ  komplexa sjukdomar ärvs enligt 
Mendel (dvs ignorerar mulƟ faktoriella egenskaper och påver-
kan av miljöfaktorer).

Man måste komma ihåg aƩ  den här klassrumsakƟ viteten är 
tänkt som en del av eƩ  undervisningsprogram om geneƟ k och/
eller DNA-teknologi och syŌ ar framför allt Ɵ ll aƩ  introducera 
områden som kan vidareutvecklas.

YƩ erligare informaƟ on kan hjälpa Ɵ ll vid val av lämplig egen-
skap och kan fi nnas på dessa webbsidor:
• The Human Genome: A Guide to online informaƟ on resour-

ces: www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/guide/human
• Online Mendelian inheritance in man: omim.org
• GeneTests – GeneClinics: www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/Gene-

Tests/
• Nuffi  eld Council on Bioethics: www.nuffi  eldbioethics.org

ÄrŌ liga egenskaper

En faktor (gen) 
Tydliga ärŌ lighetsmönster
Stor risk aƩ  den ärvs  
RelaƟ vt ovanlig 
Många kända exempel   

 
MulƟ faktoriell    
Inget tydligt ärŌ lighetsmönster 
Lägre risk för ärŌ lighet   
ViƩ  spridd i en populaƟ on  
 

Exempel 
Autosomal dominant
HunƟ ngton´s sjukdom
Autosomal recessesiv
Sickle cell anemi
Tay-Sachs sjukdom
Thalassanemi
CysƟ sk fi bros
X-bunden recessiv
Duchenne muskeldystrofi   
Haemofi li A, B
Y-bunden
Sammanvuxna tår
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PROCEDUR

Bakgrunden Ɵ ll laboraƟ onen (aƩ  presentera 
för eleverna)
En speciell gen skall undersökas. Prov har tagits från 24 med-
lemmar i en stor familj och från dessa har DNA extraherats 
och mångfaldigats med hjälp av polymeras kedjereakƟ on 
(PCR)*. För det lokus som ska undersökas fi nns två möjliga 
alleler (d.v.s. två typer av DNA).

Någon som är homozygot för den dominanta allelen (geno-
typ DD) kommer bara aƩ  ha DNA av typ D. En person som är 
homozygot för allelen som ger upphov Ɵ ll egenskapen i fråga 
(genotyp dd) har bara DNA av typ d. Heterozygota individer 
(genotyp Dd) har DNA av båda typerna. För aƩ  kunna under-
söka den aktuella DNA-biten där anlaget är beläget, används 
PCR. Vid PCR mångfaldigas deƩ a avsniƩ  av DNA, som är 6500 
baspar för vardera allel.

Proverna som eleverna får, innehåller redan mångfaldigat 
DNA. UppgiŌ en är aƩ  undersöka vilka former av DNA som fi nns 
i varje prov, genom aƩ  behandla DNA med eƩ  restrikƟ onsen-
zym (BamHI) och undersöka resultatet av klyvningen med gel-
elektrofores.

Skillnaden i DNA sekvens mellan allelerna D och d är aƩ  hos 
allelen d fi nns en bassekvens som kan klippas av restrikƟ onsen-
zymet BamHI. Allelen D har ingen site för BamHI och kommer 
alltså inte aƩ  klippas av enzymet. EŌ er behandling med restrik-
Ɵ onsenzymet och eŌ er elforesen kan resultatet se ut så här:

Genotyp    Antal band Storlek
DD          1  6000
dd           2  4000+2500
Dd           3  6000+4000+2500

En DNA-stege (innehåller DNA-fragment av kända storle-
kar) som körs parallellt med proven visar aƩ  de två min-
dre fragmenten Ɵ llsammans bildar det större fragmentet 
(4000+2500=6500 baspar).

Power point-presentaƟ on Ɵ ll läraren som visar metoden fi nns 
som en separat fi l.

Förberedelser och Ɵ dsåtgång

Före det prakƟ ska momentet
Bestäm vilken typ av nedärvning som ska undersökas (auto-
somal recessiv eller könsbunden) och blanda proverna enligt 
vad som anges på sidan 9. Förvara proverna i -20°C Ɵ lls de ska 
användas.
* De prover som används i laboraƟ onen är plasmid-DNA och är 
inte av humant ursprung.
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Gör i ordning agarosgelen genom aƩ  smälta agarosen i TBE-
buff ert. Före lekƟ onen, smält agarosen och håll den smält vid 
50-65°C (i eƩ  vaƩ enbad) Ɵ ll dess den ska användas. 

Man kan använda anƟ ngen en 4- eller en 6-tandad kam Ɵ ll 
gelen. Används 4-tandskammen är det Ɵ llräckligt med 8 geltan-
kar för 24 prover. I dessa får 3 prover och en DNA-stege plats 
i varje tank (8 tankar gånger 3 prover = 24 prover). Med den 
6-tandade kammmen går det åt 5 geltankar.  Man kan givetvis 
gjuta fl er tankar och göra dubbelprover.

Klyvning av DNA-prover och gjutning av agarosgel
Eleverna pipeƩ erar över DNA-proverna Ɵ ll enzymrören, blan-
dar dem och inkuberar dem omedelbart i 30–45 minuter. Un-
der inkubaƟ onen kan man gjuta gelen.

Kluvet DNA kan frysas, för aƩ  köras senare t ex under en an-
nan lekƟ on. Gjutna geler kan förvaras i fl era dagar bara man 
ser Ɵ ll aƩ  de inte torkar ut. Om du vill spara gelen häll då lite 
TBE-buff ert över gelen och lägg den i en plastpåse och förvara i 
eƩ  kylskåp.

Laddning av prover och körning av gelen
AƩ  säƩ a på proverna i brunnarna på gelen tar ungefär 10 mi-
nuter. Om man kör gelen vid 36 volt tar det ungefär 90 minu-
ter. EŌ er körningen måste gelen färgas omedelbart, eŌ ersom 
ofärgade DNA-fragment diff underar ut i gelen och man får inga 
tydliga linjer. 

Färgning av gelen
AƩ  färga gelen tar inte mer än 10 minuter och banden blir i 
allmänhet synliga eŌ er 20 minuter. Eleverna bör få en foto-
statkopia på dokumentet Protokoll och sammanfaƩ ning av en 
simulering av genscreening så aƩ  hela klassens resultat kan 
registreras. En kopia på DNA-stegen kan också lämpligen delas 
ut.

UTRUSTNING OCH MATERIAL
Denna laboraƟ on är utarbetad vid NCBE i England (och översaƩ  
med Ɵ llstånd från NCBE för publicering i Bioscience Explained). 
Materialet kan beställas från 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 behövs 
följande:

Använd direkt från det kit du köpt från NCBE
• Enzymet BamHI (blåƩ  rör) – eƩ  rör per DNA-prov
• Kolfi berväv från vilket man ska klippa två elektroder per gel 

tank, varje ca 42 mm x 22 mm.
• Vita, graderade pipeƩ spetsar – två per DNA-prov
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• BromfenolblåƩ  laddningsfärg – 2 µl per DNA-prov
• DNA stege – 2 µg per brunn för den 6-tandade kammen och 

3 µg för den 4-tandade kammen
• Provrörshållare av skumplast som används i vaƩ enbad (kan 

delas mellan studenter eller grupper)
• En fotokopia av sidan med familjeträdet och DNA-stegen i 

denna lärarhandledning.

Finns med i diƩ  inköpta kit, men ska förberedas in-
för laboraƟ onen
• EƩ  eller fl era DNA-prover, som ska pipeƩ eras ner i rör i 

förväg genom aƩ  använda den 25 µl mikropipeƩ  som följer 
med diƩ  kiƩ .

• TBE-buff ert (den 10 x koncentrerade TBE-buff erten som föl-
jer med diƩ  kit ska spädas 10x = en del koncentrerad buff ert 
och 9 delar desƟ llerat eller avjoniserat vaƩ en). Du behöver 
ca 22 ml per geltank.

• Azur A (förbereds genom aƩ  späda den 2x koncentrerade 
lösningen från diƩ  kit med lika volym desƟ llerat vaƩ en)

0,8% (vikt/volym) DNA elektroforeskvalitet av agaros, Ɵ llsäƩ s 
Ɵ ll den spädda TBE-buff erten. Du behöver 10-12 ml per gel-
tank.

VIKTIGT: Använd inte vaƩ en för aƩ  göra agarosgelen. Joner-
na i TBE-buff ertlösningen behövs för aƩ  leda elektrisk ström. 

Finns inte med i diƩ  kit
• En elevguide på svenska
• En NCBE elektroforestank1

• En sex- eller fyrtandad kam Ɵ ll elektroforestanken1

• En mikropipeƩ 1

• Två elsladdar med krokodilklämmor1

• En 36 V transformator2 eller baƩ erier med en kombinerad 
spänning av 36V, t ex 4 x typ 6LR61 (9 volt)

• En sax för aƩ  klippa elektrodkolfi berduken
• En vaƩ enfast tuschpenna för aƩ  märka provrör och tanken
• Tillgång Ɵ ll en inkubator eller eƩ  vaƩ enbad som säƩ s på 

37°C

Noteringar
¹ Dessa fl ergångsarƟ klar kan beställas från NCBE som en Base 
Unit. Varje sådan enhet innehåller 8 geltankar, åƩ a fyrtandade 
kammar, åƩ a sextandade kammar och åƩ a mikropipeƩ er. La-
boraƟ onen kan uƞ öras med andra elektroforesapparater, men 
då kan volymerna av agaros, TBE-buff ert och andra reagens 
variera. Resultaten kan också skilja sig åt, eŌ ersom intensiteten 
av DNA-banden kommer aƩ  påverkas av den exakta storleken 
av brunnarna.

² En lämplig 36 V transformator kan köpas från NCBE. En så-
dan transformator kan köra åtminstone fyra NCBE geltankar.
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• Svart papper (åtminstone 50 mm breƩ ) aƩ  lägga under gel-
tanken så aƩ  brunnarna läƩ  kan ses

• DesƟ llerat eller avjoniserat vaƩ en för aƩ  rehydrera det tor-
kade lamda DNAt

• Skyddshandskar och skyddsglasögon (för aƩ  skydda huden 
och ögonen från DNA-färgämnet

• Kopia av dokumentet Protokoll och sammanfaƩ ning av en 
simulering av genscreening som delas ut Ɵ ll varje elev.

ANVÄNDNING AV REAGENSEN I DITT KIT

Tris-Borat-EDTA (TBE) buff ert
Den 10 x koncentrerade TBE-buff erten skall förvaras i rums-
temperatur. En volym av koncentratet skall spädas med nio 
volymer desƟ llerat eller avjoniserat vaƩ en före användning. 
För aƩ  undvika spädningsfel är det en bra aƩ  späda hela den 
mängd buff ert som fi nns i diƩ  kit.

Utspädd buff ertlösning kan förvaras mycket länge i kyl vid ca 
4°C i en försluten behållare. Under förvaringen kan det hända 
aƩ  kristaller av EDTA uppstår i lösningen av koncentratet. En 
liten mängd uƞ älld EDTA påverkar inte elektroforesen – fi ltrera 
bara bort kristallerna. Om en stor mängd kristaller uppståƩ  
behöver du en ny koncentrerad TBE-lösning.

Den spädda TBE-buff erten kan återanvändas tre Ɵ ll fyra 
gånger vid behov. Så småningom blir den ”tröƩ ” på grund av 
elektrolys och avdunstning och skall ersäƩ as med färsk lösning. 
Använd lösning kan spolas ner i vasken.

Agarosgelen
För aƩ  bereda agarosgelen så ska agarospulvret lösas i den 
utspädda (1x) TBE-buff erten. KoncentraƟ onen av agaros som 
behövs för aƩ  analysera lambda DNA-fragment är 0,8% (vikt/
volym). Lösningen måste kokas så aƩ  allt pulver löses, och aƩ  
klumpar inte syns när man håller upp lösningen mot ljuset. Det 
bästa säƩ et aƩ  bereda en agaroslösning är aƩ  värma den i en 
mikrovågsugn.

VIKTIGT: Värm inte en försluten behållare av agarosgel i en 
mikrovågsugn – den kan explodera! Skruva inte åt korken på 
fl askan, eller värm agaroslösningen i en bägare eller en fl aska 
som är försluten med plasƞ ilm som har gjorts små hål i så aƩ  
eventuell ånga kan lämna behållaren.

Notera också aƩ  varm, smält agaros kan stormkoka, och 
måste hanteras varsamt, speciellt precis eŌ er den har upphet-
tats i en mikrovågsugn, då den kan skumma över utan förvar-
ning.

Värmetåliga handskar skall användas när man hanterar 
behållare med varm smält gel.

Så snart agarosen har kokats kan agaroslösningen hållas smält 
i eƩ  vaƩ en bad på 55-60°C Ɵ lls du är redo aƩ  gjuta elektrofo-
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resgelerna. AlternaƟ vt så kan gelen hällas i en behållare som 
tex en fl aska med skruvkork Ɵ ll dess aƩ  den ska användas. 
Glasfl askor med vid öppning med plastlock är ideala, t ex 
Duran®-fl askor.

Till skillnad från agar ämnat som livsmedel, så växer inte mik-
roorganismer i agarosgel. Den kan därför förvaras i förslutna 
behållare under många månader i rumstemperatur. För aƩ  åter 
smälta gelen, använd eƩ  60°C vaƩ enbad eller en mikrovågs-
ugn.

Det är bra aƩ  göra iordning all agarosgel från eƩ  kit direkt is-
tället för aƩ  göra små volymer. Om man gör den i små volymer 
fi nns en risk aƩ  koncentraƟ onen blir fel vilket kan påverka både 
Ɵ den det tar aƩ  köra gelen och kvaliteten på resultatet.

Agarosgel är dyrbar. Skadad, oanvänd gel t ex från en gel 
som inte blev gjuten bra i tanken, kan återsmältas och gjutas 
igen. Man ska säkerställa aƩ  så lite avdunstning som möjligt 
sker från gelen när den återheƩ as eŌ ersom det ändrar aga-
roskoncentraƟ onen och minskar rörelsehasƟ gheten av DNA 
fragmenten i gelen. Återanvänd inte agaros som har använts 
för elektrofores.

Använd agarosgel är inte skadlig (under förutsäƩ ning aƩ  den 
enbart har färgats med Azur A färglösning). Den kan därför 
slängas med vanligt avfall.

Azur A färglösning
Den koncentrerade DNA-färgningslösningen består av 0,08% 
Azur A som löses i 40 % alkohol. Denna lösning är brandfarlig 
och får inte vara i närheten av öppna lågor eller andra brand-
farliga källor. Flaskan med färglösning ska vara försluten så aƩ  
lösningsmedlet inte dunstar.

Den koncentrerade och spädda färglösningen kan förvaras i 
rumstemperatur. Förvara den koncentrerade lösningen i drag-
skåp.

Många kemikalier som binder Ɵ ll DNA är mutagena därför aƩ  
de binder Ɵ ll dubbelhelixen som eƩ  extra par av baser som kan 
ge frameshiŌ  mutaƟ oner. Azur A och liknande färgämnen (som 
Azur B och metylenblåƩ ) tros binda reversibelt Ɵ ll utsidan av 
helix och är därför inga mutagener.

Den koncentrerade lösningen skall spädas före användning 
med lika stor volym av desƟ llerat eller avjoniserat vaƩ en. Vid 
denna koncentraƟ on är inte lösningen särskilt farlig, men det 
är ändå bra aƩ  förhindra stänk på huden och ögonen genom 
aƩ  använda skyddshandskar och skyddsglasögon.

Om lösningen exponeras för starkt solljus kan det minska 
färgningen. Den utspädda Azur A lösningen kan återanvändas 
fl era gånger. EŌ er många användningar kan färgförmågan avta 
eŌ ersom den gradvis späds ut med buff ertlösning från gelen. 
Med äldre Azur A lösning kan det bli nödvändigt aƩ  färga gelen 
under längre Ɵ d än de 4 minuter som rekommenderas i proto-
kollet.

Använd eller Azur A-lösning som inte längre ska användas ska 
spolas ner i vasken Ɵ llsammans med rikligt med vaƩ en. 
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DNA och restrikƟ onsenzymer, provrör och 
pipeƩ spetsar
Det DNA och de restrikƟ onsenzym som fi nns med i diƩ  kit är 
säkra för användning i skolor. Inga levande organismer används 
så det fi nns ingen anledning aƩ  följa strikta asepƟ ska tekniker. 
Renlighet är dock vikƟ gt för aƩ  förhindra korskontaminaƟ on 
och säkra bra resultat.

Torkat DNA och restrikƟ onsenzym MÅSTE förvaras vid rums-
temperatur Ɵ llsammans med kiselgel avfuktning i förpack-
ningen som fi nns med. Förpackningen skall vara ordentligt 
försluten för aƩ  förhindra aƩ  de torkade enzymen och DNA tar 
upp fukt från luŌ en. Under torra förhållanden kommer DNA 
och enzymer aƩ  vara stabila under många år.

Under inga förhållanden får förpackningen förvaras i kylskåp 
eller frys eŌ ersom kondens kommer aƩ  uppstå på insidan vil-
ket skadar torkat DNA och enzym.

Använda plaströr (polypropylen) och mikropipeƩ spetsar 
Ɵ llsammans med kvarvarande DNA eller enzymlösningar kan 
slängas i vanligt avfall.

Bromfenolblå laddningsfärg
När laddningsfärgen används som angivet så utgör den ingen 
fara. Den ska förvaras i rumstemperatur. Använd laddningsfärg 
kan spolas ner i vasken.

Kolfi berelektrodväv
Elektrodväven består huvudsakligen av specialbehandlad bom-
ull. Fibrerna som väven består av binds Ɵ llsammans med PVAc 
(polyvinylacetat) som också är känt som trälim eller skollim.

Väven kan avge små fi brer som kan orsaka hudirritaƟ on om 
du hanterar den oŌ a. Använd skyddshandskar om du tycker 
det är obehagligt aƩ  använda kolfi berväven. Fibrerna är för 
stora för aƩ  komma in i lungorna så det är inte nödvändigt aƩ  
använda skyddsmask. Fibrerna är lösliga i kroppsvätskor och är 
helt nedbrytningsbara.

Använd elektrodväv slängs i vanligt avfall.

ELEKTRISK SÄKERHET
NCBE gel elektroforesutrustningen designades för aƩ  kunna 
användas vid låga volƩ al (≤36 volt) från baƩ erier eller en trans-
formator liknande den som kan köpas från NCBE. Under inga 
omständigheter får deƩ a volƩ al överskridas, eŌ ersom elektri-
citeten inte är isolerad från användaren.

Allvarlig eller dödlig elektrisk chock 
kan uppstå om du kopplar utrust-
ningen direkt Ɵ ll vanligt eluƩ ag.
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FÖRBEREDELSE AV DNAͳPROVER
DeƩ a ska göras i förväg av lärare (eller assistent)

Simulering av eƩ  autosomalt recessivt Ɵ llstånd
Använd mikropipeƩ en för 25 µl och pipeƩ era de tre DNA-
blandningarna som visas i fi gurerna. Märk rören noggrant. Till-
säƩ  25 µl Ɵ ll varje rör. Kom ihåg aƩ  använda en ren pipeƩ spets 
för varje DNA-blandning för aƩ  undvika korskontaminering.

Rören kan frysas Ɵ ll dess de ska användas.

Orange lock – 1 plasmid Svart lock – 2 plasmider Lila lock – 3 plasmider
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Simulering av eƩ  könsbundet recessivt Ɵ llstånd
Använd mikropipeƩ en för 25 µl och pipeƩ era de tre DNA-
blandningarna som visas i fi gurerna. Märk rören noggrant. Till-
säƩ  25 µl Ɵ ll varje rör. Kom ihåg aƩ  använda en ren pipeƩ spets 
för varje DNA blandning för aƩ  undvika korskontaminering.

Rören kan frysas Ɵ ll dess de ska användas.

Orange lock – 1 plasmid Svart lock – 2 plasmider Lila lock – 3 plasmider
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FAMILJETRÄDET

Fyll i resultaten, dvs antalet band på gelen, i det här diagrammet.
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DNAͳSTEGE
En DNA-stege består av DNA-fragment 
upp Ɵ ll 12 000 bp. DNA-stegen laddas i en 
brunn i varje geltank så aƩ  storleken på 
provernas DNA kan jämföras med DNA-
fragment av känd storlek. Storleken på 
DNA-fragmenten anges i baspar (bp).

Laddningsfärgen med bromfenolblåƩ  
rör sig genom gelen som om den be-
stod av 300 bp. Stegen innehåller DNA-
fragment som är mindre än 300 bp, men 
dessa passerar ut ur gelens ända.

Med en sextandad kam – använd 2µg 
DNA-stege per brunn. Med en fyrtandad 
kam kommer du aƩ  behöva ungefär 3µg 
per brunn.  
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TIPS OCH FELSÖKNING

Användning av mikropipeƩ er
Studenters förmåga aƩ  pipeƩ era precisa volymer med en 
mikropipeƩ  ökar med erfarenhet. Det är därför en bra idé aƩ  
låta dem pröva föra över vätska färgad med t ex karamellfärg 
innan laboraƟ onen med dyrt DNA, enzymer och andra reagens 
säƩ s igång. Det fi nns några extra mikropipeƩ spetsar med i la-
boraƟ onens kit för deƩ a.

Ladda gelen
Man behöver vara stadig på handen för aƩ  ladda geler utan 
aƩ  skada gelen. Vill man kan man prakƟ sera genom aƩ  gjuta 
geler av billigare agar (använd 1 % lösning) i stället för agaros. 
Vid testet så kan man använda vaƩ en istället för buff ert över 
gelen. Tillräckligt mycket laddningsfärg fi nns i diƩ  kit för sådana 
försök. Övningsgeler kan tväƩ as och återanvändas fl era gånger. 
Notera: Agaros som är löst i utspädd TBE-buff ert, inte vaƩ en, 
måste användas för laboraƟ onen med DNA-prover.

Smälta agaros
Försäkra dig om aƩ  behållaren som du ska bereda agarosen i 
är ren. Små fl äckar av damm kommer inte aƩ  påverka hur ge-
len fungerar, men de kan vara lite störande för aƩ  se banden i 
gelen.

Enklast är aƩ  lösa och smälta agarosen i en mikrovågsugn. 
Det behövs mindre än en minut på full eff ekt (940 W) för 100 
ml gel. Behållaren (fl aska eller bägare) skall inte vara försluten, 
men ska täckas med plasƞ ilm som man har gjort eƩ  eller två 
små hål i. Skaka gellösningen eŌ er halva Ɵ den för aƩ  säker-
ställa aƩ  den mixas ordentligt.

DNA-band som är mycket svaga
Om det inte blir några färgade DNA-band eller om de är mycket 
svaga, (och du har utesluƟ t aƩ  DNA inte har laddats eller mix-
ats korrekt) kan det bero på felakƟ g användning av Azur A. Så 
snart du har applicerat Azur A färglösningen på gelen, häll av 
lösningen och tväƩ a av överfl ödet. Var noga med aƩ  inte läm-
na något vaƩ en på gelen. Det kan behövas aƩ  försikƟ gt föra en 
fi ngertopp över gelen för aƩ  ta bort små vaƩ endroppar. Den 
blå färgen som börjar binda i övre delen av gelen kan återlösa 
sig i eventuella små vaƩ endroppar på ovansidan av gelen vilket 
leder Ɵ ll aƩ  den inte passerar ner genom gelen för aƩ  färga 
DNA. 

Du ska under inga omständigheter försöka avfärga gelen. 
Färgmetoden med Azur A är speciellt utvecklad för aƩ  undvika 
behovet av avfärgning (som behövs vid användning av mety-
lenblåƩ ), Azur A färgning har också den fördelen aƩ  den inte 
bleknar på fl era månader Ɵ ll skillnad från geler färgade med 
metylenblåƩ .
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Korrosion av krokodilklämmor
Krokodilklämmorna vid anoden kommer sakta men säkert aƩ  
korrodera på grund av elektrolys. Det kan påverka färgen på 
buff erten och gelen, men påverkar inte elektroforesen. Graden 
av korrosion kan minskas genom aƩ  säkerställa aƩ  bara de två 
första tänderna på klämmorna är i kontakt med elektrodfi bern, 
vilket visas här:

Så småningom kommer du behöva ersäƩ a de korroderade kro-
kodilklämmorna. Guldpläterade krokodilklämmor korroderar 
inte. Det fi nns sådana aƩ  köpa för en relaƟ vt liten kostnad i 
vanliga aff ärer som säljer elektrisk utrustning och från företag 
som säljer utrustning Ɵ ll skolor.

Undersökning av den färgade gelen
DNA-banden syns tydligast om man håller gelen lite vinklad 
mot en välupplyst yta. En ljusbox är idealt, men om det inte 
fi nns en sådan kan man lägga eƩ  ark viƩ  papper på en over-
head projektor och ställa tankarna på den för observaƟ on. Fle-
ra förfaƩ are föreslår aƩ  gula eller orange fi lter ökar kontrasten 
mellan de färgade banden och bakgrunden. Det kan fungera 
om man ska ta fotografi er av banden, men fi ltren kan göra det 
svårare aƩ  se väldigt svaga band.

En förstorande lins kan vara användbar;  linser av en storlek 
som eƩ  kreditkort är ideala (säljs ibland Ɵ llsammans med at-
laser).

Om kontrasten mellan bakgrunden och DNA-banden är stark 
så kan man projicera en bild av gelen på en skärm med en 
overhead projektor.

Det fi nns inget DNA på gelen
En blank fi l på gelen eller eƩ  mycket svagt band indikerar pipet-
teringsfel. Det är vikƟ gt aƩ  DNA pipeƩ eras och blandas korrekt 
med restrikƟ onsenzymet och laddningsfärgen innan studen-
terna ska använda DNA-proverna. För aƩ  säkerställa aƩ  deƩ a 
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är gjort, dra allƟ d DNA-lösningen upp och ner i mikropipeƩ -
spetsen eƩ  par gånger.

Banden på gelen ligger mycket täƩ  Ɵ llsammans
Det fi nns fl era orsaker Ɵ ll deƩ a. Under förutsäƩ ning aƩ  buff er-
ten inte har dunstat för mycket medan gelen körs (vilket mins-
kar hasƟ gheten på elektroforesen), kan det bero på aƩ  koncen-
traƟ onen av agarosen är fel. Gör allƟ d mer gel än du behöver 
så aƩ  du säkerställer aƩ  koncentraƟ onen är korrekt.

Det blir en mycket stor skillnad mellan, låt säga 1% och 
0,8% agarosgel – enbart eƩ  litet fel vid uppvägning av en liten 
mängd agarospulver kan ge fel inom den procentsatsen. Den 
opƟ mala koncentraƟ onen av agaros ska vara 0,8% (vikt/volym) 
in den här laboraƟ onen.

Gelen tar för lång Ɵ d aƩ  köra
Vid 36 V kommer laddningsfärgen aƩ  röra sig ungefär 5 mm 
per Ɵ mma. Vid lägre spänning kommer laddningsfärgen aƩ  
röra sig långsammare. Om, eŌ er de första 10 minuterna, 
laddningsfärgen inte verkar röra sig och bubblor inte syns vid 
katoden, så kontrollera den elektriska kontakten mellan bat-
terierna och elektroden. Säkerställ aƩ  det fi nns Ɵ llräckligt med 
buff ert ovanpå gelen som täcker plastkanterna i närheten av  
vid varje ända av tanken, men inte så mycket aƩ  den största 
delen av strömmen går genom buff ertlösningen snarare än 
gelen. Tanken ska täckas med kammen för aƩ  reducera sådan 
avdunstning.
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RESULTAT

Könsberoende ärŌ lighet
Familjeträdet nedan visar ärŌ ligheten av en könsberoende 
recessesiv egenskap.

Familjeträdet har konstruerats så aƩ  det kan svara på frågan 
om ärŌ ligheten beror på en normal recessiv ärŌ lighet eller en 
könsberoende. Studenterna ska undersöka resultaten från gel-
elektroforesen och familjeträdet och dra slutsatser vilken sorts 
ärŌ lighet det handlar om. Denna uppgiŌ  är mer komplex än aƩ  
analysera en autosomal recessiv egenskap.

Resultat för en könsberoende egenskap
Figuren visar antalet förväntade DNA-band på elektroforesge-
lerna.
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RESULTAT

Autosomal recessiv ärŌ lighet
Familjeträdet nedan visar hur resultaten ser ut för en autoso-
mal recessiv egenskap. Flera saker tas upp när man diskuterar 
resultaten med studenterna:

Mamman (8) är homozygot för den dominanta allelen medan 
fadern (9) är homozygot för den recessiva allelen. Man kan 
därför förutspå aƩ  alla deras barn blir heterozygota.

12 och 13, som är heterozygota, producerar gameter (köns-
celler) som bär anƟ ngen dominanta eller recessiva alleler (i 
50:50 raƟ o). Barn från 12 och 13 visar bara två av de tre möj-
liga genotyperna för deƩ a locus. Det ska leda Ɵ ll en diskussion 
om sannolikhet och realitet (och undvika möjliga missförstånd 
aƩ  vart ł ärde barn måste bli en särskild genotyp om de tre 
Ɵ digare barnen var av en annan typ).

Det fi nns eƩ  avsiktligt problem inbyggt i analysen av gelerna. 
Individerna 5 och 6 har två barn, men eƩ  av dem följer inte 
den förväntade stamtavlan.

EŌ ersom modern Ɵ ll (6) är heterozygot och fadern (5) är 
homozygot för den dominanta allelen, så ger det en barnet 
(15) inga problem men barn (14) är oväntat homozygot för den 
recessiva allelen. Studenter brukar föreslå fl era möjliga förkla-
ringar:
• Barnet kan vara adopterat och föräldrarna är därför inte 

dess biologiska förälder
• Barnet kan komma från eƩ  Ɵ digare förhållande
• Det blev en förväxling i proverna och testen borde göras om
• Det uppstod en oväntad mutaƟ on (eŌ er lite eŌ ertanke bru-

kar studenterna komma på aƩ  det måste ha skeƩ  innan bild-
ningen av pappans spermier

• Slutligen kanske några studenter föreslår aƩ  mamman hade 
haŌ  en aff är med en okänd man.
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RESULTAT 

Autosomal recessiv egenskap
Figuren visar antalet DNA-band som förväntas på elektrofo-
resgelerna.
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