
Oprensning af DNA fra kalvebrissel - lærerinfo

Oprensning af DNA fra kalvebrissel er et forsøg der har til formål at synliggøre DNA molekylet og vise at DNA er et biologisk materiale. Den metode der anvendes i forsøget svarer i princippet til den indledende metode der anvendes når fx politiet i forbindelse med en efterforskning skal lave en DNA test. Handler det fx om et mord hvor der er fundet blod fra morderen, - blodet opsamles og DNA oprenses. Herefter kan det oprensede DNA materiale indgå i en DNA test. 

Forsøget berører forskellige emner fra slutmålene for 9.klasse, Fx:

· forklare forskellige biologiske principper i genteknologi

· søge biologisk viden og forståelse gennem egne undersøgelser og eksperimenter i naturen og laboratoriet 

Niveau:

9-klasse biologi

Antal elever:

12-15 elever  

Tidsplan for besøget:

1. Indledende snak om DNA: 10-15 minutter

2. Gennemgang af forsøget og praktiske instrukser: 10-15 minutter

3. Udførsel af forsøget: 30 – 45 minutter

4. Opsamling: 10- 15 minutter

Tidsforbrug:

2 lektioner (2x 45 minutter).

Forberedende arbejde hjemme i klassen:

Cellebiologi med fokus på cellekernen

DNA molekylet – form og funktion

Forslag til emner der kan arbejdes videre med arbejde hjemme i klassen:

Genteknologiske emner:

DNA i forbindelse med politisager – oprensning af DNA på gerningssteder.

Manipulation med DNA i fx fødevarer – herunder gensplejsning 

Opklarende information til læreren om forsøget.

Cellemembranen og kernemembranen skal brydes for at DNA molekylerne kan oprenses. De første trin i øvelsen har dette formål.

Na+ molekylet binder sig til de negativt ladede fosfatmolekyler i DNA molekylet og gøre DNA molekylet tungere hvilket forklarer væskens ændrede viskositet efter der tilsættes NaCl til opløsningen. 

DNA molekylet udfældes i væskefase delingen mellem saltopløsningen og den iskolde alkohol. 

ØVELSESVEJLEDNING:

Oprensning af DNA fra kalvebrisler

Formål

At oprense DNA fra kalvebrisler.

Teori
I cellekernen findes DNA molekylet – en cellekerne indeholder ca 2 m DNA. Et menneske har ca 1014 celler – hvor mange m DNA findes der i et menneske? 

Celler er uendelig små – den største celle i en menneskekrop er ægcellen som der produceres et af en gang i måneden hos kvinder. Ægcellen har samme størrelse som spidsen på en knappenål. Hvad siger det om størrelsen på DNA molekylet?

Biologisk materiale består af celler blandet med fx bindevæv. I noget væv ligger cellerne langt fra hinanden men i andet væv ligger cellerne helt tæt sammen.
I dette forsøg handler det om at bruge biologisk væv som indeholder mange celler da vi gerne vil se meget DNA. Kalvebrislen er et godt eksempel på væv der indeholder mange celler.
DNA ligger godt beskyttet i cellekernen. For at kunne oprense DNA er det nødvendigt at ødelægge cellemembranen og kernemembranen. Desuden er det nødvendigt at gøre DNA molekylet tungt så det bliver synligt. 
Materialer

Ca. 50 g kalvebrissel

Skalpel/skarp kniv + skærebræt

Blender

Centrifugeglas (4 stk)

50 ml Saltopløsning (5,85 g NaCL + 14,71 g natriumcitrat + 1l dem. Vand = 0,15 M opl.)

Bægerglas

Måleglas

Glasspatel

Osteklæde + tragt

NaCl (alm. køkkensalt)

200 ml 96% ethanol (finsprit)

200 ml Demineraliseret vand

Fremgangsmåde
FINDELING:

1. Kalvebrislen hakkes i mindst mulige stykker mens den stadig er frossen. Det handler om at senerne i brislen bliver skåret mest muligt op af hensyn til blenderen. Synlige sener fjernes. Kommes i et bægerglas med. Senere i blendeskål.

2. Hæld  50 ml saltopløsning i et bægerglas. 

3. Brislen og de 50 ml saltopløsning hældes i en blenderskål og blendes i 3 min evt. 3x1min med pauser.

CENTRIFUGERING
4. Den blendede masse fordeles i 4 centrifugeglas og centrifugeres i 10 min. - ved mindst 3000 RPM. (rotation pr minut)

BUNDFALD
5. Glassene tages op, væsken hældes forsigtigt ud af centrifugeglassene og smides væk.

6. Bundfaldet (heri bla DNA) skrabes over i et bægerglas med en glasspatel.
7. Til bægerglasset tilsættes 200 ml demineraliseret vand og massen hældes igen i en blenderskål og blendes 1 minut.

FILTRERING

8. Den blendede masse hældes over i et osteklæde placeret i en tragt over et bægerglas. Filtreringen hjælpes på vej ved at klemme forsigtigt omkring osteklædet.

9. Der skal bruges 100 ml af væsken (den sigtede væske indeholdende DNA)- resten smides væk. 
10. Væsken i bægerglasset tilsættes 14.6 g NaCL der vejes af på vægten.
11. Der omrøres til saltet er helt opløst. (Bemærk hvad der sker med væskens viskositet)

UDFÆLDNING

12. Mål  200 ml ethanol af i et måleglas.

13. Nu hældes de 200 ml ethanol meget forsigtigt over i bægerglasset – der hældes langs glassets kant. Der dannes to tydelige væskefaser. 

14. I den øverste væske ses nu en vatlignende klump – denne klump er DNA. Med en glasspatel samles DNA materialet op og placeres på trækpapir.
Resultater
Beskriv DNA materialet og vurder ca hvor mange g DNA der oprenses.
Diskussion

1. Giv et forslag til andet væv der kunne anvendes til forsøget? 

2. Hvad er forklaringen på at der kan være så store mængder DNA (2m) i en celle?

3. Hvad er formålet med at blende og hakke vævet?

4. Hvad er formået med at tilsætte NaCl (NaCl opløses til Na+ og Cl-, DNA molekylet er negativt ladet)

5. I hvilke sammenhænge benytter fx politiet sig af ovennævnte oprensningsmetode? 

- 1 -

