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Crime-Scene

Fredag 13.02.09 var det innbrudd pé& gateplan ved Hagskolen i Alesund.
En rute er knust og det er mye rot pa stedet. Politiet er tilbakeholdne med
informasjon, men bekrefter at de har tips om mulig motiv og
gjerningsperson. Ubekreftede kilder sier at det foregar topphemmelig
forskning ved Institutt for biologiske fag og det spekuleres i om dette var
malet for tyvene. Det er fra politiets side kalt inn spesial ekspertise til a
gijennomfare DNA analyse av spor som er funnet pa astedet.

Astedsbilder:

Institutt for biologiske fag (IBF) sine ansatte fglger &stedsgranskningen
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CSl-case (Crime-Scene-Investigation)
Restriksjonsenzym-kutting av DNA fra mistenkte
Gel-elektroforese av restriksjonsfragmentene for identifikasjon av mistenkt

"DNA-fingermerke blir nd brukt rutinemessig for & lgse forbrytelser. | de siste arene har
man ofte sett i nyhetene at forbrytelser, selv begatt ar tilbake i tid, har blitt lgst ved hjelp
av DNA-teknologi. DNA-teknologi har ogsa blitt brukt for & utelukke mistenkte fra en
forbrytelse. Disse analysene utfgres i hovedsak av Rettsmedisinsk institutt, som er et
institutt ved Universitetet i Oslo. Det vokser stadig opp nye bioteknologibedrifter som
utfarer slike analyser. Her ved Hggskolen er det to studieretninger som har bioteknologi
som fag; Bioingenigr og Marin Bioteknologi (ved Institutt for Biologiske Fag).”

HENSIKT:

Denne gvelsen skal demonstrere bruk av spesifikke endonukleaser (restriksjons-
enzymer) til kutting av DNA. Gelelektroforese skal benyttes for & separere DNA-
fragmentene etter storrelse og senere visualiseres de med en fargelgsning som heter
Fast Blast Stain. Qvelsen skal ogsd demonstrere hvordan teknikken kan fa fram et
DNA-fingermerke.

| denne gvelsen skal 6 ulike pragver av plasmid-DNA analyseres. En prgve er tatt fra en
hypotetisk "Crime-scene” (asted) og 5 av prevene er hentet fra sakalte "mistenkte”. De
"mistenkte” skal kuttes med to ulike restriksjonsenzym, EcoRI og Pstl.

TEORI:

Restriksjonsenzymer fungerer som molekyleere "sakser” som kutter spesifikke
basesekvenser pa DNA'et.

EcoRI gjenkjenner og kutter falgende:

Et restriksjonsenzym fester seg til DNA molekylet og jobber seg oppover helixen til det
finner den aktuelle basesekvensen (restriksjonssetet) og kutter DNA-traden der. Hvis
den samme basesekvensen gjentar seg pa DNA-traden, sa vil restriksjonsenzymene
ogsa kutte traden der. Dette gir mange ulike fragment, med ulik sterrelse.

Agarosegelen separerer DNA-fragmentene etter starrelse. DNA-fragmentene er
negativt ladd og vil vandre mot den positive polen i elektroforesekaret. Agarosegelen
bestar av et nettverk av polymerer som hindrer fragmentene i & vandre raskt gjiennom
gelen. Jo mindre et fragment er, jo raskere vil det vandre i gelen. S& de minste
fragmentene vandrer lengst og de lengste fragmentene kortest.
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Hver enkelt person har likheter og ulikheter i DNA sekvensen. Ved a kutte DNA'et med
restriksjonsensym, er det mulig a fa fram et unikt menster i agarosegelen for hver enkelt
person. Enkelte folkegrupper har mer lik DNA' sekvens enn andre grupper. Det er da
ikke like enkelt & bruke DNA' teknologi til & skille en person fra en annen.

DNA' materialet kan hentes fra blod, har, vev, saed etc. DNA' analysene kan ogsa
hentes fra tgrt materiale, som inntgrket blod, eller mumifisert vev.

Materialer:

1 Crime-scene-DNA

2 Mistenkt 1-DNA

3 Mistenkt 2-DNA

4. Mistenkt 3-DNA

5. Mistenkt 4-DNA

6 Mistenkt 5-DNA

7 EcoRI/Pstl, restriksjonsenzym-mix
8 Sterilt vann

9. Hindlll lambda digest (DNA)-markgrer, 0,2ug/pl
10. DNA sample loading dye

11.  Fast blast DNA stain, 500x%

12.  Fargede mikro test tubes

13.  Klare mikro test tubes

14. Agarose

15.  Elektroforesebuffer, 50xTAE

16.  Automatpipetter m/pipettespisser
17.  Elektroforeseutstyr

18. Vannbad eller inkubator pa 37°C
19.  Mikrosentrifuge
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FRAMGANGSMATE:

Bruk av automatpipetter
| denne gvelsen skal vi bruke automatpipetter, og vi skal pipettere veldig sméa volumer.
Dette krever en spesiell pipette-teknikk;

1. Innstill gnsket volum. NB: Ikke still inn et volum utenfor pipettens omrade. Det
kan gdelegge pipetten.

Sett pa pipettespiss. Trykk den fast med en liten vridning.

Trykk inn knappen til farste stopp.

Stikk pipettespissen ned i vaesken og sug langsomt inn.

Ta opp pipetten.

Se etter at den inneholder vaeske, og at det ikke henger vaeske pa utsiden.
Sett pipettespissen ned i reagensrgret. Hold det mot rgrveggen

Trykk knappen ned til andre stopp.

Ta ut pipetten. Se etter at veesken henger igjen i raret, og ikke henger igjen pa
pipettespissen.

Veeskedrapene i rgret sentrifugeres til bunns, blandes med "knipsing” og
sentrifugeres igjen.

©CONOORWN

—_—
©

1. Kutting med restriksjonsenzymer (enzym ma oppbevares pa is under hele
forsgket)

1. Grgnt rgr merkes CS (crime-scene)
Blatt rar merkes M1 (mistenkt 1)
Oransje rgr merkes M2 (mistenkt 2)
Lilla rgr merkes M3 (mistenkt 3)
Radt rer merkes M4 (mistenkt 4)
Gult rar merkes M5 (mistenkt 5)
NB! Merk ogsa rgrene med navnet ditt og dato.

-
SLe2Lezsye

2. Tilsett 10ul av hver DNA-prgve til hvert sitt tilhgrende rar. Bruk ny pipettespiss for
hvert rar for & unnga forurensning!!! Forsikre deg om at drapen ligger igjen i
bunnen av rgret!

3. Tilsett 10pl enzym-mix (merket ENZ) til hvert rer med DNA-prgve. Bruk ny
pipettespiss for hvert rar for & unnga forurensing! Tilsett enzymlgsning ned i
bunnen av rgret!

4. Lukk igjen lokket pa hvert rgr og bland ingrediensene ved a flikke pa raret. Sett
sa rgrene ned i en mikrosentrifuge og sentrifuger i 1 minutt.

5. Inkuber rgrene ved 37°C i 45 minutter.
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2. Stgping av agarose-gel 1 %

Agarose 044
TAE-buffer (1x) 40 ml
1. Smeltes i mikrobglgeovn.
2. Avkjales til 50 °C. (Hvis den ikke skal stapes med det samme kan den

oppbevares ved 60 °C).

3. Gel-trau tettes med autoklav-tape. Kam settes pa plass i gnsket posisjon.
Agarosen temmes opp i gel-trauet. La dette sta helt i ro til agarosen har stivnet.

3. Agarosegel-elektroforese

1. Fjern breannkammen. Fjern tapen. Fyll elektroforesekaret med 1x TAE-buffer.
Bufferen skal sa vidt dekke gelen. Pass pa at alle brennene er fylt med buffer.

2. Pravene tilsettes 5pl loading dye Igsning (merket LD). Spinn ned pr@gvene pa en
mikrosentrifuge.

3. Brgnn 1: Appliser 10ul DNA size marker
Brgnn 2: Appliser 20ul CS (grenn)
Bronn 3: Appliser 20ul M1 (bla)

Brgnn 4: Appliser 20ul M2 (orange)
Brgnn 5: Appliser 20ul M3 (lilla)
Brgnn 6: Appliser 20ul M4 (rad)
Brgnn 7: Appliser 20ul M5 (gul)

4. Sett pa lokket. Pass pa polariteten. DNA har negativ ladning, og skal bevege seg
mot +polen (rad pol).

5. Sett pa spenning 50 Volt til blafargen har vandret inn i gelen. @k sa spenningen
til 100 Volt.
6. La elektroforesen ga til blafargen har tilbakelagt ca 2/3 av gelen (ca en time, men

kan forkortes)

IS

. Farging av gel
Hell 120ml 100% Fast Blast stain i et kar (2 geler pr kar).

2. Ta gelen ut av elektroforesekaret (pass pa, den er glatt!), og legg gelen i karet
med fargelgsning. La den ligge i ca 2 min. Rgr pa karet hele tiden!

3. Vask med rennende, varmt vann i 1min.

4. Legg gelen i et kar med varmt springvann i 5 min. Rer pa karet underveis!

5. Bytt vann og gjenta trinn 4 en gang til.

6. Fotografer gelen
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JOURNAL:

Mal vandringslengden for de forskjellige fragmentene. Sammenlign med "Crime-scene-

DNA”, og bestem hvem av de mistenkte som er den skyldige.

(Hvis vandringslengden framstilles mot logaritmen til molekylstarrelsen, skal det gi en
tilnaermet lineaer invers sammenheng).
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