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Mangfaldigande av
manskligt mitokondrie-DNA

Syfte

Med denna procedur kan du mangfaldiga ett 460 baspar langt
stycke DNA, som finns i kontrollregion av mitokondriens DNA. Man
kan gora detta med hjalp av tre vattenbad eller en PCR-maskin,
om man har tillgéng till en sddan. Efter att DNA &r mangfaldigat,
kors det pa en elektroforesgel.

Observera: Denna laboration har modifierats efter ett protokoll,
som har utvecklats vid Dolan DNA Learning Center vid Cold
Spring Harbor Laboratory. Ytterligare detaljer kan hamtas frén
DNA Learning Centers hemsida:
http://vector.cshl.org/geneticorigins

Utrustning och material

Behov per person eller grupp

For DNA-extraktion och fér PCR

e Isoton sportdryck, 3-5 ml (apelsinsmak fungerar bra,
eftersom
den fargar de extraherade cellerna s att det ar lattare att
se)

e Ren, engangsmugg (papper eller plast)

e  Steril engangsspruta (1 ml, utan nal)

e  Chelex-massa 500pl (10% i 50 mM Tri-buffert, pH 11)

e Primrar, 5 pl av vardera (i Cresylrott “loading dye” — Se sid 9):
5-TTAACTCCACCATTAGCACC-3'

5'-GAGGATGGTGGTCAAGGGAC-
3

e  Fardiggjord PCR-mix, som innehaller buffrad dNTPs, Taq
polymeras och MgCl. (t. ex. Amersham-Pharmacia ‘Ready-to-
go’ kulor)

e  Sterilt eller avjoniserat vatten, 10 pl

o  Mikrocentrifugror 2 st (1.5 ml)

e  Mikropipetter for 5-40 pl

e  Spetsar till mikropipetterna

e Mineralolja (behdvs endast om du anvander en PCR-
maskin utan uppvarmbart lock)
e PCR-maskin

eller...Fér manuell cykling

e Vattenbad, 3 st (som haller temperaturer pa 94, 55 och 72°C).

e  Flytblock fér mikrocentrifugréren
e  Stoppur

For elektroforesen

e Agaroslosning, (1,5% i TBE buffert. Den kan sméaltas i
en mikrovagsugn och sedan hallas flytande i ett vatten
bad pa 55-60°C.)
e  TBE-buffert
e Azur A l6sning, till fargning av gelen (0,04% i 20% etanol)
o  Mikropipetter, 5—40 pl
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Fig.5

Pipettspetsar

Gelelektroforesutrustning och spanningsaggregat

EJ HELT NODVANDIGT: 1 kb DNA stege, 20 pl i TE
buffert (innehallande 1 mg DNA)

eller 20 ml Lambda DNA (innehallande 2 pg DNA) klyvt
med Hind IIl.

Du behéver ocksé

Spritpenna, fin spets, permanent

Ufférandet
A Isolering av mitokondrie DNA

1 Skolj munnen under 60-90 sekunder med den isotona

sportdrycken. Skrapa forsiktigt loss celler frAin munnens
insidor med hjalp av tdnderna, medan du skoljer. Munceller,
som innehaller mitokondrier kommer d& art skoljas ner i drycken.

Eftersom drycken ar isoton forhindras art cellerna sprangs (lyseras).

2 Spotta ut drycken med saliv och munceller i engdngsmuggen.
3 Mat upp 1 ml av drycken, som nu innehaller munceller, med

hjalp av en steril spruta och for éver detta till ett centrifug
rér. Var noga med att se till at du far med celler frdn muggens
botten och férsok att undvika att fa med skum fran saliven.

Fig. 3
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Centrifugera under 5 minuter vid 13 000 rpm. OBS! Kontrollera
att centrifugen ar balanserad Innan du startar den!

Hall bort supernatanten i den bagare du har for avfall. Gor
detta med en snart. En pellet med celler, som finns i botten av
roret, skall da stanna kvar. Om du inte har n&gon pellet, sa har
du férmodligen fatt med for mycket sal iv och alltfor fa celler.
Upprepa momenten 3, 4 och 5 tills du far en klart synlig pellet.

6 Lat roret st upp och nervant pa en bit filtrer- eller

hushallspapper, sa att det mesta av vatskan sugs bort. Lite
vatska kommer dock att finnas kvar i réret. Papperet skall sedan
kastas i avfallet som desinfekteras.
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Tillsatt 0.5 ml Chelex-blandning till pelleten. Forsékra dig
om att Chelex-kulorna ar ordentligt uppskakade i bufferten,
nar du tillsatter blandningen. Obs: Chelex-kulorna I8ser sig inte
i bufferten.

Knacka roret i bordet och skaka det ordentligt, s& att cellerna
blandas ordentligt i Chelexen. Detta kan vara svart, men ar
mycket viktigt. Har du tillgang till en Vortex-apparat s ar det
ett utmarkt hjalpmedel. Chelexen adsorberar de fororeningar
som kan stdra PCR.

Satt pa locket mycket noga sa att det inte 6ppnas. Satt darefter
roret i ett kokande vatten bad under 10 minuter. OBS! Var
forsiktig sa du inte branner dig. Varmen gor att muncellerna
lyserar (sprangs) och slapper ut sitt innehall.

A _ 7

Tag upp roren ur vattenbadet och centrifugera dem under 1
minut vid 13 000 rpm. OBS! Kontrollera att centrifugen ar
balanserad! Detta gor att Chelex kulor och celldelar, inklusive
karn-DNA hamnar pa botten av roret. Det relativt latta
mitokondri-DNA (mtDNA) kommer att hamnar i supernatanten.

For dver 40 ul av supernatanten i ett rent och markt mikro-
centrifugrér. Detta ar ditt DNA prov, som skall mangfaldigas
genom PCR.

Forvara DNA provet pa is eller i en frys tills nasta steg dvs PCR,
skall startas.

Fig. 12
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B Mangfaldigande av mtDNA

13 Tag ett ror som innehaller de fardigblandade PCR reagensen. Tillsatt
5 pl av din mtDNA [6sning. Tillsétt 5 pl av vardera primerlosning.
Anvand ny pipettspets vid varje pipettering. Tills&tt slutligen 10 pl
sterilt, destillerat vatten, vilket ger en totalvolym pé 25 pl.

14 Skaka réret och blanda innehallet snabbt men ordentligt bl a
genom att knacka pa rérets botten med ditt finger. Knacka déarefter
ordentligt med réret pa bordet, s att alla sma droppar som finns
pa rorets vaggar ater rinner ner till botten av roret. Forsakra dig
om att locket ar ordentligt pasatt, eftersom uppvarmningen i
nasta steg annars kan orsaka att det 6ppnas. Obs: Vanligen placerar
man en droppe mineralolja ovanpa PCR reagensen, sa art det inte
sker n&gon avdunstning. Om du anvander en PCR maskin med ett
uppvarmningsbart lock behdvs ingen oljedroppe. Du behdver inte
heller nagon olja om du utfér en manuell cykling (med vattenbad),
eftersom den vatska som kondenseras pa rorets lock, brukar rinna
ner i roret igen, nar roret flyttas mellan vattenbaden.

15 Mark locket pa ditt ror med en vattenfast tuschpenna.

Fig. 13 y Fig. 14
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16 Forvara ditt material p& is eller i en frys tills det skalll
mangfaldigas.

17 i. Anvandning av PCR apparat
Programmera PCR apparaten pa foljande satt:

Program 1 (1 cykel)
94°C under 2 minuter

Program 2 (30 cykler)
Steg 1 (denaturering) 94°C under 30 sekunder
Steg 2 (sammansmaltning) 55°C under 30 sekunder
Steg 3 (duplicering) 72°C under 30 sekunder
Program 3 (1 cykel)
72°C under 5 minuter, darefter skall det hallas vid 4°C

-

94 °C under 30 sekunder

v

30 A 55 °C under 30 sekunder

)

72 °C under 30 sekunder

S
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ii. Manuell cykling

a Satt reaktionsroret i ett stall. Lat stallet flyta i det 94°C
vattenbadet under exakt 30 sekunder. Lamna inte roret i
vattenbadet for lange, for da kan Taq polymeraset skadas.
OBS! Var forsiktig, sa att du inte branner fingrarnal

b For over roret samt stallet till vattenbadet som héller 55°C
och lat det vara dar exakt 30 sekunder.

¢ For slutligen over roret samt stall till vattenbadet som
haller 72°C och Iat det vara dar exakt 30 sekunder.

d Upprepa steg a—c sa att 30 cykler utférs. (Om tiden medger
utfors 35 cykler, eftersom detta ger battre resultat).

e Hall slutligen réret i det 72°C vattenbadet under exakt 5
minuter. Detta gor att allt DNA blir dubbelstrangat igen.

Fig. 17ii /\\vi‘a

C Elektrofores av mtDNA

18 Gjut en elektroforesgel.

19 Satt 10 pl av den mangfaldigade DNA losningen (som innehaller
Cresyl R6tt 'loading dye’) till en eller tva av gelens brunnar.

20 Eventuellt kan man sétta 10 pl av en 1 kb DNA stege, som ar
innehaller Cresyl Rétt "loading dye’, till ytterligare en brunn.
Denna innehaller DNA fragment av kand storlek (en molekylar
linjal), som det mangfaldigade DNA:t kan jamféras med.

OBS! Ett alternativ till denna stege ar att anvanda Lambda DNA, som
ar kluvet med restriktionsenzymet Hind Ill.

TE i Fig. 19 Fig. 20
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21 Utfor elektroforesen tills loading dye nar ~10 mm fran kanten

av gelen (detta kan ta flera timmar; exakta tiden beror pa den
spanning man anvander sig av).

22 Sla av spanningsaggregatet och farga gelen med Azur A l6sning

under exakt 4 minuter.

23 Hall av fargen, och lat de fargade DNA banden fram kallas.

Fig. 21 Fig. 22

Beroende pa gelens tjocklek kan detta ta mellan 20minuter och
upp till 6 timmar. Det mangfaldigade DNA bandet syns alldeles
bakom det rédfargade bandet av 'loading dye’. Efter flera timmar
kommer Azur A att diffundera genom gelen, sa att DNA bandet
kan ses tydligare.

Obs: Ett svag band kan ocksa vara synligt vid andan av gelen.
Detta orsakas av att primrar ocksd mangfaldigas under processen
(detta kallas ‘primer dimer’)

Fig. 23

Azur A
ror sig genom
gelen och fargar
DNA

Sakerhet

Gott laboratorleupptradande

Foljande sakerhetsregler skall foljas for att minimera riskerna att
allvarliga sjukdomar skall spridas:

Tag inte med prover hemifran eller frAn en okand kalla;

Tag inte prov fr&n nagon som &r sjuk eller som man vet har en
smittsam sjukdom;

Alla skall bara lampliga skyddsklader t.ex. gummi- eller
plasthandskar, skyddsglasdgon och skyddsrock eller forklade;

Supernatanter och prov kan spolas ut genom laboratoriets
vanliga avlopp;

Alla skall tvatta handerna i slutet av laborationen;

Forvara inte prover i en kyl eller i en frys, som anvands att
férvara mat i.

Hanterande av prover

'Muntvattmetoden’, som anvands for att isolera DNA ger flytande
avfall; risken att sprida smittsamma sjukdomar &r mycket mindre
an vid hosta och snuva. Vidare minimeras risken att sprida smitta
genom féljande:

www.bioscience-explained.org

Varje laborant arbetar endast med sitt eget prov;

Provet steriliseras genom att det upphettas till kokning under 10
minuter;

Laborationen innehaller inte ndgot moment dar man odlar upp
provet, som skulle kunna géra att patogener vaxer;
Prov och plastmateriel kastas efter experimentet.
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Vattenbad

Var forsiktig vid hanterandet av det kokande vattenbadet.
Det kan vara nddvandigt att anvanda pincetter for att lyfta
centrifugrorsstallet fran vattnet och ocksa att anvanda
skyddshandskar.

Agarosgel

Smalt agaros méste handhas med forsiktighet, eftersom det kan
astadkomma brannskador om man far det pa huden.

Etiska forhallningssatt

Samtycke och fortroende

Vid denna laboration kan frdgor angdende anvandningen av
personliga genetiska data stéllas. Till exempel:

e Vad anvands mitt DNA prov till?
e  Séager min DNA typ ndgot om mitt liv eller om min halsa?

Ett manskligt DNA prov skall endast gbras om eleven ger sitt
samtycke och han/hon forstar avsikten med forsoket. Laborationen
skall alltsa forklaras innan den utfors och deltagarna skall ha
majlighet att avsta fran laborationen. Larare kanske vill att foraldrar
ger ett skriftligt godkannande, om eleven &r under 18 ar.

DNA proven far endast anvandas i det syfte som uppgetts. Alltsa
skall DNA proven kastas efter laborationens slut. (Muncellsprov ar
inte heller stabila vid lagring under langre tid.)

Alla elevernas mtDNA kommer att ge identiska monster pa
elektroforesgelen - vid laborationen framkommer darfor inte heller
nagra personliga data.

Appendix

Forberedelser

Om vatten bad anvands vid manuell cykling, s& maste de vara
forvarmda. Det &r ibland svart att halla temperaturer nara
kokning (vissa typer varmer inte vattnet till denna hoga
temperatur). Ett alternativ kan da vara att anvanda en bagare
med kokande vatten. Var d& noga med, att inte 6verhetta
reaktanterna, eftersom detta kan resultera i att Tag-
polymerasets aktivitet forstors eller reduceras. God organisation
(dvs, en elev kontrollerar tiden, medan de andra for dver réren
mellan vattenbaden) ar nddvandig for att lyckas med manuell
cykling.

Tidsplan

Denna aktivitet tar omkring 90 minuter, plus preparation, kdrning
av elektroforesen samt fargning av gelerna. Man kan forvara PCR-
produkten i en frys och kora elektroforesen vid senare tillfalle.

Agarosgeler kan gjutas medan DNA provet mangfaldigas i PCR
apparaten.

www.bioscience-explained.ora 7 COPYRIGHT
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Felsokning

Det &r inte tillradligt att ata eller dricka under &tminstone en timme
innan man skall isolera mtDNA, eftersom detta kan gora att man
forlorar manga losa celler frAn munslemhinnan.

Det kan ocksa vara bra att svélja en gang innan man bérjar
munskdljningen, s& att man blir av med 6verskottssaliv i
preparationen.

Ytterligare undersodkningar

Tyvarr ar det mycket lite man kan vinna pa att andra i
ovanstaende protokoll. De flesta variationer (t.ex. &ndring av
vattenbadens temperatur eller &ndring av tider) kommer troligen
bara att resultera i misslyckade mtDNA mangfaldiganden eller i ett
icke specifik mangfaldigande (primers kan d& binda vid felaktiga
positioner — detta syns da som en DNA-smet i stéllet for

ett distinkt band pé gelen). Eftersom materialet till denna typ

av laboration &r relativt dyrt, sa ar troligen ocksa ett fritt
experimenterande utanfor laborationens ramar inte
genomforbart i en skola.

Det finns emellertid numera relativt billiga PCR preparationer
tillgangliga (med det menas; olika blandningar av dNTPs, Taq
polymeras och MgCly). En jamférelse mellan dessa kan vara
av intresse for vissa skolor.

Avfallshantering och atercykling av material

Munprover och plastmaterial som &r kontaminerat med saliv etc
skall forst laggas i en 16sning med lampligt desinfektionsmedel.
Plastforemal bor sedan tvéttas innan de kastas — pipettspetsar och
centrifugrér som ar gjorda av polypropylen kan atervinnas men bor
inte ateranvandas.

All 6vrig utrustning kan kastas bland vanliga sopor.

Forvaring av material

Tillverkarnas eller aterforséljarnas instruktioner skall féljas.
Mangfaldigat DNA kan forvaras fruset vid -20°C under flera veckor,
men bryts ner vid alltfér 1&ng forvaring.

Ytterligare lasning

Mullis, K.B. (1990) The unusual origin of the polymerase chain
reaction. Scientific American 262 (, 36—43.

Making PCR. A story of biotechnology by Paul Rabinow (1996) The
University of Chicago Press, Chicago. ISBN: 0 226 70147 6.

Historical study of the development of the PCR.

Willmott, C. (1998) An introduction to the polymerase chain
reaction. School Science Review 80 () 49-54.

Betsch, D. and Berard, J. 1999 D1S80 PCR with the $25 thermal
cycler. Biochemical Education 27 (1) 45-47.

The seven daughters of Eve by Bryan Sykes (2002) Corgi, London.
ISBN: 05 5214 876 8. Popular account of the use of mitochondrial
DNA in anthropology.
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Webb sidor

Making PCR. Key documents describing the development of PCR.
http://sunsite. berkeley.edu/pcr

Cold Spring Harbor Laboratory’s Dolan DNA Learning Center
Animated simulations of PCR, cycle sequencing etc.
http://vector.cshl.org

More information about PCR can be obtained from the Weizmann
Institute’s authoritative BioGuide:
http://bicinformatics.weizmann.ac.il/mb/bioguide/pcr/
contents.html

Primer preparation

Mitokondrie DNA primer/’Loading dye’ mix
Blir tillr&ckligt for 50 PCR reaktioner.
Kan forvaras fruset i upp till ett ar.

645 pl av sterilt, destillerat vatten

60 pl av Cresyl Red loading dye
10 pl av primer [15 pmol/ul]

Vortexa ovanstaende ingredienser sa att de blandas val.

OBS: Det ar ndédvandigt att justera dessa volymer for
primers som kommer | en concentration annan an 15
pmol/pl.

Mitokondrie DNA kontroll regionens primer sekvenser
5'-TTAACTCCACCATTAGCACC-3'

5'-GAG GATG GTG GTCAAG G GAC-3'
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For gelelektroforesen

TBE (Tris-Borat-EDTA)
buffert, pH 8.5

Denna buffert anvands
till agarosgeler och som
elektroforesbuffert

Receptet ger 1 1 av en
koncentration som skall spadas
10x innan anvandning

Kan forvaras under obegransad tid
vid rumstemperatur

1 g natriumhydroxid

108 g Tris (hydroxymetyl)
aminometan (Tris-bas)

55 g Borsyra

7.4 g Etylendiamintetraattiksyra
(EDTA, dinatriumsalt)

Ror ner ovanstaende kemikalier i
700 ml avjoniserat eller destillerat
vatten. R6r om sd att det loses.
Fyll darefter pA med avjoniserat
eller destillerat vatten till
totalvolym 1 I. Observera: Denna
|6sning &r koncentrerad och skall
spadas med 9 volymer vatten
innan den anvands.

Cresyl red
'loading dye’

Anvands till att ladda DNA
fragment i elektrofores gelen

Blir 50 ml
Forvaras vid rumstemperatur
0.1 g cresyl red
17 g sackaros
50 ml sterilt destillerat vatten

Blanda ovanstaende ingredienser.
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Agaros gel

Anvands till separation av sma fragment av nukleinsyror

Receptet ger 100 ml 1.5 % agaroslosning
Kan férvaras under obegrénsad tid vid rumstemperatur

1.5 g DNA elektrofores-grade agaros
100 ml TBE buffert (1x)

Satt agarospulvret till TBE bufferten. Varm i kokande vattenbad
eller i mikrovagsugn sa att agarosen loser sig. Mindre an 1 minut
vid 940 W effekt ar tillrackligt for att smalta 100 ml agarosgel.
Det karl som anvands for den smalta agarosen far inte vara
forslutet, men latt tackt av en plastfilm, som man har gjort ett
eller ett par sma hal i. Skaka forsiktigt pa karlet nar man varmt
ungefar halva tiden, sa att agarosen &ar val blandad. Tills&tt
destillerat vatten som ersattning for det som avdunstat. Smalt
agaros kan forvaras i detta tillstand i ett vattenbad pa 55-60 °C.
Kontrollerar att agaroslésningen ar val blandad innan gelen
gjutes.

FORSIKTIGHET!

Varm, smalt agaros kan skalla huden och maste darfor hanteras
med forsiktighet. Det kan vara bra att lata agarosen kylas av négot,
sd att den &r latt att hantera, innan man gjuter gelerna.

Azur A

Farglésning for nukleinsyror

Receptet ger 50 ml av 2x anvandarkoncentrationen
Kan forvaras under obegrénsad tid vid rumstemperatur

0.08 g Azur A
50 ml etanol (40% etanol i vattenlosning)

Tillsatt Azur A i fast form till 50 ml 40% etanol. R6r om s att det
loses.

FORSIKTIGHET!

Den koncentrerade DNA fargen kan latt antandas och far inte
stallas i narheten av en 6ppen laga eller pa annan plats dar det
finns risk for gnistbildning. Fargflaskan maste vara forsluten for att
forhindra avdunstning. Nar man spatt ut farglésningen till den
koncentration som anvands vid fargning (dvs 0.04 % i 20 %
etanol), finns det inte langre n&gon risk fér antandning, men man
skall givetvis vara forsiktig s& att man inte stanker farglosning i
6gon eller pa hud. Anvand darfor skyddshandskar och
skyddsglaségon. Anvand farg kan spadas ut med vatten och
spolas ner i avloppet.
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