Gelelektroforese
· Til påvisning af nedarvning af sygdommen hyperkolesterolæmi

Formål:
At udføre en gelelektroforese til adskillelse af DNA molekyler, samt at bruge gelelektroforesen til at undersøge nedarvning af sygdomsgenet for sygdommen hyperkolesterolæmi.


Baggrund:
En gel er et slags netværk af lange trådformede molekyler. De geler vi bruger til adskillelse af DNA molekyler er lavet af polysakkaridet agarose, som findes i tang. DNA’et tilsættes i en brønd (fordybning) for enden af gelen, og der tilsluttes derefter elektrisk spændingsforskel. Herved skabes en frastødende negativ pol ved DNA-prøven og en tiltrækkende, positiv pol i den anden side af gelen. DNA’et vil altså nu trækkes gennem gelen mod den positive side. De mikroskopiske huller i gelen gør bevægelsen sværere for DNA’et, jo længere det er. Derfor løber de korte DNA-molekyler hurtigere igennem end de længere.

Case:
Rikke og Mads har et barn på 2 år. Netop som Rikke 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 en sjælden stofskiftesygdom (kaldet hyperkolesterolæmi), der medfører, at man ikke kan optage og omsætte fedtstoffer i kroppen. Det drejer sig specielt om kolesterol. Lidelsen medfører voldsom forkalkning og dermed en stor risiko for at få en blodprop. Da Rikkes farmor også døde i en tidlig alder, beslutter parret sig for, at familien skal undersøges, så man kan tage sine forholdsregler.

Facts om sygdommen: Hyperkolesterolæmi er en arvelig lidelse, der nedarves dominant. Den kan
påvises hos 5% af alle yngre med hjerteinfakt. I befolkningen som helhed findes den i 1 ud af 500
individer. Lidelsen skyldes en genetisk defekt, der medfører, at LDL-receptorerne på cellerne ikke
fungerer. Det medfører at cellerne danner alt for meget kolesterol, hvorfor åreforkalkningen øges
markant. Har man arvet defekten fra en af forældrene, medfører en ubehandlet hyperkolesterolæmi hyppigt dødsfald i halvtredsårsalderen (dvs. sygdommen optræder først sent i livet). Arves defekten fra begge forældre dør børnene i den tidligste barndom. Man kan nedsætte forkalkningsprocessen ved sund levevis, meget motion, ingen tobak. Medicinsk behandling har en gavnlig effekt, hvis den påbegyndes i tide.





Materialer:
	Buffer:
	0.1 g NaCl / 1000 mL H20. Almindeligt ledningsvand skal anvendes.

	Gel:
	1% agarose

	Opløsninger:
	Prøve 1-6. Farvestoffer der skal forestille DNA.

	Pipetter:
	Mikropipetter, så der kan afsættes 10 l

	Strømforsyning:
	DC-volt strømforsyning, der kan give 100 V

	Elektroforesekar:
	Et semiprofessionelt elektroforesekar, hvor der kan støbes geler med brønde.




Fremgangsmåde:
 
1. Gelen (som er støbt på forhånd) anbringes i elektroforesekaret, og der fyldes elektroforese-buffer på indtil væsken står 2-3 mm over gelen.
 
1. Elektroforeseapparatet sættes evt. på et stykke sort karton. Herved kan man bedre se brøndene i gelen.

1. Der overføres 10 μL af hver af prøverne til brøndene i elektroforesekammeret ved at man ganske forsigtigt tømmer indholdet af pipetten ud i brønden under bufferen. Pas på ikke at stikke pipettespidsen ned i bunden af gelen. Skift pipettespids mellem hver prøve.


	DNA prøver
	Prøveglas nummer

	Mads - far
	1

	Rikke - mor
	2

	Barn 1
	3

	Ufødt barn
	4

	Kontrol: Prøve fra rask
	5

	Kontrol: Prøve fra hyperkolesterolæmipatient
	6





1. Strømmen tilsluttes. 80 V er en passende spænding. Elektroforesen vil her kunne udføres på 20 – 45 minutter. Øges spændingen, øges også vandringshastigheden, men samtidig afsættes der meget varme i gelen med fare for, at denne bliver blød og smelter. 

Resultater:
..
Efterbehandlingsspørgsmål:
	
1. Rikke er ikke syg, men hun er alligevel bange for at have arvet et sygdomsgen. Hvorfor er hun det, når nu sygdommen nedarves autosomalt dominant? 

2. På basis af de udleverede prøver skal du ud fra resultaterne fra elektroforesen fastslå, hvem der har arvet et sygdomsgen og tegne et stamtræ over Rikkes familie med mulige genotyper (hvor A = sygdomsgen og a = normalt gen).

3. Diskuter, om det er en god idé at genteste for sygdommen hyperkolesterolæmi.



