HVEM ER MORDEREN ?

LoS GADEN VED HJALP AF DNA FINGERPRINTING.

Denne gvelse er baseret pa gvelseskittet: DNA Fingerprinting fra firmaet Bio-Rad Laboratories.
@velsen er en meget simplificeret model for en retsgenetisk DNA-metode til at identificere en et

individ ud fra en stgrre population.
@velsen legger op til en gennemgang af DNAs struktur, kemi, opbygning og funktion. Endvidere er
gvelsen relevant i forbindelse med enzymer, separationsmetoder, elektroforese, visualisering og
bioteknologiske metoder generelt.

Ovelsen bestar af 3 trin:

1. Forberedelse af DNA og skaering med restriktionsenzym

[ Rehydrate DNA samples and restriction enzymes J
Crime Suspects DNA size
Scone 1 2 3 4 5 standard
e W i I -
= Obtain samples
of DNA from
- crime scene
and 5 suspects,
and include DNA
size standard
LAt
- =
1 Digest DNA
2 samples with
(EcoRl / Pstl)
restriction
| enzyme mix
[ Incubate at 37°C for 45 minutes or overnight at room temperature ]
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2. Stebning af agarosegel, DNA forberedelse og pasatning pa gelen,
gelelektroforese og farvning

| Add loading dye to all digested DNA samples |
RN VP
Load digested DNA
samples and DNA
size standard
onto agarose gels

Electrophorese DNA
| voits for 30 minutes
Monitor migration
of loading dyes
Stain gels with
Bio-Safe DNA stain =
3. Affarvning og analyse af gelen
| Destain gels with water ]
[ Match crime scene DNA with suspect’'s DNA. Who done it? ]

Construct a standard curve using DNA size standards.
Determine size of unknown fragments in DNA samples

— s
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FORSOGSVEJLEDNING

Materialer:

DNA Fingerprinting Kit, Bio-Rad Laboratories 166-0007EDU
Gelelektroforeseapparat med strgmforsyning (100V/100mA)

Micropipetter med spidser

Herudover eventuelt:

Centrifuge til microcentrifugergr

Vandbad
Microbglgeoven

Protocol:

Forberedelse af DNA og skaring med restriktionsenzym

1. Rgret med restriktionsenzym anbringes i et isbad

2. M@rk én af hver af de farvede microcentrifugergr (E-rgr):

Grogn: P
Bla: M1
Orange: M2
Violet: M3
Rad: M4
Gul: M5

= prgve fra gerningsstedet

mistenkt nummer 1
mistenkt nummer 2
mistenkt nummer 3
mistenkt nummer 4
mistenkt nummer 5

3. M&rk endvidere rgrene med navn og dato, placer rgrene i et skumplast stativ

4. Overfgr 10uL af hver DNA stamoplg@sning til de korresponderende farvede E-rgr, brug en
ny spids hver gang, og placer draben pa bunden af rgret.

5. Tils®t 10 pL restriktionsenzym til hvert rgr, husk en ny spids hver gang.

6. Luk rgrene og bland indholdet ved at knipse let til bunden af rgret. Blandingen i rgret kan
nu samles 1 bunden af rgret ved centrifugering eller ved at banke rgret let mod

bordoverfladen.

7. Placer rgrene 1 1 skumplaststativet og inkuber prgverne 45 min. i 37°C varmt vandbad
eller natten over ved stuetemperatur

8. Herefter kan prgverne opbevares pa is eller i kgleskab.

Stobning af agarosegel, DNA forberedelse og pasatning pa gelen,
gelelektroforese og farvning

1. Efter restriktionsskering af de 6 DNA-prgver samles rgrenes indhold pa bunden af rgrene
ved centrifugering eller ved at banke rgret let mod bordoverfladen.
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2. Tilszt 5 uL farveblanding (LD) til hvert rgr, husk ny spids hver gang.

3. Luk rgrene, bland og saml prgven pa rgrets bund som fgr.

4. Stgb en 1% agarosegel og gar elektroforesekarret klar (se Agarose-gelelektroforese:
Adskillelse af DNA-fragmenter)

5. Overfgr nedenstaende volumner af DNA-prgverne til hver sin brgnd i gelen, husk en ny
spids til hver prgve.

Brgnd 1: M, DNA stgrrelsesmarkgr, 10uL
Brgnd 2: P, gren, 20uL
Brend 3: M1, bla, 20uL
Bregnd 4, M2, orange, 20uL
Brend 5, M3, violet, 20uL
Breognd 6, M4, red, 20uL
Brgnd 7, M5, gul, 20uL

6. Szt laget pa elektroforesekarret og forbind ledningerne til strgmforsyningen.
7. Tend for stremforsyningen og kgr elektroforesen 30 min ved 100 V

8. Nar den bla farvestribe er naet enden af gelen sluk for strgmforsyningen og tag laget af
elektroforeseapparatet. Tag forsigtigt gelbakken med gelen op og overfgr gelen til et farve
kar.

9. Hzeld farve over gelen til gelen er dekket. Laeg lag pa farvekarret. Gelen skal farve 2 min.

Herefter analyse af resultatet

1. Held gelfarven i en flaske, den kan genbruges. Flyt gelen til et stgrre vaskekar, vask med
40 — 55°C vandhanevand i 10 sek. Affarv to gange 5 min med varm vandhanevand under
omrystning.

2. Held vandet veek og opmal din gel. Gelerne kan fotograferes eller tgrres.
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