Gelelektroforese for begyndere
Hyperkolesterolæmi er en arvelig lidelse, der nedarves dominant. Den kan påvises hos 5 % af alle yngre med hjerteinfarkt. I befolkningen som helhed findes den hos 0,2 %. Lidelsen skyldes en mutation, der medfører, at LDL-receptorerne på cellerne ikke fungerer. Derfor danner cellerne alt for meget kolesterol, og åreforkalkningen øges markant. Har man arvet én allel fra en af forældrene, medfører en ubehandlet hyperkolesterolæmi hyppigt dødsfald i halvtredsårsalderen. Arves defekten fra begge forældre, dør børnene i den tidligste barndom.

Man kan nedsætte forkalkningsprocessen ved sund levevis - især meget motion og ingen tobak. Medicinsk behandling har en gavnlig effekt, hvis den påbegyndes i tide.
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I nogle tilfælde er det interessant at lave en genetisk undersøgelse, hvor man fastlægger hvilke gener en eller flere personer har. For at kunne det, må man først have en vævsprøve fra de relevante personer. Vævsprøven indeholder celler af forskellige typer men alle med det samme DNA i cellekernen. DNA’et trækkes ud af cellen (ekstraheres) og isoleres fra de andre bestanddele i cellen.
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Bagefter opformeres DNA’et vha. en metode kaldet PCR (polymerase-chain-reaction), så man får en stor mængde DNA til det videre arbejde. Man vælger at opformere den del af DNA’et, hvor man ved at forskellige personers DNA-koder (baserækkefølger) er forskellige.
Enzymer (restriktionsenzymer) bruges til at klippe DNA’et i mindre stykker, så de kan analyseres vha. elektroforese. DNA med forskellige baserækkefølger vil klippes i forskellig grad at enzymerne. Nogle personers DNA vil klippes over flere gange end andres og dermed vil der fremkomme kortere DNA-stykker end hos andre. 
Når man bagefter placerer DNA-stykkerne i en brønd (et lille hul) i en gelagtig masse, vil man kunne få stykkerne til at vandre gennem gelen. Man sætter strøm til den væske, der er i gelen og DNA-stykkerne vil begynde at vandre mod den positive pol. DNA-stykkerne er nemlig selv negativt ladede. Stykkerne vil vandre i forhold til deres størrelse – jo kortere DNA-stykke, jo mindre vil det hænge fast i gel-molekylernes netværk og jo længere vil det vandre ned gennem gelen i løbet af et bestemt tidsrum. 
Efter noget tid vil man kunne aflæse, hvor langt forskellige personers DNA-stykker er vandret. Man har nu en DNA-profil.
Case 1 – hyperkolesterolæmi.
Kirsten og Mads har et barn på 2 år. Netop som Kirsten får at vide, at hun atter er gravid, dør hendes far af en blodprop i hjertet. Han blev 52 år. 

Hospitalet oplyser, at faderen led af hyperkolesterolæmi. Lidelsen medfører voldsom forkalkning og dermed en stor risiko for at få en blodprop tidligere end gennemsnittet.

Da Kirstens farmor også døde af en blodprop i en tidlig alder, beslutter parret sig for, at familien skal undersøges, så man kan tage sine forholdsregler.

På basis af de udleverede prøver skal du ud fra resultaterne fra elektroforesen fastslå, hvem der har lidelsen og tegne et stamtræ med mulige arveegenskaber

Case 2 – forældreskabssag.

To nyfødte piger får på grund af en fejl ikke sat identifikationsarmbånd på lige efter fødslen. Begge piger har på samme tid været passet af fødegangens sygeplejersker, så deres mødre kunne få nogle timers søvn efter fødslen. For at være helt sikre på at de nyfødte ikke er blevet forbyttet, foretager hospitalets laboratorium en DNA-analyse. En vævsprøve tages af børnene og forældrene. 
På basis af de udleverede prøver skal du ud fra resultaterne fra elektroforesen fastslå forældreskabet.
Apparatur

Mikropipette, 10 µL

80 V Strømforsyning 

Elektroforesekar
250 mL blue cap flaske


Kemikalier

NaCl(s)
Agar(s)
Buffer 8(aq)

Materialer

”DNA”-prøver fra case 1
”DNA”-prøver fra case 2

Udførelse
Saml kammer
- Elektroforeseapparatets slæde drejes 90 grader, så der opstår et tæt kammer at støbe gelen i. Husk at sætte kammen med 10 tænder fast i karrets ene side.

- Evt. sættes også en kam i midten - så kan du også køre prøverne fra case 2.
Støb gel
- 50 mL 1 % agarblanding laves - undtagelsesvist - med almindeligt vandhanevand. Opvarm det i mikroovn i 30 sekunder ved fuld effekt. Agaren vil før det smelter give væsken et grumset udseende. Blandingen er først færdig, når væsken er blevet klar; giv den mere varme efter behov. Blandingen må godt komme omkring kogepunktet, men skal afkøles til ca. 60 °C, før den hældes i støbekammeret.

- Rengør blue cap flasken hurtigt med varmt vand og flaskerenser - stiv agar er meget sværere at vaske væk end flydende!
- Lad agaren stivne og bland bufferen imens. Flyt derefter elektroforeseapparatet til det bord, hvor strømforsyningerne står.
- Vend støbekammeret, så brøndene er ved den negative elektrode (den sorte). ”DNA”-prøverne er negativt ladede, så de vil vandre mod den positive pol.

- Kammen, der danner brøndene i gelen, må ikke (NB!) fjernes, før bufferen er hældt i elektroforeseapparatet. 

Bland buffer
- Bland ca. 300 mL natriumchloridopløsning med koncentrationen 1 g/L. Du skal igen bruge vandhanevand.


- Tilsæt 5 mL buffer 8.
Påfyld buffer
-  Fyld bufferen op til mærket på karret. Den skal stå 2-3 mm over gelen op til max-stregen. Fjern kammen, så væsken løber ned i brøndene. Herved undgår man, at der kommer luftlommer i brøndene, når kammen fjernes.
Applikér prøver 
- 10 µL af prøverne suges op og sættes på gelen. Undgå i videst muligt omfang at der sidder rester af prøven på pipettespidsens yderside. Brug evt. køkkenrulle til at fjerne resterne (dette skal man IKKE gøre ved rigtige DNA-prøver, da de kan forurenes herved).

- Anvend hver anden brønd, for at undgå at prøverne fra nabobrøndene flyder sammen. Vær meget (NB!) forsigtig, når prøverne fyldes i brøndene. Pipettespidserne må ikke ødelægge brøndenes bund eller sider, for så vil prøverne flyde ud.
- Husk at notere i hvilken rækkefølge prøverne sættes på gelen.

Tilslut strøm 
- Læreren tænder for strømforsyningen og indstiller den til ca. 80 V. Det er en passende spænding, da elektroforesen her vil kunne udføres på ca. 20 minutter. Øges spændingen, øges også vandringshastigheden, men samtidig afsættes der meget varme i gelen med fare for, at denne bliver blød og smelter. Lavere spænding sænker vandringshastigheden.

Aflæs
- Resultatet aflæses på gelen og du tager et foto af gelen.
Før øvelsen
- Hvorfor er det vigtigt med en buffer?

- Hvorfor bruger vi undtagelsesvist vandhanevand i dette eksperiment og hvad skal saltet gøre godt for?


- Hvad er LDL?

Efter øvelsen
- Hvordan vil du vejlede kvinden? Til abort eller ikke?


- Hvem er forældre til børnene?
