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Del 1: Genetisk test for forgget diabetesrisiko

Materialer : aeh o IO
e Mus med/uden diabetes uperna an_ : Efter centrifugering vil der i
e Kanyle riéret ofte findes to dele. Supernatanten

er det flydende vaeske, mens pellet er
det faste materiale der har lagt sig pd
bunden af rgret.

e Eppendorfrgr
e Lysisbuffer

e Saltvand

e PCR-rgr Cellelysis betyder at cellens membran
e HNF1A primer spraanger, for eksempel resultat af
e BIa farve (bromfenolblat) osmotisk tryk, og cellen derfor dar
o Gel

e PCR-mix (nukleotider og Tag-polymerase)
e DNA molekylvaegtsmarkgr
Metode

e Udtagen blodprgve fra musen med kanyle.
e Overfgr 4 mlblodtil et eppendorfrgr og centrifugéri 2 minved 10.000 g.
o Husk atafbalancere centrifugen med et modrgar.

e Fjern det hvide lag (buffy coat) med de hvide blodlegemer og overfear til et nyt eppendorfrar.

e Opvarmragret til 60 °Civarmeblok.
o Tilseet 200 ullysisbuffer og derefter 500 ul saltvand > cellerne lyseres.
e Centrifugérigenved 10.000 gi 2 min for at adskille DNA fra cellerester.
e Overfar 10 pl supernatant (indeholder DNA) til et nyt PCR-rgr og saet pa is.
o Tilseet:
o 80 ulPCR-mix (med Tag-polymerase og nukleotider)
o 5 plHNF1A-primer
PCR-program:
. Cellelysis: 95°C, 5 min
2. Denaturering: 95°C, 1 min
3. Annealing: 50 °C, 1 min
4. Elongering: 70 °C, 3 min
a. Kor 30 cyklusser af trin 2—4.
Gelelektroforese:

—

e Tilseetbla farve til prgven og bland forsigtigt.
e Paseetgeli maskinen.
o Brend1:15 pl DNA-markegr
o Brgnd 2: 15 ulfarvet prgve
o Brughandsker—gelen indeholder ethidiumbromid (kreeftfremkaldende).
o Korved110Vi30 min.
e Undersgg gelen under UV-lys.



