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1 Formal

At isolere og oprense cromosomalt DNA fra en B.
subtilis-kultur. Cromosomalt DNA er nogle store
molekyler og isoleringen kan derfor bekraeftes ved
hjeelp af gelelektroforese.

2 Princip og metode

Bacillus subtilis er en grampositiv bakterie, hvilket
betyder, at celleveegene kan odelaegges med lyso-
sym. Lysosym spalter nemlig murein, som G+ bak-
teriers celleveeg bestér af.

Der laves oprensning ved “hdndveerksmetoden”
og ved at bruge et oprensningskit.

Fremgangsmaden ved hdndvaerksmetoden er som
folger:

1. Cellehost ved nedcentrifugering.

2. Cellevask med TE-buffer.

3. Lyse af celleveeg med lysosym.

4. Lyse af cellemembran med SDS.

5. Fenolekstraktion (proteiner fjernes).
6. DNA-feeldning ved nedcentrifugering.
7. DNA-vask med ethanol.

8. Kontrol ved hjelp af gelelektroforese.

Ved kit-oprensningen bliver der brugt nogle buf-
fere, hvor indholdet kun kendes af fabrikken, der
har fremstillet kittet. Til gengeeld kan der forteelles,
at der under oprensningen bruges proteinase K, R-
Nase, og at der vaskes med ethanol.

3 Resultater

Gelen kan ses i figur 1 pa den folgende side.

Koncentrationen bestemmes ved at bedemmme
lysintensiteten af de fremkomne streger pa gelen

og sammenligne med markeren. Derefter kan lig-
ningen

Cmarker * Vmarker * PPmarker

meve D> bpmarkmr

Cprove =

bruges.

Markeren (A-DNA HindIII Digest) blev fortyndet 3
gange ved pasatningen. Det betyder at markerens
koncentration er 0,50018/uL- % =0,1671g/uL. Pa ge-
len havde cromosomalt DNA samme lysintensi-
tet som det bdnd p& markeren, der ligger anden-
leengst mod hajre - dvs. det b&dnd, der har en leeng-
de pa2027bp. Der blev pésat 6uL fortyndet markor
og 5uL prove. Med disse oplysninger kan koncen-
trationen bestemmes:

0, 167% -6uL-2027bp
5uL-48502bp

Cprove =

— HE HE
=0,0083754% ~ 8,38 £% .

4 Kommentarer

Som det kan ses af gelen, er det lykkedes lykke-
des af isolere cromosomalt DNA ved handoprens-
ningen. Der er nemlig et stort tungt band, der ik-
ke er ndet videre end brenden. Band nr. 2 i lane 1
kunne evt. veere et plasmid fra B.subtilis. Det store
“smear” ilane 1 er en samling af RNA i mange for-
skellige starrelser. Der er jo ikke tilsat RNase under
héndoprensningen, og derfor matte man forvente
at kunne se RNA pé gelen.

Kit-oprensningerne er til gengeeld ikke géet sa
godt. Der ma have veeret sket en fejl under oprens-
ningen, for der er absolut intet cromosomalt DNA
at se pa gelen. Til gengeeld har RNasen virket, da
der heller ikke er noget “smear” pa gelen. Pa al-
le tre prover ses der et band ved det, der svarer til
markerens 9416bp-bénd (band nr. 2).

Det er altsa lykkedes at isolere og oprense cromo-
somalt DNA ved hdndoprensningsmetoden. Kon-
centrationen heraf er ikke overveeldende, men dog
acceptabelt.



Figur 1: Kontrol af cromosomalt DNA ved gelelektroforese. Lane 1 (overst) viser bandene for handop-
renset DNA. Lane 2 og 3 er kit-oprensningen, og lane 4 er markoren A-DNA HindlIII Digest.
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