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DNA-halsband
Enkel extraktion av DNA fran manskliga kindceller fran
munhalan

National Centre for Biotechnology Education, University
of Reading

MAL

Har beskrivs en enkel extraktion av DNA fran celler
tagna fran munhalan. DNA fran dessa celler kan sedan
forvaras i en glasbehallare och baras som ett halsband.
Det DNA man far fram med denna teknik ar inte till-
rackligt rent for att kunna anvandas i andra syften, som
t.ex. medicinsk diagnos eller slaktskapsutredning: det
ar bara ett trevligt experiment.

UTRUSTNING OCH MATERIAL
For varje student eller arbetsgrupp:
Utrustning

1 ml pipett, helst plast

10 ml matcylinder, injektionsspruta eller liknande, for
att mata 1 ml volymer

Delar till halsbandet: glasbehallare med metallkapsyl;
neoprengummipropp, och ett stycke halsbandssnore.

1 steril bomullstopp ("tops™)

Superlim

Material

1 ml DNA extraktionsbuffert
2 ml denaturerad etanol (t.ex. T-rod eller liknande)

For att blanda 1 liter bla extraktionsbuffert:

e placera 7,88 g Tris.HCl i en 1 liters kolv

e satt till 500 ml vatten
KORRESPONDENS TILL e satt till 200 ml 10% SDS—Iosnlng
Dr. J.W Schollar e satt till 70 ml 3M NaCl-16sning
National Centre for Biotechnology e satt till 1 ml of bla livsmedelsfarg
Ed.ucat'on’ University of Reading e snurra forsiktigt p& kolven for att blanda om

cience and Technology Centre, o . " . . .

Earley Gate, Reading RG6 6BZ UK o fyll pa upp till 1 liter destillerat eller avjoniserat
Epost: J.W.Schollar@reading.ac.uk vatten
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INTRODUKTION

Den metod som presenteras har ar en ytterst férenklad
version av den procedur som anvands av medicinska,
rattsmedicinska eller andra skadl. Som den beskrivs, ar
H -1 8 OC proceduren av begransat utbildningsvarde, men den

\ kan modifieras for att inkludera flera steg som kan dka
vardet. Det framsta skalet for laborationen ar att ge ett
underhallande forsok vars slutprodukt ar unik for den
elev som utfor arbetet.

UTFORANDE

Innan du boérjar

Om du nyligen har atit, druckit ndgot eller borstat tan-
derna maste du vanta 3-4 timmar innan du borjar. Det
beror pa att mat, dryck och tandborstning kan skolja
bort manga av cellerna i munhéalan, och da kan du bara
fa tag i en valdigt liten mangd DNA.

Figur 1
Stall etanolen i en noggrant sluten behallare i ett frys-
skap minst tva timmar fére extraktionen. Vi rekom-

@ menderar att lamna etanolen i frysen dver natten.

VARNING: Etanol ar mycket eldfarligt. De flesta frysar
ar inte sakrade for elektriska gnistor, och det finns en
risk for explosion om etanolanga kommer ut i frysen.
Darfor ar det mycket viktigt att behallaren med etanol
ar tatt forsluten innan den placeras i frysen. Det ar ock-
sa klokt att bara kyla ner sma volymer i taget (Fig 1).

1. Mat upp 1 milliliter (1 ml) av extraktionslésningen i
ett litet provror eller liknande (t.ex. ett 5 ml grade-
rat Eppendorf-ror). Extraktionslosningen innehaller
en liten mangd detergent (’diskmedel”) sa du kan-
ske ser sma bubblor.

2. Ta ut den sterila bomullstoppen ur sin behallare.
Svalj ner 6verskott av saliv sd att munnen inte ar
for blot. Gnugga bomullstoppen runt i munnen i at-
minstone tva minuter. Gnugga insidan av kinderna
och tandkottet i bade over- och underkéaken, och
ocksé forsiktigt under tungan. Malet ar att fa med
s& manga celler som majligt pd bomullstoppen, s&
ju mer du gnuggar (och ju mindre saliv som kan
skoélja bort cellerna), desto battre blir resultatet (Fig
2).

3. Placera bomulistoppen i extraktionslésningen. Ror
om ordentligt i tva minuter for att fa loss cellerna.
Pressa bomullstoppen mot sidorna i réret sa du far
loss cellerna till extraktionslésningen. Detergenten i
I6sningen bryter sénder cellerna, och frigor ditt DNA

(Fig 3).

Figur 3 4. FOr nasta steg behdvs noggrannhet och en stadig
hand. Ta ut den iskalla etanolen fran frysen. Hall
bada roren i vinkel, och hall forsiktigt ungefar tva
milliliter (2 ml) av etanolen langs sidan pa provro-
ret, si att etanolen kommer att flyta ovanpa extrak-
tionslésningen i ett separat lager (det har paminner
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om att gora en exotisk cocktail med flera lager).
Rata upp provroéret och stall det dar det kan std i
fred utan att valta (Fig. 4).

5. Hall dgonen pa réret och vanta i ungefar 10 minuter
(om det blir kondens utanpa roret kan du torka av
det med ett finger). DNA fran cellerna kommer att
langsamt diffundera upp i etanollagret. Saltet i ex-
traktionslosningen far DNA-tradarna att trassla ihop
sig till vitaktiga klumpar. Dessa flyter langsamt upp
till ytan av etanolen, burna av sma luftbubblor som
ofta syns runt DNA-klumparna (Fig. 5).

VIKTIGT: Om ditt cellprov innehdll en massa saliv
kan det vara nodvandigt att vanta langre an 10 mi-
nuter. Om du inte ser nagot DNA efter 10 minuter,
sa lat roret sta ifred nagra timmar, eller kanske
over natten. Till slut bor du se de vita DNA-
tradarna.

6. Anvand plastpipetten for att forsiktigt suga upp DNA
och lite av etanolen, och flytta dver till den lilla
glasbehallaren. Fyll inte for mycket, dar maste fin-
nas plats till gummiproppen (Fig. 6).

7. Tryck i gummiproppen sa att den sitter sakert och
sluter igen glasbehallaren. Kom ihag att behallaren
ar av glas — tryck forsiktigt sa du inte bryter sénder
den (Fig. 7).

8. Se till att den lilla behallaren och gummiproppen ar
torra. Satt en droppe superlim pa proppen och kan-
ten av behallaren. Tryck fast metallkapsylen 6ver
behallaren och gummiproppen. Nar limmet stelnat
kan du hantera behallaren. Klipp snoret i tva bitar,
och tra den ena genom metalldéglan och knyt ihop
de tva andarna (Fig. 8).

Nu ar ditt DNA-halsband fardigt att bara!

Figur 6 Figur 7 Figur 8
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SAKERHETSFORESKRIFTER
Metanol

Metanol ar mycket eldfarligt. De flesta frysar ar inte
sakrade for elektriska gnistor, och det finns en risk for
explosion om etanoldanga kommer ut i frysen. Darfor ar
det mycket viktigt att behallaren med etanol ar tatt for-
sluten innan den placeras i frysen.

FORBEREDELSER OCH TIDSATGANG

Experimentet tar ungefar 30 minuter. Etanolen maste
kylas i forvag.

FELSOKNING

En del cellprov fran munnen innehaller mycket saliv,
och det kan vara nédvandigt att vanta i mer an 10 mi-
nuter. Om du inte ser nagot DNA efter 10 minuter, s
Iat roret sta ifred nagra timmar, eller kanske over nat-
ten. Till slut bér du se de vita DNA-tradarna.

LEVERANTORER
NCBE i Reading kan tillhandahalla material till halsband.

FORVARING AV MATERIAL

Allt material kan férvaras i rumstemperatur.

HEMSIDA

En animering som visar extraktion av DNA (Genetic
Science Learning Center, Utah). Denna visar en mer
avancerad teknik

http://learn.genetics.utah.edu/units/biotech/extraction/

S, Tack

S Volvox-projektet finanseras av EU:s Sjatte Ramprogram.
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