Elektroforese og
kriminalsaker
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Introduksjon

Alle personer har en unik DNA-profil. Analyse av
DNA-profiler er derfor et svert viktig verktoy for
a identifisere personer i etterforskning av kriminal-
saker, ved store ulykker, i immigrasjonssaker og 1
farskapssaker. Prosessen kalles DNA-fingeravtryk-
kmetode og kan med 100 % sikkerhet identifisere
et individ ved & analysere peronens genetiske kode.
Mennesker og sjimpanser har 98% identiskt DNA.
Du kan derfor tenke deg hvor liten del av to men-
neskers DNA som er ulik. Heldigvis er det omrader
1 DNA molekylet hvor ulikhetene mellom men-
nesker er konsentrert. Ved a analysere disse om-
radene kan kriminaletterforskere rekonstruere en
persons DNA fingeravtrykk.

P4 et asted finner man gjerne sma biologiske spor
som blod, s&d, har, spytt, bein og hud. Fra dette
materialet kan vi isolere DNA selv fra ersmé spor
fordi vi 1 prinsippet kan kopiere opp DNA-et fra
en enkeltcelle. Et orlite biologisk spor pa dstedet
kan derfor vare nok til & finne skyldige i1 en krimi-
nalsak. DNA-profilen man fér fra sporet pd astedet
kan sammenlignes med DNA-profiler fra misten-
kte eller DNA-profiler i et DNA-register. I denne
ovelsen skal du identifisere en fiktiv morder ved &
sammenligne den mistenktes DNA med DNA fun-
net pa dstedet. Du skal gjore dette ved 4 benytte de
samme metodene som kriminaletterforskere.

Kriminalsaken

Jim og hans kjaereste Sara har vaert pa nattkino 1
byen. De kjorer bil og pd hjemveien stopper de for
a ta ut penger i en minibank som ligger ode til pd
en parkeringsplass. Sara sitter i bilen mens Jim gar
mot minibanken. I det han har slatt inn PIN koden
og belapet, og transaksjonen starter, dukker det
opp en maskert mann fra buskene som ligger bak
minibanken. Han har hansker pa, og med en hard
gjenstand slar han mot Jim. Sara som sitter i bilen
forseker sa raskt hun greier 4 finne frem mobilen

a sla nummeret til politiet. Samtidig ser hun at Jim
blir brutalt banket av gjerningsmannen. Etter 4 ha
banket Jim fra sans og samling tar mannen tak i
pengene som stikker ut fra minibanken og leper
avgarde. Mens han leper drar han av seg masken
og Sara greier sa vidt & se ansiktsprofilen mot lyset
fra billysene. Politi og ambulase kommer noen fa
minutter etterpa.

Figur 1: Angrepet

Jim blir fraktet til sykehuset hvor han i lepet av
noen timer der av skadene han fikk fra slagene.
Sara blir i etterkant tatt med til politistasjonen
hvor hun greier & finne to personer i politiets
kriminalregisteret som hun synes ligner gjern-
ingsmannen. Politiet greide raskt a oppspore de to
mistenkte og sette dem i varetekt, men begge har
imidlertid alibi for tidspunktet.

Da Sara ser de mistenkte i varetekt ser hun at den
ene av de mistenkte har kloremerke i ansiktet og
forteller politiet hvordan Jim klorte gjerningsman-
nen under angrepet. Den mistenkte hevder imi-
dlertid at han fikk skrammen mens han jobbet med
bilen sin. Politiet sender kriminaletterforskere opp
til sykehuset hvor de greier a fjerne blod og hud
som de finner under Jims fingernegl. Dette skal
fungere som bevismateriale.

Laboratoriet

Laboratorietekniker den natten var Maria. Hun
mottok blod- og hudprever som bevismateriale.
Det var lite materiale, men Maria hépet likevel at
hun skulle greie & 4 noen resultater ut av DNA-
provene. Hun fant frem det nodvendige utstyret til
a foreta en PCR (polymerase kjede reaksjon) av
DNA pravene. En PCR reaksjon kan kopiere DNA
selv fra smi prover.

PCR er viktig for to grunner: for det forste vil

det sorge for & gi nok materiale 4 jobbe videre
med (man lager mange kopier). I dette tilfelle var
det helt nedvendig siden det kun fantes en liten
mengde bevismateriale. For det andre, vil PCR
metoden selektivt velge ut kun de delene av DNA
som Maria ensker & undersoke videre.



Et vanlig problem ved a bruke DNA til person-
identifisering er at DNA mellom hvilke som helst

to mennesker er omtrent 100% identisk. Derfor er

det nedvendig 4 finne frem til de delene i DNA som
varierer mest mellom to individer. PCR hjelper til med
denne prosessen siden den selektivt (vha primere) vel-
ger ut og kopiere kun sma DNA sekvenser (Figur 2).
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Figur 2: Ved PCR metoden kan du se pd kun de DNA
omrddene hvor det er mest sannsynlig d finne forskjeller
mellom to individer

Maria utforte PCR for de ulike DNA provene. Bidde
DNA fra bevismaterialet og fra de to mistenkte ble ko-
piert ved PCR reaksjon. I tillegg ble det utfert PCR fra
Jims eget DNA slik at Maria kunne vere sikker pé at
DNA som ble brukt som bevis ikke hadde blitt blandet
med Jims.

Maria utferte PCR reaksjonene ved & benytte et
enzym som kalles 7aq polymerase (Figur 3). Poly-
merase enzymer kopierer DNA. Taq polymerase
blir isolert fra en type bakterier som vokser i varme
kilder ved temperaturer opp mot kokepunktet. Dette
enzymet er stabilt nok til & tile effekten av de eks-
treme temperaturforandringene man blir nodt til &
gjore for & fA DNA kopiert. Den doble DNA-traden
denatureres og splittes i to enkelttrdder ved tem-
peraturer omkring 93-98°C. Polymerase enzymene
kopiere kun enkelttradet DNA, og derfor blir DNA
varmet opp til disse temperaturene. Polymerase en-
zymet kopierer sa sekvensen (normalt ved 72 °C).
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Figur 3: PCR kan lage mange kopier av DNA slik at fra en
liten mengde DNA kan man utvinne relativt store mengder.

Deretter denatureres DNA igjen for det kopieres. Pros-
essen gjentas ca. 30 ganger for 4 fa ensket mengde
DNA. Kopieringen av DNA ved PCR skjer eksponen-
tielt. Fra hver DNA trad oppstar det to kopier, som i
sin tur gir opphav til to nye kopier, og sé videre. P4
denne maten vil hun doble mengden DNA 340 ganger,
som gir 2*% ganger s mye DNA som hun startet med.
Forhapentligvis vil disse kopiene vare nok for labora-
toriet & bestemme om noen av de mistenkte virkelig er
Jims morder.

Marias nattskift er over idet PRC reaksjonene er ferdi-
ge. Det er nd du kommer inn og overtar som labtekni-
ker. Du skal ta over der hvor Maria avsluttet, og vare
med pé a vurdere om DNA beviset kan knyttes til en
av de mistenkte....

Gelelektroforese

Prinsippet for gelelektroforese er & skille DNA-
sekvenser fra hverandre pa grunnlag av deres storrelse.
Ved gelelektroforese av DNA kan vi bruke en gel som
er laget av agarose (som utvinnes fra alger i havet). |
gelen er det porer som DNA-sekvensene vandrer gjen-
nom ndr det settes strom pa gelen. DNA er negativt
ladet (DNA inneholder negativt ladede fosfatgrupper)
sa det vil vandre fra negativ til positiv pol i gelen.
Porene er en hindring for store DNA-sekvensene slik
at DNA vandrer gjennom gelen med ulik hastighet
avhengig av hvor stort det er. En forutsetning for at
DNA-sekvensene skal kunne vandre i gelen er at det
ma vere til stede en stremleder. Derfor helles det en
buffer over gelen. Bufferen inneholder ioner som leder
strom under elektroforesen.

I gelen plasserer man DNA provene i bronner. Pravene
er da blandet med et fargestoff (NB! selve DNA et
farges ikke) som hjelper deg & se progresjonen under
elektroforesen. Fargen i provene oppforer seg som de
korteste DNA-sekvensene og vil derfor vandre rask-
est 1 gelen. Du skal stoppe elektroforesen nér du ser
fargestoffene nerme seg den positive siden.

Nér gelelektroforesen er ferdig, farges gelen med

et fargestoff som binder seg til DNA slik at DNA-
sekvensene blir synlige og danner et menster (DNA-
fingeravtrykk). Du vil da kunne sammenligne DNA-
fingeravtrykket fra de to mistenkte og offeret mot
fingeravtrykket fra DNA beviset, og slik lase saken.
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c Hvordan bruke spreoytepipetten

Sproyten pa 1 ml som folger med 1 dette settet skal
passe til de gule spissene nar man benytter en slagebit
som overgang mellom sproyten og spissen. Det kan
vaere lurt & gve seg med noen testprover for de vikre-
lige provene benyttes.

» Plasser overgangen (en liten slangebit) i enden av
sproyten.

» Sett pa spissen. Pass pa at alle delene sitter godt
festet til hverandre.

* For du fyller sproyten skal du dra ut stempelet
litt (1-2 mm), slik at du fér litt ekstra luft inn som
hjelper til & {4 ut den siste drépen.

* Nér du skal avsette vaeskepreven ber du holde
mikrolitersproyten 1 vertikal posisjon, og samtidig
veaere plassert slik at du ser godt hva du gjer.

* Forsek a ikke ver naer spissen med fingrene dine.
Det er DNA i svetten din som kan forurense og
bryte ned provene.

a Lag elektroder

Klipp to biter av karbonfibertoyet, hver pa omlag

42 x 22 mm. Dette skal vare elektrodene pa hver side
av elektroforesekaret. Legg dem til side til etter du har
fylt karet med agarosegel.

e Klargjor agarosegelen

* Bruk en mikrobglgeovn, varmeplate eller vannbad
for 4 smelte agarosegelen (0,8% 1 TBE buffer).
Rer undervies dersom du varmer opp pa plate,
eller vannbad. Det skal ikke veere klumper i den
smeltede agarosen. Oppbevar den pa vannbad ved

55-60 °C til du trenger den.

* Plasser elektroforesekaret pa et jevnt underlag. Sett

ned kammen 1 den ene enden av karet.

* Hell omlag 10 ml smeltet agarose 1 midten av elek-
troforesekaret slik at hele fordypningen 1 midten er
dekket. Forsok a ikke sol agarose 1 endene av karet
(dersom du seler la det stivne for du fjerner det).

» La karet std uforstyrret 1 20-30 minutter til
agarosen har stivnet.

0 DNA preovene

Hvert proveglass inneholder 20 pL. med lgsning. Los-
ningen inneholder DNA med en buffer (EDTA) for sta-
bilitet, samt en bla farge (bromfenolblétt), og sukrose.
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NB!

*  DNA-materialet i dette settet er stabilisert for
oppbevaring ved romtemperatur (20 °C). Ikke
oppbevar det i direkte sollys. Dersom materialet
oppbevares over lengre tid kan vann fordampe
fra DNA lesningen. Dette vil ikke odelegge
DNA, men redusere lgsningens volum og visko-
sitet. Derfor anbefaler vi at DNA oppbevares
ved 4 °C dersom materialet skal oppbevares over

I-z_, | 6 uker. Dersom du synes provene dine virker
| - viskese kan du tilsette 10-15 L med destillert
| * vann rett for bruk.

[ *  Dersom DNA lgsningen er spredd inne i roret

| (f.eks at det ligger noe i topplokket), bank reret
met en hard overflate for a samle alt til bunnen
av roret. Eventuelt kan du bruke en sentrifuge.

e Klargjer og fyll brennene med prover

* Hell omlag 10-12 ml med TBE buffer lasning oppi
elektroforesekaret. Vaesken skal akkurat dekke
over gelen og samtidig fylles i omrddene hvor
elektrodene er.

* Los forsiktig kammen fra elektroforesekaret slik at
bufferlosningen fylles i brennene. Nér du gjer dette
er det viktig & vere forsiktig slik at brennene ikke
odelegges.

» Plasser elektroforesekaret pa en jevn overflate hvor
det kan std uforstyrret mens elektroforesen utferes.

NB! Det kan vceere lurt d plassere karet pa en mork

bakgrunn for lettere d se hva du gjor videre nd.

* Fest en ren gul spiss til spreyten og sug opp all
DNA-lgsningen fra et av testrorene i spissen.

» Pipetter ut losningen i en av brennene. Hold spis-
sen over brgnnen, men under bufferlgsningen (se
illustrasjon). Ver forsiktig slik at du ikke stikker
hull i brennen med spissen.



* Noter deg hvilken DNA-prove du har plassert i
hvilken brenn (plasser et papirark 1 front som du
notere pa, eller skriv direkte pa boksen med en
penn som kan vaskes bort).

* Repeter punktene ovenfor med resten av provene.
Husk 4 bytt til en ny spiss for hver nye prove.

0 Plasser elektroder oppi karet

e Plasser de to elektrodene i1 hver sin ende av karet,
slik illustrasjonen viser (pass pa 4 ikke beveg karet
mens du gjer dette).

* Sjekk at det er kontakt mellom elektrodene og
bufferlosningen, og at ogsa geloverflaten er dekket
av TBE bufferen (se tegning under). Dersom mye
av bufferlosningen suges inn i elektrodene kan
det veere du md tilsette litt mer bufferlosning, men
tilsett da sa lite som mulig ettersom elektroforesen
tar lengre tid d kjore dersom det er mye buffer.

Kjor gelelektroforese

» Koble batteriene til elektrodene vha kroko-
dilleklemmene. Batteriene (koblet i serie) skal
totalt aldri gi mer enn 45 volt. Se etter at den posi-
tive enden pa batteriet er koblet til elektroden som
er lengst fra brennene.

Antall elektroforeser fra
batterier elektroforesen ett sett nye batterier*®
2
1

* Duracell alkaliebatteri

Dersom man kobler utstyret til en
& stromkilde kan det resultere i alvorlig

eller dedelig elektrisk sjokk.

* La elektroforesen kjore uforstyrret. Dersom ut-
styret er 1 et varmt rom ber man sette hele karet i
en plastikkpose for a redusere fordampning.

» Batteriene frakobles idet fargestoftene har vandret
til den andre siden.

» Vaks og terk krokodilleklemmene godt for & hidre
korrosjon.

NB!

* Joner i TBE bufferlosningen leder elektrisitet.
Denne bufferen er basisk, og da vil fosfatgruppene
1 DNA veare negativt ladet, og derfor bevege seg
mot den positive elektroden (anoden) nar det set-
tes pa strom. EDTA 1 bufferen chelaterer (binder)
toverdige kationer. Dette hindrer at DNA odeleg-
ges ettersom slike ioner er nedvendige (som kofak-
torer) for enzymer som bryter ned DNA.

» Fargestoffet i DNA provene inneholder bromfenol-
blatt. Dette fargestoffet reagerer ikke med DNA,
men vandrer gjennom gelen (litt raskere enn de
minste DNA sekvensene). Sukker i fargebland-
ingen sorger for at bAde DNA og bromfenolblatt
synker til bunns 1 brennen.

* Ved 4 benytte hoy spenning vil DNA sekvensene
vandre raskere gjennom gelen, men DNA bandene
vil ikke separeres og bli like tydelige.

DNA staining (farging)

* Fjern elektrodene og hell av bufferlesningen
(bufferen kan benyttes flere ganger, men ikke i det
uendelige).

* Tapa deg engangshansker slik at du ikke far farg-
estoffet pd huden din.

* Hell omlag 10 ml av DNA-staining lesningen
(Carolina BLU consentrate) over geloverflaten.

* L4 det std i ro i noyaktig 4 minutter for du da hel-
ler losningen over i en flaske (Denne kan benyttes
flere ganger, men etter flere gjenbruk kan det veere
den md sitte lengre enn 4 minutter).

* Vask geloverflaten forsiktig med kaldt vann.
Gjennta vaskingen 3-4 ganger for & fjerne alle
rester. Bruk helst destillert eller ionisert vann et-
tersom dette vil bevare DNA bandene lengre.

» Putt elektroforesekaret i en plastpose, slik at gelen
ikke torker ut, og la den utvikle seg til neste dag.

* Neste dag, ber du avfarge gelen igjen. Denne gan-
gen ved a la “vaskevannet” bli verende 1 karet og
skiftet det omtrent 4 ganger (en gang hver 2. time).
Dette vil gradvis vaske bort all “bakgrunns” farge.

Resultater og analyse

» Plasser elektroforesekaret pa en hvit bakgrunn slik
at fargede DNA-bdnd kommer bedre til syne.

+ Sammenlign bevis DNA med DNA fra de to mis-
tenkte. Hvilken mistenkt er skyldig? Sammenlign
ogsd DNA-beviset med offerets DNA. Var bevis
DNA forurenset med DNA fra offeret?
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DNA

DNA-materialet som folger med i dette settet er helt trygt for
skolene & benytte. Ingen levende organismer benyttes, slik at det
ikke er nedvendig & benytte strenge sterile teknikker. Likevel er
det viktig & folge gode rutiner slik at man hindrer kryss-foruren-
sning mellom prover. Dersom det sales DNA skal det terkes opp
skikkelig.Brukte proverer og spisser kan kastes 1 vanlig seppel.

Agarosegel

Dersom du benytter en mikrobglgeovn til & smelte agarosen ma
du passe pé at den plasseres i en uforseglet beholder. Dersom en
mikrobelgeovn ikke er tilgjengelig kan du bruke vannbad eller
varmeplate istedet. Nar agarosen smeltes pa denne maten ma du
rore 1 den underveis for 4 hindre at den brenner seg fast. NB! kke
bruk en laboratoriebrenner til & smelte agarosen.
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Elektroder

Karbonfiberelektrodene kan frigi sma fibre som igjen kan gi
sma hudirritasjoner dersom man tar mye i dem. Dersom man
vet at man lett kan reagere ber man benytte beskyttelseshansker.
Fibrene er imidlertid for store til & komme inn i lungene, slik at
det ikke er nedvendig & benytte ansiktsmaske. I tillegg er fibrene
loslige 1 kroppsvaske og er fullstendig nedbrytbare.

Varm, smeltet agarose kan brenne og
skolle huden og ma derfor behandles
med varsombhet.

Elektrisk tilkobling

Dette elektroforeseutstyret skal kun benyttes med lav spenning
(£45V) med torrcellebatterier. Ikke under noen omstendigheter
ma denne spenningen overstiges, ettersom de elektriske kompo-
nentene ikke er isolert fra brukeren.

A\

Dersom man kobler utstyret til en strem-
kilde kan det resultere i alvolig eller
dedelig elektrisk sjokk.

VIDERE LESNING

DNA stain (Carolina BLU consentrat)

DNA fargen er Carolina BLU konsentrat. Nar den benyttes som
anvist vil den ikke representere noen sikkerhetsfarer. Likevel ber
en vise hensyn slik at den ikke kommer i kontakt med hud eller
oyne, bruk f.eks beskyttelsesbriller og engangshansker. Brukt
DNA stain kan fortynnes med vann og skylles ut i avlep.

TBE bufferlesning (Tris-Borate-EDTA)

Naér losningen fortynnes og benyttes som breskrevet vil losningen
ikke representere noen sikkerhetsfare. Brukt bufferlesning kan
skylles ut i avlep.

Tilleggsinformasjon
Mer informasjon om sikkerhet knyttet til det praktiske arbeidet
med DNA kan finnes i folgende artikkel:

Horn, T.M. (1992). Working with DNA and bacteria
in a pre-college science classrom.
National Association of Biologi Teachers

Og pa NABT sin hjemmeside:
http://www.nabt.org/

Annen nyttig informasjon samt instruksjon for & tilpasse utstyret
til bruk for studenter med svekket syn kan finnes
pa NCBE og Carolinas web sider:

www.reading.ac.uk/NCBE
www.carolina.com

PLEASE NOTE
The manufacturers of this product have made every effort to check that recog-
nized hazards have been identified and that suitable precaution are suggested.
Where possible, the proposed procedures are in accordance with commonly
adopted general risk assessments. If a special risk assessment may be necessary,
this has been indicated. However, users should be aware that errors and omis-
sions can been made, and that different employers and educational authorities
adopt different standards. Therefore before initiating any activity, users should
always carry out their own risk assessment. In particular any rules issued by em-
ployers and educational authorities MUST be obayed, whatever else is suggested
by the manufacturers.

Kreuzer, H. and Massey, 1996. Recombinant DNA and biotechnolgy: A guide for Teachers, American Society for Microbiology Press,

Washington, DC. See Chapter 18 and 24.

Mullis, K., 1990. The unusual origin of polymerase chain reaction. Scientific American 262(4): 56-65.

Nowak, R., 1994. Forensic DNA goes to court with O.J. Science 265:1352-1354.
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