Isolering af DNA fra lgg

Isolering af DNA fra celler er fgrste trin i mange
molekyleerbiologiske 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 fgrst mekanisk
nedbryder veevet, derefter nedbryder man eventuelle
celleveegge, cellemembraner og kernemembraner
med et vaskemiddel (et detergent). Cellefragmenter
adskilles ved filtration. DNA og oplgselige proteiner
forbliver i den frafiltrerede veeske. Med et enzym fjerner man proteinerne, og
endelig udfeeldes DNA i iskold ethanol.

Materialer

Til at fremstille lag ekstrakt:

Skarp grgntsagskniv og spaekbraet

100 g lag (brug et stort lag, oftest polyploide
3 g NaCl (bordsalt)

100 ml destilleret vand

10 ml Engangssprgjte

10 ml opvaskemiddel (af den billige ikke-koncentrerede slags)
Vandbad, 60 °C

Reagensglasstativer

Termometer

Isbad

Blender

Kaffefilter

2 stk 250 ml baegerglas

1 stk 100 ml maleglas

Til at adskille DNA fra lag ekstraktet:

Stort reagensglas

6 ml lggveevs ekstrakt

Protease, Neutrase® fra Novozymes

Glasspatel eller lignende glas stav, gerne treepind

9 ml iskold 96% ethanol. (Det er vigtigt at anvende 96% alkohol. Placer
alkoholen i fryseren et dggn fagr forsgget. Alkoholen skal fgrst tages ud lige for
den skal bruges)

Alternativt kan bruges husholdningssprit (93 %) eller propan-2-ol (isopropyl
alhohol), ligeledes iskold fra fryser.
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Fremgangsmade

Fremstilling af lagekstraktet

1. 1100 ml maleglas tilseettes 3 g salt (1 stor teskefuld) og 10 ml
opvaskemiddel (1 spiseskefuld). Fyld op med vand til 100 ml og bland godt.

2. Skeer lgget i sma stykker, kantleengde ca. 5 mm. Heeld lagstykkerne i et
beegerglas, og overhaeld dem med vaskemiddel/saltoplgsningen

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 fedtstoffer (fosforlipider) og proteiner.
Herefter vil fedtstofferne og proteinerne feelde ud af oplgsningen.

Na® ionerne vil binde sig til DNA's negativt ladede fosfatgrupper. Ved 60 °C

vil de evt. forekommende DNA-ser, der ellers kunne teenkes at nedbryde DNA,
denaturere. Hvis man holder temperaturen pa 60 °C i leengere tid, vil DNA
nedbrydes

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

5. Heeld blandingen i en blender, og kgr i max 3 sek. ved hgj hastighed.

Note: Blendning nedbryder celleveegge og membraner yderligere, hvorved
DNA friggres Hvis man blender i laengere tid, vanskeligggres DNA
oprensningen.

6. Filtrer ned i et baegerglas gennem et kaffefilter i en tragt. Undga at fa skum
med ned i filtratet.

Note: Filtratet indeholder nu oplgselige proteiner og DNA
Filtratet kan eventuelt opbevares 1 - 2 dggn i kgleskabet

Adskillelse af DNA fra lggekstraktet

7. Fyld et 20 ml reagensglas en tredjedel op med lggekstrakt. Tilseet 10
draber Neutrase og bland godt . Ryst evt glasset forsigtigt, sa det
fremkommer bobler.

Note: Proteasen i Neutrase vil nedbryde de proteiner, DNA er viklet op om
(histoner)

8. Tilseet 5 - 6 ml iskold ethanol til reagensglasset med
lzgekstrakt/enzym-blandingen. Hold reagensglasset skrat og haeld forsigtig
ethanolen ned langs reagensglasset side. Ethanolen ma ikke blandes med
logekstraktet, men skal lsegge sig i et lag oven pa lggekstraktet. Lad
reagensglasset sta uforstyrret i 10-15 minutter.

Note: DNA er uoplgselig i iskold ethanol. Der vil fremkomme nogle bobler,
mens de resterende proteiner oplgses. DNA vil feelde ud i lggekstraktet og
man vil se, hvordan DNA langsomt stiger op i alkoholen som en hvid tage
(ligner neermest bomuldsvat)
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9. Nu kan man forsgge at vikle DNA op pa en glasspatel eller en treepind, ved
forsigtigt at dreje spatlen rundt lige over greenselaget mellem vaskemiddel og

alkohol - pas pa ikke at fare glasspatlen ned i vaskemidlet. Vaer meget
forsigtig under opviklingen, ellers gdelezegger man de fine DNA-trade.

Sikkerhedsregler.

Flere

Man kan overfgre DNA ét til et objektglas, farve med acetoocein og derefter

Hvis der spildes enzym tgrres det op med vand
med det samme, for at undga dannelse af
enzymstgv.

Man skal undga at indande enzymstgv, da det kan
fremkalde allergisk reaktion, sdsom astma og
hgfeber.

Undga, at der dannes aerosoler (sma
veeskedraber) af enzymer, da det kan fremkalde
allergisk reaktion. Derfor ma enzymerne aldrig
anvendes pa sprayform.

Undga at fa enzym pa huden og i gjnene. Hvis det
sker ved et uheld, skal der skylles med rigelige
maengder vand.

I gvrigt henvises til de sikkerhedsanvisninger,
der fglger med enzymet ved levering.

muligheder:

kan det mikropieres.

Man kan suge DNA ét op med en pipette og oplgse det i 4 % NaCl oplgsning.

Herefter kan man udfare en gelelektroforese pa oplgsningen, fx med kit fra

NCBE.

| stedet for lgg kan anvendes fx kalvebrisler eller kiwifrugt.

Vigtig note: Nucleinsyreoplgsninger, der fremstilles pa denne made, er ikke
seerlig rene, man ma forvente, at der specielt forekommer en del histoner i
det, man til slut tror, er rent DNA. Men metoden viser de vaesentligste

principper ved ekstraktion af DNA fra veev.
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