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Isolering af DNA fra lag

Formal: At afprgve en metode til isolering af DNA fra et levende veav.
At anvende enzymer.

Indledning:

Isolering af DNA fra celler er farste trin i mange molekylaerbiologiske undersggelser.
Nedenstaende fremgangsmade er en meget generel metode, der kan anvendes pa mange celletyper,
der indeholder en vis maengde DNA.

Princippet i metoden er, at man farst mekanisk nedbryder vevet, derefter nedbryder man
eventuelle celleveegge, cellemembraner og kernemembraner med et vaskemiddel (et detergent).
Cellefragmenter adskilles ved filtration. DNA og oplgselige proteiner forbliver i det frafiltrerede
vaeske. Med et enzym fjerner man proteinerne, og endelig udfeeldes DNA i iskold ethanol.

Materialer:

Til fremstilling af lag ekstrakt:

Skarp gregntsagskniv og spakbret (hvert hold medbringer ét seet)
Blender og stopur (falles)

Vandbad, 60° C med termometer (falles)

Isbad i lille plastik-balje

2 stk. 250 mL beaegerglas

1 stk. kaffefilter

100 g lag (= et stort lag) evt. torskerogn, lever el. mikroorganismer
3 g NaCl (bordsalt)

10 mL opvaskemiddel (af den billige ikke-koncentrerede slags)
100 mL destilleret vand

10 og 100 mL maleglas.

Til at adskille DNA fra lgg ekstraktet:
Glasspatel eller lignende glas stav

10 mL éngangssprgjte

Stort reagensglas

Stor tragt i

Stativ med klemme, der passer til tragt

6 mL lgg-vaevs ekstrakt

Protease-enzym, NOVO Neutrase® (kan skaffes

fra Roskilde Slagteriskole) (feelles)
9 mL iskold 96% ethanol. Note: det er vigtigt at anvende 96%

alkohol. Placer alkoholen i fryseren et dagn for forsaget. (feelles)
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Fremgangsméde: Fremstilling af lag-ekstraktet

1. Held 10 mL opvaskemiddel i baeger-
glasset. Tilset 3 g NaCl. Fyld pa til
100 mL med destilleret vand.

2. Fjern forst de dede lagskeel. Skeer lgget
i sma stykker, kantleengden ca. 5
mm. Heeld lgg-stykkerne i et
baegerglas, og overhald dem med
vaskemidlet/salt-oplgsningen.

3. Rar i blandingen, og stil den i et 60° C varmt vandbad i
preecis 15 min. Note: Denne behandling nedbryder
cellemembranerne. Vaskemidlet danner komplekser med
membranernes phospholipider og proteiner. Herefter vil
phospholipiderne og proteinerne feelde ud af oplgsningen.
Na*-ionerne vil binde sig til DNA’s negativt ladede
phosphatgrupper. Ved 60° vil evt. forekommende DNAaser,

der ellers kunne taenkes at nedbryde DNA, denaturere. Note:
Hvis man holder temperaturen pa 60° i leengere tid, vil DNA nedbrydes.

4. Kgl blandingen ned pa et isbad i 5 min. Husk jeevnligt
at rgre i blandingen.

5. Held blandingen i en bleender, og ker i 5 sekunder.
Ved hgj hastighed. Blendning nedbryder celleveegge
og membraner yderligere, hvorved DNA frigares.

Note: hvis man blender i leengere tid, gdelegges DNA-molekylerne.
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6. Filtrer ned i et baegerglas gennem et kaffefilter. Undga
at fa skum med ned i filtratet. Filtratet indeholder nu
oplgselige proteiner og DNA.

Note: Filtratet kan forberedes i én gvelsestime og opbevares i
kgleskab i 1-2 dagn

Adskillelse af DNA fra lgg-ekstraktet

1. Held 6 mL lgg-ekstrakt i et stort
reagensglas. Tilsat 2-3 draber
protease med en engangspipette og
bland godt.

Note: Protease vil nedbryde oplgselige proteiner.

2. Tilset 9 mL iskold 96% ethanol fra en
éngangssprajte til lagekstrakt/
enzym-blandingen ved forsigtigt at
sprojte ethanolen ned langs
reagensglassets side. Ethanolen ma
ikke blandes med lggekstraktet, men
skal laegge sig i et lag oven pa lgg-
ekstraktet. Lad reagensglasset sta

uforstyrret i 2-3 minutter. Note: DNA er
uopleselig i iskold ethanol. Der vil fremkomme
nogle babler, mens de resterende proteiner
oplases. DNA vil feelde ud i lggekstraktet og man
vil se, hvordan DNA langsomt stiger op i
alkoholen som en hvid tage (neermest som
bomulds-vat)
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3.

Resultater:

Tegn en skitse af reagensglasset med det
udfeeldede DNA. Forsyn tegningen med pile og
betegnelser.

Nu kan man se DNA udfaldes som et

vattet lag i alkoholen af fine DNA-

trade. Vigtig note: Nukleinsyre-oplgsninger,
der fremstilles p& denne made, er ikke serlig
rene, man ma forvente, at der specielt
forekommer en del histoner i det, man til slut tror
, er rent DNA. Men metoden viser de
veesentligste principper ved ekstraktion af DNA
fra vaev.

RISIKOMOMENTER:

Da der ikke arbejdes med levende organismer, er der ikke specielle sikkerhedsregler, der skal
overholdes, man behgver f.eks. ikke at arbejde sterilt.

DISKUSSION:
1.

Hown

NGO

9.
Kilde: Biofag seernummer, nr. 7 sept.1994. Efter Madden & Scollar,1993, “DNA your onions”.

Lav en skitse over en plantecelle, med angivelse af cellevaeg, cellemembran, kernemembran,
kromosomer (DNA og proteiner).

Hvorledes gdelaegges plantecellernes cellulosevaegge?

Hvilken virkning har opvaskemidlet pa celle- og kernemembraner

Hvilken virkning har saltet som tilsattes (NaCl) pa cellernes DNA-molekyler - teenk pa
DNA'’s rygrad(vanger) phosphat-molekyler, som er negativt ladede..

Hvilken virkning har protease-enzymet pa proteinerne i cellerne?

Hvad er histoner og hvordan fjernes de fra lggcellerne

Hvad sker der nar lggblandingen opvarmes til 60° C?

Hvorfor afkales lagblandingen atter, efter at den har veret opvarmet til 60° C?(teenk pa
DNA'’s hydrogen-bindinger og enzymers temperaturafhaengighed)

Hvad kunne man teenke sig at det isolerede DNA kunne benyttes til?
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DNA fra leg?

10 mL opvaskemiddel
3g salt
100 mL vand

Oples salt og anbring i 60° ¢
opvaskemidel vandbad i 15 min.
i vandet,

tilsat finthakket log

% >
|

Afkel blandingen

iisbad i fa min.

Ker det hele
i blender
i5sek.

Dryp langsomt

9 mL isafkelet
+ ethanol ned

langs glassiden

DNA vil nu
udskilles i
ethanollaget
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Tilsat 2-3 draber
protease enzym
til 6 mL legekstrakt

Filtrer derefter
det blendede
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