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Erbgut DNA in Zellen höherer Organismen

Das Erbgut liegt in Zellen als fadenförmiges Riesenmolekül, der DNA (Deoxyribonucleicacid) vor. Diese Riesenmoleküle werden bei der Teilung von Zellen höherer Organismen in einer hochorganisierten gefalteten Form als Chromosomen sichtbar. DNA-Fadenmoleküle können mittels einfachster Trennschritte isoliert werden: Das Gewebe wird zuerst mechanisch aufgelöst. Der lösliche Zellinhalt wird mit einer Seifenlösung extrahiert und mit Ethanol überschichtet. Im Wasser-Ethanol-Seife-Gemisch wird DNA (aber nicht die Proteine und Lipide) unlöslich und fällt aus. Die fädige Struktur wird sichtbar.

Zusammensetzung Extraktionspuffer

18 g Kochsalz, 60 mL Spülmittel, 540 mL dest. Wasser.

1. Gib eine halbe geschnittene Frucht zusammen mit 50 mL Extraktionspuffer in ein 250 mL
Becherglas.
Das Spülmittel bricht die Zellmembranen auf, so dass die DNA aus den Zellen und den Zellkernen entlassen wird.

2. Zerstosse die Probe im Mörser, bis ein körniges Mus entsteht. 
Die Reibung soll aber nicht extrem stark sein, sonst wird zuviel DNA zerrissen.

3. Filtriere das Gemisch und fange das Filtrat in 2 grossen Reagenzgläsern auf. 
Zur Filtration wird im Glas-Trichter mit Watte ein Trichter geformt, mit destilliertem Wasser befeuchtet und leicht angedrückt.

Nachdem das erste Reagenzglas etwa zu einem Drittel gefüllt ist, wird das zweite Reagenzglas unter dem Trichter platziert.

Die Filtration trennt die Zellwandbestandteile von der DNA und den Proteinen.

Die DNA und die Proteine sind nun im Filtrat gelöst.

4. Überschichte den Extrakt im ersten Reagenzglas sehr vorsichtig mit dem halben Volumen
eiskaltem Ethanol.
Das Ethanol muss für den Versuch eiskalt sein.

5. DNA reichert sich in wenigen Minuten in der oberen Schicht (Ethanol; Grenzschicht) an.
DNA löst sich nicht in Ethanol und wird dadurch in dieser Schicht sichtbar. 
Die DNA lässt sich am besten mit einem rauhen Holzstäbchen aus dem Glas fischen. 
Ev. zusätzlich abpipettieren.

6. Überführe die DNA in ein Präparate-Gläschen. Falls anschliessend eine Hydrolyse der DNA geplant ist, wird  nur etwa die Hälfte der DNA-Portion zusammen mit ca. 2 mL dest. Wasser in ein zweites Präparate-Gläschen gegeben. Diese Probe wird für die photometrische Messung verwendet. Ist keine Hydrolyse vorgesehen, werden etwa 2 mL dest. Wasser direkt zur gesamten DNA-Portion gegeben.   
Messung im Photometer: Die Probe wird in eine Quarzküvette pipetiert und ein Absorptionsspektrum zwischen 200-300 nm aufgenommen. Die teure Quarzküvette soll erst unmittelbar vor der Messung aus dem         Küvetten-Ständer genommen und sorgfältig im Photometer platziert werden. 

7. Von Kiwi- und Tomaten-Extrakten im zweiten grossen Reagenzglas kann ein Absorptionsspektrum zwischen 400-800 nm aufgenommen werden.

Fragen:

1. Wie kann bei gleichen Ausgangsmengen mehr DNA gewonnen werden?

2. Ist der Extraktionspuffer mit Kochsalz gesättigt?

3. Was bewirkt das Kochsalz? Erkläre die chemischen Hintergründe.

4. Was bewirkt das Spülmittel? Erkläre die chemischen Hintergründe.

5. Warum löst sich DNA nicht in Ethanol?
6. Interpretiere das UV Spektrum der DNA und ev. das Spektrum des Extrakts.
Warum muss das Spektrum der DNA in einer Quarzküvette gemessen werden?
7. Welche Produkte entstehen bei der Hydrolyse in saurer Lösung ... a) eines Fettes?  b) der DNA? c) vom PET?

Formuliere die Reaktionsmechanismen. Tipp: Zeichne zuerst die nichtbindenden Elektronenpaare ein. 
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