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Det öppna laboratoriet: Manuskript till Isolering av DNA

Isolering av DNA
Syftet med det här experimentet är att studera DNA-molekylens struktur och påvisa förekomsten av DNA i ett organiskt material.
Vad är DNA?
DNA (deoxyribonukleinsyra) är en stor molekyl som förekommer i allt organiskt material. Eftersom molekylen har dålig hållbarhet är den ändå svår att upptäcka och isolera i t.ex. torrt trä, ruttet kött och lossnade hårstrån. DNA-molekylen innehåller den information som styr cellen, dvs. arvsmassan eller genomet. Vid celldelning splittras DNA-molekylen upp (replikation) och bildar två nya identiska DNA-strukturer. Det är grunden för cellernas och organismernas förmåga att bevara sina egenskaper från generation till generation. DNA-molekylen innehåller med andra ord kemiska koder som tillåter individualitet och som förs vidare till avkomman. Koderna styr proteinsyntesen, som ligger till grund för uppkomsten av nya celler. 

Isolering av DNA: 

DNA finns i cellens mitokondrier och kärna. Cellkärnan är cellens kontrollcentral och innehåller kromosomer, där DNA:n är packad i spiralformade molekyler. Människan har normalt 22 kromosompar samt X- och Y-kromosomer. 

Det är relativt lätt att isolera DNA ur vävnader och celler. Först bryts cellstrukturen ned genom att man söndrar cellens och cellkärnans membran, varefter man med hjälp av värme- och enzymbehandling bryter ned och fäller ut äggviteämnena, dvs. proteinerna, samt de kolhydrater som inte är vattenlösliga. Till slut fälls DNA-trådarna ut från vattenfasen genom att man vid låg temperatur (blockerar spjälkningsenzym och främjar utfällningen) tillsätter alkohol, varefter DNA:n kan tas tillvara.
Anvisningar:
Material:
Lök, en vass kniv, ett skärbräde, ett högt glas, en metallsked, tvål-saltlösning, vattenbad +60°C, kaffefilter och filtertratt, dekanteringskärl i plast 2,5 dl, isbitar och styroxkärl för isbad, plastglas 2 cl (snapsglas), pipetter, frysboxkall (-18°C) isopropanol, tandpetare och Eppendorf-rör.
1. Bryt ned cellväggen: Skala av lökens yttre, torra lager och ta bort den hårda stammen. Hacka löken grovt på skärbrädet.
2. Lös upp cellmembranet och cellkärnan: Lägg den hackade löken i ett högt glas och häll på tvål-saltlösning så att löken täcks helt. Rör om försiktigt med en metallsked. Var noga med att det inte uppstår för mycket bubblor. Varje par märker sitt glas på valfritt sätt så att de känner igen det senare.
3. Spjälka sönder proteinerna och kolhydraterna: Ställ glaset i vattenbadet (+60°C) i 10 minuter. Rör om försiktigt med metallskeden efter 5 minuter.
DNA-molekylens struktur:
DNA-molekylen består av fosfatföreningar, socker (deoxyribos) samt av parvis förekommande baser. DNA-molekylens struktur kan liknas vid en stege, där fosfatgrupperna och sockergrupperna bildar sidostängerna och basparen utgör stegpinnarna. DNA-molekylen består av fyra baser: adenin (A) och guanin (G), som är purinbaser (heterocykliska = bildas av två ringar bestående av kväveatomer och kolatomer) samt cytosin (C) och thymin (T), som är pyrimidinbaser (bildas av en heterocyklisk ring). Baserna fästs vid sockergrupperna genom kovalent bindning och bildar nukleosider. Då adenin binds vid thymin (A–T) uppstår två vätebindningar, och då cytosin binds vid guanin (C–G) uppstår tre vätebindningar. Nukleosiderna knyts i sin tur till 1, 2 eller 3 fosfatgrupper, varvid det uppstår nukleotider. I den mänskliga cellens ca 1-2 meter långa DNA-sträng finns det kring 3 x 109 nukleotidpar. Om DNA-strängarna i människans samtliga celler skulle läggas ihop, skulle de nå till månen och tillbaka. DNA-molekylen är spiralformad. De båda strängarna vrider sig åt höger och gör ett fullt varv per varje tio baspar (dubbelspiral = double helix). 

[image: image1.png]deoksiriboosi

0

|
0=P—0H
fosfaatt

i nukleotidi
DNA

teoksiribonukleiinihappo




(Kuvan tekstit:

heterocyklisk bas

deoxyribos

vätebindning

fosfat

nukleotid

DNA = deoxyribonukleinsyra

)

Anvisningar:
Material:
Beståndsdelar till en modell av en DNA-molekyl och stativ till molekylmodellen.
1. DNA-byggmaterial delas ut till alla. (Ett bord kan samsas om t.ex. material till två nukleotider.
2. Bygg en nukleosid: De som har deoxyribos-socker binder dessa genom kovalent bindning till en purinbas (A eller G) eller till en pyrimidinbas (T eller C).
3. Bygg en nukleotid: De som har en fosfatgrupp binder denna genom kovalent bindning till nukleosidens sockergrupp.
4. Bygg en DNA-sträng: Nukleotiderna binds vid varandra till en kedja, där fosfatgrupperna genom kovalent bindning binder till sockergruppen etc…
5. Bygg en dubbelspiral: DNA-strängarna fästs vid hållarna och purin- samt pyrimidinbaserna binder till varandra med vätebindning och bildar en "stege". Adenin binder alltid till thymin och cytosin till guanin.
6. DNA-molekylens dubbelspiral: Den färdiga DNA-molekylen vrids åt höger och fästs i krokarna i stativets botten. 

När molekylmodellen är färdig fortsätter isoleringen av DNA:
4. Utfällning av DNA-trådar: Filtrera DNA-trådar och tvål-saltlösning ner i ett dekanteringskärl av plast. Använd kaffefilter och tratt. Ställ dekanteringskärlet i isbadet och påskynda nedkylningen genom att då och då röra om med en metallsked.
5. Utfällning av DNA-trådar: Häll ca 2 cl lökextrakt i ett plastglas. Pipettera försiktigt över iskall isopropanol dels till botten av plastglaset (snapsglas), dels på ytan av lökextraktet. Pipettera ca 2 pipetter på bottnen och 1–2 pipetter på ytan. Undvik omrörning av extraktet och var försiktig så att DNA-trådar inte sugs upp i pipetten.
6.  DNA-trådarna framträder: Efter några minuter, när alkoholen stigit upp genom vattnet, blir de geléartade, utfällda DNA-trådarna synliga i gränsskiktet mellan vattnet och alkoholen. Skiktet av DNA-trådar innehåller små luftbubblor som påvisar att trådarna finns där. Trådskiktet kan försiktigt lindas kring en tandpetare, läggas i ett Eppendorfrör och tas med hem.
MER BAKGRUNDSINFORMATION:
Saltets betydelse för celltvättlösningen
I vattenlösning förekommer NaCl i form av positiva natrium- och negativa kloridjoner, som redan i sig bidrar till att bryta ned proteinstrukturerna. Natriumjonerna samlar också ihop DNA-strängarna. DNA-molekylerna är partiellt negativt laddade, vilket beror på fosforsyran. Denna laddning drar till sig natriumjoner, som tränger undan kromosomernas proteiner. Kring DNA-strängen bildas alltså ett positivt natriumjonhölje, som i sin tur drar till sig nya DNA-strängar osv. osv.
Alkoholens betydelse för utfällningsfasen
DNA löser sig i vatten men inte i alkohol. Då alkoholen stiger från bottnen på utfällningskärlet, samlar den alltså löst ihop miljoner eller till och med miljarder DNA-strängar.
Proteinsyntesen:
Tillverkningen av en aminosyra kodas med hjälp av tre baser. Vid proteinsyntesen bildas såväl strukturproteiner som enzymer. Ett längre avsnitt med baser (en gen) kodar en proteinmolekyl. DNA:n innehåller förutom gener även avsnitt som fungerar som regleringszoner samt avsnitt som inte kodar något alls och som kallas introner. De kodande avsnittet kallas exoner. Varje cell innehåller individens samtliga gener. Genom urval och reglering av generna differentieras cellerna och bildar olika typer av vävnader. Människan har cirka 40 000 gener (antalet är dock mycket omtvistat). Med hjälp av proteiner bildar DNA:n kromosomer. I varje cell (utom könscellerna) finns två kromosomuppsättningar 

Sammandrag från de föreläsningar kring DNA som jag deltog i under Vetenskapsdagarna
Torsdag 13.1.2005 kl.11-14.30
Föreläsningsblocket om människans genkartor höll absolut toppklass. Det är sällan man sitter och skälver av iver genom en 2 timmar lång föreläsning.
Den första föreläsningen handlade om finländarnas genetiska rötter och tog upp tre frågor: Vilka är vi, var kommer vi från och vilka är våra släktingar? I forskningen kring genetiska rötter utnyttjar man prover från munnens slemhinnor, vilket är välbekant från våra program om isolering av DNA. I undersökningarna används mitokondriellt (överförs alltid från mor till barn) och Y-kromosomalt (alltid från far till barn) DNA. Det sker ingen rekombination (utbyte av delar) i mitokondriellt DNA, vilket innebär att moderslinjen bevaras oförändrad i döttrarnas mitokondriella DNA genom generationerna. I Y-kromosomerna förekommer rekombination mycket sparsamt eller inte alls.
Vad har forskningen kommit fram till? I studier av moderslinjen har det klarlagts att finländare, ester och svenskar har en H-haplogrupp som klart hör till den europeiska genpoolen. Undersökningarna av faderslinjen har visat att cirka hälften är av östeuropeiskt och den andra hälften av västeuropeiskt ursprung.
Det är intressant att finländare och jakuter (ett litet nomadfolk) har en gemensam haploidgrupp, vilket tyder på att dessa folk är släkt. Undersökningar av samer har visat att samerna och den siberiska befolkningen INTE är släkt med varandra. Även samerna har ett europeiskt ursprung.
Brott, faderskap och identifiering: Med tanke på katastrofen i Asien var den här föreläsningen i högsta grad aktuell. I undersökningar gällande brott, faderskap och annan identifiering används, liksom i ovan nämnda forskning, mitokondriellt och Y-kromosomalt DNA. Man kan till exempel jämföra prov från faderns brors sonson eller från moderns systers dotterdotter. Linjerna består oförändrade och proverna är därför sinsemellan jämförbara. Polisen använde tidigare s.k. DNA-fingeravtrycksteknik, vilket var problematiskt på grund av provernas svaga kvalitet och höga antal. Numera används den s.k. PCR-metoden, en metod för undersökning av små, svårhanterliga och lätt nedbrytbara prover. Metoden ger 99 procents tillförlitlighet vid bl.a. faderskapstester och allt biologiskt/organiskt material kan användas. PCR-metoden har gett kunskap om bl.a. koprolitfynd, ismannen, neanderthalmänniskan, den ryska tsarfamiljen och fläckarna på Bill Clintons morgonrock.
Den tredje föreläsningen handlade om de finska folksjukdomarna och arvsmassans betydelse för sjukdomsbenägenheten.
Det största problemet för forskningen är inte det stora antalet gener hos människan – genetiskt är t.ex. människan och apan till 98,8 % identiska – utan det stora antalet proteiner. Människan har ca 20 000 olika proteiner; vi känner till funktionen för 6 000 och 1 540 har beskrivits i detalj. Vid sjukdomar fungerar proteiner felaktigt, och om proteinets funktion i normalt tillstånd är okänd försvåras undersökningen. Dessutom medför miljöfaktorerna ett osäkerhetsmoment. Miljöfaktorer kan göra människan utsatt för sjukdomar eller utlösa sjukdomar vars proteinsynteskoder finns i arvsmassan. I Finland har man undersökt bland annat så kallade cancersläkter, där det förekommer ovanligt många fall av bröstcancer och tjocktarmscancer i ung ålder. Forskning i folksjukdomar bedrivs också på ett internationellt plan. Det görs t.ex. jämförelser mellan olika folkgrupper och sjukdomar, vilket gör det möjligt att upptäcka eventuella överensstämmelser. 

Cytosin





Guanin





Thymin





Adenin








1

