KRIMINALDETEKTIVEN
GERNINGSSTEDETS GADE

PCR

Elevvejledning

PCR trin for trin

PCR involverer en r&kke gentagne cykler, der hver bestér af folgende tre trin:
Denaturering, primer pas@tning og forlengelse af den padhaftede primer ved hjelp af
Tag DNA-polymerase.

For selve DNA amplifikationen pabegyndes, klargeres de prover af genetisk
materiale, som skal undersgges, dvs. fra hhv. gerningsstedet og de mistenkte

Derefter blandes skabelon DNA, primers (oligonucleotider), termostabil DNA-
polymerase (7aq), de fire baser (T, A, G og C) og reaktionsbuffer i et
mikrocentrifugerer. Mikrocentrifugereret placeres i termocykleren, eller de
nedvendige vandbade klargores.

Termocykleren indeholder en aluminiumsblok, hvori preverne placeres. Denne
aluminiumsblok kan lynhurtigt afkeles og opvarmes til meget forskellige
temperaturer. Dette kaldes termalcykling.

I en cyklus opvarmes forst til 94 °C, hvorved DNA-strengene vil denaturere eller
adskilles. Dette kaldes denatureringstrinnet.

Derefter afkeles lynhurtigt til 60 °C, hvorved primeren bindes til de enkelte skabelon-
DNA-strenge. Dette kaldes vedhaftningstrinnet. De to oprindelige DNA-strenge vil
eventuelt samle sig igen eller konkurrere med primerens komplementare
bindingssteder. Men der tilsattes i dette forseg sa megen primer, at den originale
DNA-streng “udkonkurreres”.

Til sidst opvarmes til 72 °C, hvorved Tag DNA polymerase forlenger de
komplementare DNA strenge med start fra primeren, og den endelige feerdige kopi af
DNA-dobbeltstrengen kan dannes. Dette trin kaldes forlengelsestrinnet.

Taq polymerasen arbejder mest effektiv ved 72°C, hvorfor det er vigtigt at ramme
precis denne temperatur.

En cyklus = denaturering + vedhaftning + forleengelse

De to nye st dobbeltstrenget DNA, der er dannet nu, danner dernest udgangspunkt
for neeste cyklus, og pa denne made mangedobles DNA-strengeantallet efterhdnden.
Ved 40 cykler dannes der eksempelvis over en milliard kopier af det originale DNA
stykke.
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Normalt keres der 40 cykler. Ved hver cyklus fordobles antallet af DNA-strenge.
Efter 40 cykler vil der séledes vaere 1,1x10'* ekstra kopier af den oprindelige stump
DNA.

PCR laver DNA med eksakte leengder og sekvenser. I den forste cyklus vedheftes de
to primere til DNA-udgangsmaterialet i hver sin ende pa de to komplementare
strenge. Efter den forste fuldendte cyklus er der dannet to nye strenge, der er kortere
end det oprindelige DNA, men leengere end det specifikke DNA-stykke, som man
onsker at mangedoble. Forst efter 3. cyklus er man oppe pa fuld lengde.

Nér man séledes har fiet den preecise leengde pa DNA, pabegyndes den eksponentielle
fordobling ved de naeste cykler(X", hvor X er antallet af udgangsmaterialet og n er
antallet af cykler). Der vil altid vare et sat originalt udgangs-DNA-materiale, som
ikke er fuldt kopieret. Dette betyder dog ikke noget, ndr der kores et tilstrekkeligt
antal cykler.

Hvad skal vi bruge?

Materialer:

Isbad med DNA allel-stige, mastermix og primere (MMP, bla)
DNA fra gerningsstedet og de mistenkte

PCR-ror (med skrueldg hvis der skal laves manuel termalcykling)
PCR adaptorer (mikrocentrifugerer uden 1ag)

Skumholder

Mzarkepen
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Mikropipette 2-20uL 1 O
Spidser til mikropipetten — med aerosolbarriere 1 @ske o

Fremgangsméide ved forste del:

1
Mark de udleverede PCR-ror med hhv. CS, A, B, C
og D samt dine initialer. @ﬁ

2
Stil rerene pd is under hele forberedelsen

3

Overfor 20uL DNA fra de udleverede
mikrocentrifugerer til de respektive PCR-ror.
Folg skemaet.

Fx overfores 20uL fra GS-mikrocentrifugereret
til dit GS-merkede PCR-ror.

Vigtigt: Skift pipettespids hver gang du
arbejder med et nyt reor.

4

Overfor derefter 20uL. mastermix (MMP) til hvert
PCR-ror.

Brug pipetten til at blande med ved at suge op og
ned et par gange.

Vigtigt: Skift pipettespids hver gang du arbejder
med et nyt ror.

Luk rerene.

Indholdet i PCR-rorene skulle nu gerne vzere blit

5
Stil de lukkede PCR-ror i hver sin adaptor. \\/

6
Start PCR-maskinen (eller den manuelle termalcykling).

Hvad skal vi bruge ved anden forsegsgang:

Materialer:
3 % agarosegel 1 O
PCR-prover fra forrige forsegsgang 5 O

TAE elektroforesebuffer (1x konc.) 350 mL O



Orange G loading dye 60uL i

Allel-stige (orange veske) 25ul O
Mikropipette 2-20uL 1 O
Spidser med aerosolbarriere til mikropipetten 1 @ske o
Gelelektroforeseudstyr O
Stremforsyning O
Fast Blast DNA farve (feelles for alle grupper) O
Kar til farvning af gel O
Fremgangsméide:

Elektroforese:

1

Gor elektroforeseapparatet klar.

2
Tag de 5 PCR-ror og placer dem i hver deres PCR-adaptor
og placer dem i skumholderen.

3

Tilsaet 10uL Orange G loading dye til hvert PCR-ror og
bland godt ved at suge op og ned med pipetten.

Vigtigt: Husk at skifte pipettespids for hvert nyt ror.

4.
Overfor 20uL fra hvert ror til brondene i gelen.
Reakkefolgen skal vaere:
1. Allel-stige (reference)
2. Gerningsstedet
3. Mistenkt A
4. Mistenkt B
5. Mistenkt C
6. Mistenkt D
5

Start elektroforesen og ker 1 30 minutter ved 100V.
Serg for, at den orange farve ikke lober ud af gelen

Farvning af gelen:

6

Flyt forsigtigt gelen fra elektroforesekarret over i
det kar, der skal bruges til farvning.

Pas pd! Gelen glider meget let.

7
Farv gelen — benyt én af de to metoder:
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Langsom farvning — gelen star natten over.
denne metode anbefales

Hurtig farvning — ca. 20 minutter

A Langsom farvning — anbefales.

1

Tilset 120 mL 1x Fast Blast DNA farve til farvekarret.
Karret kan indeholde 2 geler

2
Lad farven virke 1 4-24 timer. Ryst let underve;js,
hvis det er muligt

3
Held farven fra. Gelen er nu klar, idet det ikke
er nodvendigt at affarve.

4
Placer gelen mod en lys baggrund og afles resultatet

5
Luftter eventuelt gelen mellem to lag cellofan
eller OH-transparanter.

6

Gelen kan opbevares leenge, men undga at den
udsettes for direkte lys, da det vil {4 bandene til at blegne



B Hurtig farvning

Med denne metode farves gelen pd 15 minutter,
men efterfolgende er det nedvendigt med megen
affarvning for at kunne se bandene bedst muligt:
1

Dak gelen med 100x Fast Blast DNA farve

2

Farv gelen i 5 minutter mens der rystes let
Held farven tilbage pa flasken.

Farven kan genbruges 7 gange

3
Vask gelen med 40-55°C varmt vandhanevand
1 10 sekunder.

4

Vask derefter gelen 3 gange 5 minutter i
lunkent vand (40-55°C).

Hvis ikke gelen er tilstraekkeligt affarvet,
fortseettes der, til det er tydeligt at se bandene.

5
Placer gelen mod en lys baggrund og afles resultatet.

6
Luftter eventuelt gelen mellem to lag cellofan
eller OH-transparanter.

7

Gelen kan opbevares leenge, men undga at den
udsaettes for direkte lys, da det vil fa bandene til
at blegne.



