Analyse af miligDNA-prgve

Analyse af miljgDNA-preve

Veer opmaerksom pa!

For at kunne udfgre laboratoriearbejdet skal flere grupper og elever arbejde pa samme tid med forskellige
miljaDNA-prgver, reagenser og arter. Ud over dette vil de tre forskellige laboratorie-metoder forega
sidelgbende for at udnytte en ventetid, som optraeder i DNA-ekstraktionen.

Veer derfor opmaerksom pa at de forskellige prgver og reagenser ikke krydskontaminerer hinanden!

DNA-ekstraktion

Der er indsamlet 2 miljgDNA-prgver i sterivex-filtre. DNA’et fra disse filtre skal ekstraheres(udtraekkes) fra
filteret til brug i real-time PCR-analyse (qPCR-analyse). Hvert filter opdeles i 4 mindre del-ekstraktioner, som til
sidst samles til én samlet, oprenset miljigDNA-prgve.

Maling af DNA-koncentration

Der males DNA-koncentration pa begge af de to oprenset miljgDNA-prgver. Klassen vaelger miljigDNA-prgven
med den hgjeste koncentration til videre gPCR-analyse.

gPCR-analyse af miljgDNA-prgve

Den udvalgte miljgDNA-prgve analyseres vha. gPCR (eller real time PCR). Klassen skal i feellesskab lave i alt 24
gPCR-analyser af 12 forskellige arter (2 gPCR-analyser pr. art). | kan enten veaelge, at hver elev laver én analyse,
eller at flere elever arbejder sammen om en analyse, afhaengig af, hvor mange elever der er i klassen. Veer
opmeaerksom pa, om prgven stammer fra havvand eller ferskvand.

Arter til gPCR-analyse:

gPCR- HAVVANDsprgve FERSKVANDsprove
analysenr. | Dansk navn Latinsk navn Dansk navn Latinsk navn
1 Aborre Perca fluviatilis Aborre Perca fluviatilis
2 Aborre Perca fluviatilis Aborre Perca fluviatilis
3 Trepigget hundestejle | Gasterosteus aculeatus Trepigget hundestejle Gasterosteus aculeatus
4 Trepigget hundestejle | Gasterosteus aculeatus Trepigget hundestejle Gasterosteus aculeatus
5 Europaeisk al Anguilla anguilla Europaeisk al Anguilla anguilla
6 Europeeisk al Anguilla anguilla Europeeisk al Anguilla anguilla
7 Sortmundet kutling Neogobius melanostomus | Stor vandsalamander Triturus cristatus
8 Sortmundet kutling Neogobius melanostomus | Stor vandsalamander Triturus cristatus
9 Bld svgmmekrabbe Callinectes sapidus Logfro Pelobates fuscus
10 Bld svgmmekrabbe Callinectes sapidus Logfro Pelobates fuscus
11 Asiatisk strandkrabbe Hemigrapsus sanguineus Grgnbroget tudse Bufo viridis
12 Asiatisk strandkrabbe Hemigrapsus sanguineus Grgnbroget tudse Bufo viridis
13 Pensel klippekrabbe Hemigrapsus takanoi Lille vandsalamander Lissotriton vulgaris
14 Pensel klippekrabbe Hemigrapsus takanoi Lille vandsalamander Lissotriton vulgaris
15 Stilkalge Prymnesium parvum Stilkalge Prymnesium parvum
16 Stilkalge Prymnesium parvum Stilkalge Prymnesium parvum
17 Furealge Alexandrium ostenfeldii Flodkrebs Astacus astacus
18 Furealge Alexandrium ostenfeldii Flodkrebs Astacus astacus
19 Amerikansk ribbegople | Mnemiopsis leidyi Signalkrebs Pacifastacus leniusculus
20 Amerikansk ribbegople | Mnemiopsis leidyi Signalkrebs Pacifastacus leniusculus
21 Marsvin Phocoena phocoena Galizisk sumpkrebs Astacus leptodactylus
22 Marsvin Phocoena phocoena Galizisk sumpkrebs Astacus leptodactylus
23 Spaettet sl Phoca vitulina Bred vandkalv Dytiscus latissimus
9 24 Spaettet szl Phoca vitulina Bred vandkalv Dytiscus latissimus
E
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Overblik over laboratoriemetoderne
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DNA-ekstraktion fra ét Sterivex-filter

Vaer opmaerksom pa: Veer omhyggelig med, at grupperne der arbejder med det ene filter ikke
krydskontaminer det andet filter, og omvendt. Hele ekstraktionen skal forega i en plastbakke, for at undga
kontaminering og for at arbejdet kan flyttes til side i Ipbet af dagen. Hvert filter opdeles i 4 mindre del-
ekstraktioner, sa dvs. med 2 filtre skal der veere 8 del-ekstraktioner i alt. Gem filternes klistermaerke med
prgvenr., som fulgte med den lille zip-lock pose til at seette pa den
faerdig ekstraherede miljgDNA-prgve.

Inden | gar i gang: sprg for at hele klassen har gennemgaet, hvordan
man arbejder sterilt og handterer pipetter! Alle tager handsker og
kitler pa.

Abning af sterivex-filter (Dette trin udfgres af én gruppe eller én

leerer pr. filter)

1. Tend varmeskabet og szt det til 50-55 °C.

2. Ggr rent ved at aftgrre bord og pipetter med papir fugtet med 5
% kloroplgsning og efterfglgende 70 % ethanol.

3. Folgende udstyr steriliseres ved aftgrring med 5% klor og
efterfglgende 70 % ethanol: plastbakke, petriskal, pincet, saks,
skalpel og rgrsaks (A).

4. Aftgr sterivex-filteret med 5 % kloroplgsning.

5. Skru propperne af begge ender af filteret (hvis muligt), og lad
ethanolen Igbe ud, hvis muligt.

6. Aben filteret ved at skaere toppen af med en steriliseret rgrsaks.
Seet saksens kniv ned i rillen mellem cylinderen og laget med det
store gevind. (B).

7. Tag selve filterenheden ud (C) af cylinderen. Filteret er det hvide
papir rundt om plastrgret (D).

8. Placer filterenheden i petriskdlen. Med skalpel skaeres den hvide
filtermembran af selve plastcylinderen ved at skzere ned langs
papiret (E), og langs begge ender (F).

9. Med en pincet fjernes den hvide membran (G) og laegges ud
petriskalen (H).

10. Skeer/klip (1) filtermembranen i 4 stykker/bunker (J).

11. Anbring hver bunke med filterstykke i et eppendorf-rgr (K). Skriv
prgvens nr. pa de fire 1ag. Prgven er nu klar til brug (L).

“ . Vortex’er: Bruges til at omryste
Lysering (alle grupper) i vaeske i ror.
12. Omryst rgr med Lyseringsbuffer i vortex’er i 5 sekunder og )

centrifuger rgret i bordcentrifugen i 5 sekunder. Tilsaet 40 pL / Bord-centrifuge: Bruges til at
Lyseringsbuffer til eppendorf-rgret med stykker af ,; / samle vaeske i bunden af et rgr.
filterpapiret. Pipettér forsigtigt vaesken op og ned i rgret o Skal afbalanceres ved brug!

omkring filterpapiret. Herved nedbrydes cellerne i . .
. ) ) ] ) - Stor centrifuge: Bruges til
filterpapiret, og DNA bliver tilgeengeligt. —_— at £3 vaeske over
13. Centrifuger rgr med Proteinase K i bordcentrifugen i 5 v membranen. Skal
sekunder. Tilszt 2,5 pL Proteinase K til vaesken i eppendorf- é/ afbalanceres ved brug!
rgret. Vortex rgret i 5 sekunder. Herved nedbrydes bl.a.
proteiner som kan gdelaegge nukleinsyre.
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14,

15.

16.
17.

18.

Centrifuger eppendorf-rgret i den store centrifuge i 1 minut ved 8.000 rpm. Sgrg for, at | kan huske og
genkende jeres rgr i centrifugen! Skriv evt. jeres gruppenr. pa jeres rgr. Husk at afbalancerer centrifugen
(rgr placeres over for hinanden), og husk at szette centrifugens inderlag pa.

Seet eppendorf-rgret i en rotoren, og saet rotoren i varmeskabet. Lad rgrene roterer ved 50-55 °C i
minimum 60 minutter. Dette ggr at DNA udtraekkes fra filteret og kommer ud i vaesken.

Kasser alle brugte reagensrgr og plastikdelene fra sterivex-filteret.

Regrsaks, skalpel, saks og petriskal steriliseres ved aftgrring med 5 % klor og efterfglgende 70 % ethanol, og
leegges pa plads. Szet plastbakken med den hvide rgr-holder til side til senere brug.

Mens rgrene star i varmeskabet, skal | nu forberede qPCR-analyse inden | arbejdere videre med resten af
ekstraktionen. Hvis | holder pause inden naeste punkt, sa sgrg for at reagenserne tages ud fra fryseren og
stilles til optgning.

gPCR-analyse af miljgDNA-prgve

i (se protokollens side 1) qPCR-analysenr.: Artsnavn: i

Inden du gér i gang, sa vaer opmaerksom pa fglgende:

19.
20.

21.
22.

23.
24,
25.
26.

32.

33.

34.

35.

36.

ATENS

Denne protokol er til udfgrelse af én artsanalyse. Der skal i alt laves 24 artsanalyser (se side 1).
Var omhyggelig med, at reagenserne ikke kontaminerer hinanden eller udstyret.
Husk at pipettespidser kun ma bruges én gang, og de herefter skal kasseres.

Gor rent: aftgrre bord og pipetter med papir fugtet med 5 % klor og efterfglgende 70 % ethanol.

Find en farvet seske med lag, hvor der er plads til forskellige type af r@r. £sken skal veere nummeret fra nr.
1-24 (gPCR-analysenr). Nummeret angiver den art du skal arbejde med.

Find 1 rer med ddH20 og 1 rgr med TagMan pr.analyse.

Find fglgende reagenser for den art du arbejder med (se artslisten pa side 1): 1 rgr med Primer F (+
artsnavn), 1 rgr med Primer R (+ artsnavn) og 1 Probe (+ artsnavn). Vent med at tage den positive kontrol
til senere.

Omryst rgrene (TagMan, Primer F, Primer R og Probe), et ad gangen, i vortex’eren i 5 sekunder.
Centrifuger rgrene (TagMan, Primer F, Primer R og Probe) i bordcentrifugen i 5 sekunder.

Tag et tomt eppendorf-rgr. Dette bliver dit mastermix-rgr. Skriv ”Mix” og dit analysenr. pa laget.

Fglgende reagenser skal tilseette Mix-rgret:

27. Tilseet 50 pL TagMan til Mix-rgret.

25.-31. Lav mastermix

28. Tilsaet 50 uL ddH20 til Mix-rgret. Gem rgret med ddH20 til punkt 83. TagMan
) . A ddH20

29. Tilsaet 5 plL Primer F til Mix-rgret. brimer F

30. Tilseet 5 uL Primer R til Mix-rgret. Prirger R
Probe

31. Tilsaet 5 yL Probe til Mix-rgret. J
Szt 13g pa Mix-rgret, og omryst rgret i vortex’eren i 5 sekunder og efterfglgende \| [/ Ernendarf-rar

\
centrifuger rgret i bordcentrifugen i 5 sekunder (husk at afbalancere centrifugen, U
brug evt. et af de brugte reagensrgr).
Find en reekke med PCR-rgr (4 sma rgr, der sidder sammen i en stribe, med 33.-34. Mastermix til PCR-rgr

tilhgrende lag med udhaeng). Skriv dit analysenr. p3 lagets og rgrenes s xfPy 22 EERUESE

snip/udhang. Skriv ikke andre steder! = @
Tilseet 22 pL af mastermixen fra Mix-rgret til hver af de fire sma PCR-rgr. Her / 1284
ma pipettespidsen gerne genbruges imellem de fire rgr.

St laget tilbage pa rorene, og placer rgrene pa kgl, mens | arbejder videre
med DNA-ekstraktionen fra sterivex-filtrene. | kan evt. samle hele klassens 24 PCR-rgr i en tom
pipettespids-boks og stille boksen pa kgl.

Lad de resterende rgr blive i den farvede aske.
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DNA-ekstraktion fra ét Sterivex-filter (fortsat)

Binding af DNA (alle grupper)

37. Gegr rent ved at aftgrre bord og pipetter med papir fugtet med 5 % kloroplgsning og efterfglgende 70 %
ethanol.

38. Find gruppens plastbakken fra punkt 17, og sgrg for at alt efterfglgende arbejde foregar i plastbakken for
at undga kontaminering. Find fglgende reagenser og materialer: Bindingsbuffer, Vaskebuffer,
Elueringsbuffer, DNA-oprensningssgjle med Opsamlingsrgr, blat eppendorf-rgr og kekkenrulle. Sgrg for
at vortex og centrifuger reagenser inden brug.

39. Tag jeres eppendorf-rgr med filterstykket fra punkt 15 ud af varmeskabet. Sluk varmeskabet.

40. Tilseet 110 uL Bindingsbuffer til eppendorf-rgret med filterpapiret. Vortex & o

rgret i 5 sekunder, og centrifuger i 5 sekunder i bordcentrifugen. Kasser det

brugte rgr med bindingsbuffer. >
41. Tag en DNA-oprensningssgjle og placer den i et opsamlingsrgr (se figur). Skriv

prevenummeret pa laget af oprensningssgjlen. opremamimgsseile Opsamlingsrar

42. Overfgr al vaeske fra eppendorf-rgret (ca. 155 pl) til _
DNA-oprensningssgjlen, og kasser efterfglgende vasarcsmiliase 40-44. Binding af DNA

eppendorf-rgret med filterstykket. DNA’et i vaesken _—
binder sig nu til den hvide membranen i ] m
X

oprensningss@jlen vha. bindingsbufferen.

43. Centrifuger DNA-oprensningssgjlen i
opsamlingsrgret i den store centrifuge i 1 minut Bindingsbiuffer
ved 8.000 rpm (se figur ‘Binding af DNA’), saledes
at vaesken passerer igennem membranen og Eppendorf-
DNA’et kan binde sig til selve membranmaterialet. rormed et
Serg for, at | kan huske og genkende jeres rgr i centrifugen, nar flere centrifugerer sammen.

44. Heeld veesken fra opsamlingsrgret i affaldsdunken, dup rgret af pa kgkkenrulle og saet oprensningssgijlen
tilbage i opsamlingsrgret (se figur).

Heeld ud i affaldsdunk og
dup opsamlingsrgr pa papir

Vask membranen (a"e gruPper) 45.-48. Vask af membrane (x2)

45. Tilseet 125 uL Vaskebuffer til oprensningssgijlen. Dette 125 L
gor, at alt andet end DNA bliver vasket ud vaek fra
membranen. Se figur "Vask af membran x 2’.

46. Centrifuger oprensningssgijlen i opsamlingsrgr i den
store centrifugen i 1 minut ved 8.000 rpm. S¢grg for, at |
kan huske og genkende jeres rgr i centrifugen, nar flere
centrifugere sammen. Vaskabifer

47. Heeld vaesken fra opsamlingsrgret i affaldsdunken, dup

Centrifuger :>

=&———2= i1minved
8000 rpm

=D

Haeld ud i affaldsdunk og dup
opsamlingsrgr pa papir /: )

rgret af pa kgkkenrullen. Placer oprensningssgijlen tilbage i opsamlingsrgret.
48. Gentag punkt 45-47, og kasser herefter det brugte rgr med vaskebuffer.

Toér membran (alle grupper)

49. Centrifuger oprensningssgijlen i opsamlingsrgret i 1 minut ved 8.000 rpm, saledes at membranen er helt
t@r for vaeske.

50. Heeld evt. vaeske fra opsamlingsrgret i affaldsdunken, dup rgret af pa kgkkenrullen.

Friggr/eluer det rene DNA (alle grupper)
51. Tag et nyt, ubrugt blat eppendorf-rgr, og skriv jeres prgvenummer pa rgrets lag. Placer oprensningssgjlen i
det bla eppendorf-rgr. Kasser opsamlingsrgret, da dette kan indeholde ugnskede molekyler og cellerester.

ATENS
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52. Tilsaet 25 plL Elueringsbuffer til oprensningssgijlen, og kasser
herefter det brugte rgr med elueringsbuffer. Se figur ‘Eluering
af DNA'. Luk laget pa oprensningssgjlen.

53. Inkuber (lad rgret sta) ved stuetemperatur i 5 min. DNA’et
slipper nu membranen i oprensningssgjlen og kommer ud i
vaesken. Det bla rgr skal ikke lukkets.

54. Centrifuger oprensningssgjlen i det bla eppendorf-rgret i den
store centrifuge i 1 minut ved 8.000 rpm. Det bla Iag skal pege
sidelaens, saledes at centrifugens lag kan lukkes.

55. Vasken (miljg-DNA) er nu tilgaengelig i det bla eppendorf-rgr. Kasser oprensningssgijlen.

Centrifuger
i1 min ved
8000 rpm

Saml alle del-ekstraktioner af samme miljgpDNA-prgve (alle grupper med samme prgvenummer)

56. | skal nu samle alle 4 ekstraktioner fra samme filterenhed i ét DNA-rgr (LoBind-
ror). Vent til de tre andre grupper er faerdige og klar til dette trin. Alle grupper DNA-ror Mikro-ror
der har samme filter-prgvenummer overfgrer nu 25 pL miljg-DNA fra eget bla |
rgr til samme DNA-rgr. Dette rgr indeholder nu alle 4 del-ekstraktioner fra ‘
samme filter. Seet klistermaerket fra zip lock-posen (DL20xxxxx) pd DNA-rgret. ". || J
DNA-rgr er saerlig gode til at opbevare DNA, da de lukker teettere og materialet \ \/
ikke skader DNA’et.

57. Bland den samlede miljgDNA-prgve i DNA-rgret ved at vortexe i 5 sekunder, og centrifuger i 5 sekunder.
58. Udtag 10 ul af miljgDNA-prgven til et mikro-rgr som bruges til maling af DNA-koncentration. Husk at
maerke mikro-rgret med miljgDNA-prgvens nummer.

Maling af DNA-koncentration pa Qubit-maskine

(Maling af koncentration for begge miljgDNA-prgver, udfgres af én gruppe eller lzerer)

59. Opseet 3 x mikro-rgr til fglgende reagenser, og skriv 59.-66. Opsaet til maling af DNA-koncentration
navn pa rgrets lag (navnet er angivet i parentes): ddH,0 & YQ@\“ @"‘f
(H), standardprgve 1 (S1), standardprgve 2 (S2). & F & g@%&‘\;@“
60. Find mikrorgr med 10 pl miljgDNA-prgve fra punkt 58. ﬁ Tﬁﬁ{ TTT
Der er nu 5 mikro-rgr for hele klassen. Qubit bt = - v 'IHI ,""
61. Tag et nyt, tomt eppendorf-rgr og skriv Qubit-mix pa N e e oo 1ot 10t
rgret. . MR
62. Tilsat 5 L Qubit-reagent og 995 pL Qubit-buffer til T7 TT77
Qubit-mix-rgret. Qubit-reagent er en farve, som binder N S — S
til DNA. Qubit-buffer er en blanding af vaeske der
stabiliserer nukleinsyre.

63. Tilseet 190 pL Qubit-mix til rerene S1, S2, og H (der vil fungerer som en negativ kontrol), brug gerne
samme pipettespids. 190 pL Qubit-mix til rerene med miljgDNA, skift pipettespids for hver. Se tegningen
for instruks.

64. Tilset 10 pL standardprgve 1 til S1-rgret. Kasser pipettespidsen.

65. Tilseet 10 pL standardprgve 2 til S2-rgret. Kasser pipettespidsen.

66. Tilseet 10 puL ddH,O0 til H-rgret. Kasser pipettespidsen.

67. Luk laget pa rgrene og vortex alle 5 mikro-rgr. Knips pa rgrene, for at fjerne evt. luftbobler.

68. Lad rgrene inkubere (lad r@rene sta) i 2 minutter ved stuetemperatur.

69. Pa Qubit-maskinen: Valg dsDNA High Sensitivity og fglg maskinens instruks.

70. Seet S1-rgret i holderen, luk maskinens lag, tryk ‘Read standard’. Tag rgret ud.

71. Seet S2-rgret i holderen, luk maskinens 1ag, tryk ‘Read standard’. Tag rgret ud.

ATENS
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Nu har maskinen lavet en standardkurve pa baggrund af de kendte standarder, og er nu klar til at male
koncentration af de sidste tre rgr.

72. Tryk ’Run Samples’. Indstil malingen til 10 uL analyse-volumen, og enheden til ng/uL.

73. Seet H-rgret i holderen, luk maskinens 1ag, tryk ‘Read tube’. Rgret er negativ kontrol, og maskinen burde
derfor svare ‘'Too low’. Tag rgret ud.

74. St det ene miljgDNA-rgr i holderen, luk maskinens lag, tryk ‘Read tube’. Notér koncentrationen. Tag
rgret ud af holderen.

75. Saet det andet miljgDNA-rgr i holderen, luk maskinens Iag, tryk ‘Read tube’. Notér koncentrationen. Tag
rgret ud af holderen.

76. Kasser Qubit-mix-rgret samt alle fem mikro-rgr.

77. Find begge DNA-rgr med miljgDNA-prgver (fra punkt 57) og fortynd begge prever ved at tilseette 300 pl
ddH;0 (brug et nyt frisk rgr ddH,0!) til DNA-rgret. Klassen udveelger i faellesskab den miljgDNA-prgve med
hgjeste DNA-koncentration. Vaer opmaerksom pa, at hele klassen kun skal bruge én af de to mijgDNA-
prover til gPCR-analyserne, og det er vigtigt, at alle tager miljgDNA fra den samme miljgDNA-prgve, og at
denne prgve er fortyndet. Prgverne skal fortyndes for der er nok til alle analyser. Evt. del prgven op i
eppendorf-rgr sa der er til hver gruppe. VIGTIGT! Overskydende vaeske samles tilbage i det oprindelige
DNA-rgr.

gPCR-analyse af miljgDNA-prgve (fortsat)

Under falgende arbejde har laereren tid til at opsaette filer til real-time PCR-maskine (se saerskilt protokol,

'Guide_qPCR-maskine AriaMx og data’).
79.-87. Feerdigggrelse af PCR-rgr

78. Vask bordet med 5 % kloroplgsning og 70 % ethanol. Aftgr pipetter med 5%
klor og efterfglgende 70 % ethanol.

79. Find dit PCR-rgr (fra punkt 35) fra kgleskabet, og placer rgrene i din aske.
Se¢rg for at snippen/udhaenget vender mod venstre.

80. Find 1 rgr positiv kontrol (+ artsnavn) (samme artsnavn som del 1) og 1 rgr
med ddH20 (skal bruges som negativ kontrol).

OBS! Fzelles
miljgDNA-
prove for hele
klassen.

81. Omryst positiv kontrol i vortex’eren i 5 sekunder, centrifuger efterfglgende
positiv kontrol i bordcentrifugen i 5 sekunder (husk at afbalancere centrifugen).

82. Tag forsigtigt laget af PCR-rgrene. Tilsaet 3 L positiv kontrol til PCR-rgr nr. 1 (rgret teettest pa snippen).
Kassér pipettespidsen.

83. Tilseet 3 uL ddH20 (negativ kontrol) til PCR-rgr nr. 2. Brug ddH20-rgret fra punkt. 28. Kassér
pipettespidsen.

84. Find MiljgDNA-prgven som | udvalgte efter koncentrationsmalingen i punkt 77. Det er vigtigt, at hele
klassen bruger samme prgve.

85. Tilsaet 3 uL miljgDNA-prgve til PCR-rgr nr. 3 og kassér pipettespidsen.

86. Tilsaet 3 uL miljgDNA-prgve til PCR-rgr nr. 4 og kassér pipettespidsen.

87. Szt lag pa PCR-rgrene. Sgrg for at snipperne pa rgr og lag vender samme vej.

88. Bank let pa rgrene med en finger for at blande indholdet. Knips pa r@grene, hvis der er luftbobler. Bank
rgrene let i bordet, for at samle al veeske i bunden.

89. Placer jeres PCR-rgr i qPCR-maskinen efter saerskilt guide. Maskinen szettes i gang af underviseren.

90. Sgrg for at klassens to miljgDNA-prgver kommer pa frys.

91. Kassér alle andre brugte rgr. Renggre alt med klor og ethanol. Sgrg for at alt udstyr og materialer er ryddet
op og pa rette plads.

ATENS
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ORDLISTE:

Bindingsbuffer — vaeske med kemikalier der kan facilitere binding imellem nukleinsyre og membran-materialet.
Centrifuge — apparat der bruges til at presse masser og vaesker ned i bunden af rgr ved centrifugalkraft.
Lyseringsbuffer — oplgser celler ved nedbrydning af cellemembran.

ddH20 — dobbelt destilleret vand.

Elueringsbuffer — vaeske med kemikalier der kan bryde binding af nukleinsyre fra membran-materialet.

Kontaminere — at forurene. Ved laboratoriearbejde med bl.a. DNA er det vigtigt at arbejde sterilt, sa prgverne
ikke bliver kontamineret og derved potentielt gdelagt.

Mastermix — en blanding af enzymer og reagenser der skal bruges til PCR-analyse.
MiljgDNA — DNA udskilt fra alle artsorganismer i et bestemt, afgreenset miljg.

Negativ kontrol - standardprgve bestaende af ddH20. Bruges til at validere gPCR-analysens resultat, i forhold
sporing af evt. kontamination.

Oprensningssgjle — Rgr med indsat, fast silica-membran der kan tilbageholde nukleinsyre-molekyler fra 200-
50.000 basepar.

Positiv kontrol — standardprgve med kendt indhold og koncentration af pageeldendes arts DNA. Bruges til at
validere gPCR-analysens resultat, i forhold til om primer og probens har reageret som forventet.

Primer — kort enkeltstrenget nukleinsyre, der bruges til at initiere startstedet for polymerasens replikation af
DNA.

Probe - kort enkeltstrenget nukleinsyre bundet med fluorescerende molekyle, der udsender lyssignal ved
denaturering.

Proteinase K — enzym der fordgjer proteiner.

gPCR — quantitative Polymerase Chain Reaction (Kvantitative Polymerase-Kaede-Reaktion).
Qubit-buffer — blanding af veeske der stabiliserer nukleinsyre.

Qubit-reagent — Qubit-reagent er en farve, som binder til DNA

Standardprgve 1 og 2 — kalibranter der bruges til at indstille Qubit-maskinen, saledes at den har to
referencepunkter at opmale DNA-koncentration imod.

TagMan — indeholder buffer, frie nukleotider og en termostabil polymerase, der er udvundet fra bakterien
Thermus aquaticus. Polymerase bruges til at opformere (kopiere/replikere) DNA, og dens aktivitet er styret af
reaktionens temperatur.

Vaskebuffer — vaeske med kemikalier der kan facilitere udvaskning af andre molekyler end nukleinsyre fra
membran-materialet.

Vortex — apparat der bruges til at omryste vaeske i rgr ved vibrationer.
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