Isolering af DNA fra lag

Du skal nu isolere DNA fra alle de andre komponenter i en lggcelle.
Princippet i metoden er, at du mekanisk nedbryder celleveeggene
med en kniv og nedbryder cellemembraner og kernemembraner med
saebe. Cellerester fjerner du med filtrering. DNA og oplgste proteiner
forbliver i den frafiltrerede vaeske. Proteiner nedbrydes med enzymer,
og endelig kan DNA udfeaeldes med iskold alkohol.

Materialer

Kniv og skaerebreet NaCl(s)

100 mL konisk kolbe Opvaskemiddel (ikke konc.)
Vandbad, 60 °C H,O(s)

(Stav)blender Protease

Filter og tragt 96 % ethanol, -18 °C

10 mL mdleglas Stort lag

Reagensglas

Fremgangsmdde
Lav ekstrakt 1. Bland 1,5 g natriumchlorid, 5 mL opvaskemiddel og 45 mL demineraliseret vand
i en konisk kolbe.
2. Hak et kvart lag (ca. 50 g) i stykker af hgjst 5 mm. Kom lagstykkerne i kolben.

Nedbryd 1 3. Stil kolben i et 60 °C vandbad i 15 minutter. Lad der vaere omrering.
4. Lav et isbad klar.

Kal 5. Kegl blandingen af i et isbad i 5 minutter. Rer jeevnligt i blandingen.

Nedbryd 2 6. Tilseet 3 drdber proteaseoplgsning. Heeld blandingen i en blender og blend i
netop 4 sekunder.

Filtrer 7. Filtrer blandingen. Du skal kun bruge 6 mL, s@ det ger ikke noget, hvis filteret
hurtigt stopper til.

Isolér DNA 8. Hzeld ca. 6 mL filtrat i et reagensglas.

9. Heeld 9 mL iskold ethanol oven pé filtratet ved forsigtigt at lade ethanolen lgbe
ned langs reagensglassets sider, sé& de to vaesker ikke blandes. Lad oplgsningen
st& uforstyrret i 2 - 3 minutter. Hvad ser du? Tag et foto.

10. Vikl DNA op om en glasspatel.

Efterbehandling
Diskussion Hvad ville der ske, hvis vandbadet var 40 °C eller 80 °C?

Hvad ville der ske, hvis du blendede for laenge eller for kort?

Hvad nedbryder du i 1. omgang og hvad nedbryder du i 2. omgang?

Hvorfor haelder du fgrst protease i efter isbadet?
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