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Cwiczenie: ELEKTROFOREZA DNA W ZELU AGAROZOWYM

Elektroforeza jest zjawiskiem elektrokinetycznym, w ktérym pod wptywem
przytozonego pola elektrycznego przemieszczajag si¢  makroczasteczki - obdarzone
niezrownowazonym fadunkiem elektrycznym. Predkos¢ przemieszczania si¢ takiej
makroczasteczki zalezy od jej tadunku, rozmiaru, ksztattu oraz oporu srodowiska. Rozdziaty
elektroforetyczne moga by¢ prowadzone bezposrednio w objetosci elektrolitu (elektroforeza
kapilarna) lub w nosniku elektroforetycznym wypetnionym odpowiednim elektrolitem.
Nosnikiem elektroforetycznym moze by¢ np. bibuta, azotan celulozy, agaroza, poliakrylamid,
ktory nie tylko stabilizuje elektrolit, ale przyczynia si¢ takze do lepszej separacji
makroczasteczek. Zastosowanie porowatych nosnikdw tj. agaroza, poliakrylamid, poteguje
efekt separacji poprzez dodatkowe frakcjonowanie makroczasteczek na zasadzie sita
molekularnego.

Kwasy nukleinowe w buforach o pH bliskim neutralnego obdarzone s3 tadunkiem
ujemnym i poruszaja si¢ w stron¢ dodatnio natadowanej elektrody. Rozdzial nastgpuje na
podstawie masy odpowiednich fragmentow, co pozwala na ustalenie ich wielkosci, stopnia
degradacji oraz zanieczyszczen wystepujagcych w postaci biatka lub RNA. Do rozdziatu
kwasow nukleinowych wykorzystuje si¢ dwa typy zeli: agarozowy i poliakrylamidowy.

Agaroza jest polisacharydem bedacym polimerem D-galaktozy i 3,6-anhydro-L-
galaktozy, otrzymywanym jako frakcja agaru pochodzgcego z krasnorostow. Bardzo tatwo
rozpuszcza sie W goracej wodzie i pozostaje w stanie ptynnym az do temperatury ok. 40°C.
Ponizej tej temperatury zestala si¢ w postaci porowatego zelu. Sita molekularne agarozy
wykazujg dobre wlasnosci rozdzielcze. Rozmiary porowatosci mozna regulowac stosujac
agaroze w roznych stezeniach. Im wyzsze jest stezenie agarozy, tym bogatsze usieciowanie i
drobniejsze pory.

Do wizualizacji DNA po rozdziale elektroforetycznym stosuje si¢ m.in. barwniki
fluorescencyjne. Najczesciej stosowany jest bromek etydyny, ktory wigze si¢ z kwasem
deoksynukleinowym. Obraz separacji makroczasteczek moze by¢ uwidoczniony w $wietle
UV ($wieci na pomaranczowo) i utrwalony za pomoca kamery cyfrowej z oprogramowaniem.
Stosowanie bromku etydyny wymaga duzej ostroznosci ze wzgledu na jego silnie
wiasciwosci karcinogenne.

Celem (¢wiczenia jest izolacja materialu genetycznego (DNA) z  krwi

| przeprowadzenie rozdziatu elektroforetycznego wyizolowanego materiatu genetycznego.
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Aparatura i odczynniki:
e Agaroza,
e Bufor 1x TBE,
e Bufor tadujacy Roti-Load DNA,
e DNAMarker Lambda Hind 11 0,1pg/pL
e Roztwdr bromku etydyny 5 mg/mL
e Aparat do elektroforezy z zasilaczem
e Lampa UV
e Kuchenka mikrofalowa

e Waga analityczna

Wykonanie ¢wiczenia:

Przygotowanie zelu agarozowego:

Przygotowa¢ 60 mL 1% roztworu w buforze 1x TBE odwazajac odpowiednia ilos¢
agarozy. Uzyskany roztwér ogrzewa¢ w kuchence mikrofalowej do catkowitego
rozpuszczenia agarozy i pozostawi¢ do ochtodzenia do temperatury okoto 60-70°C (naczynie
mozna utrzyma¢ w dloni). Nastgpnie doda¢ 50 pL roztworu bromku etydyny, doktadnie
wymiesza¢ 1 wyla¢ do wypoziomowanej rynienki, natozy¢ grzebienie 1 pozostawié
do polimeryzacji na ok. 30 min. Po polimeryzacji wyciaggnaé¢ grzebien, zel umiesci¢ w
aparacie do elektroforezy i zala¢ buforem 1x TBE.

Uwaga! Prace z bromkiem etydyny nalezy wykonywa¢ w rekawiczkach ochronnych.

Przygotowanie roztworéw DNA do natozenia na zel:

Do probowek typu eppendorf odpipetowaé 10 pL buforu tadujacego (I1x stezony) i 10 pL
roztworu wyizolowanego uprzednio DNA.

Nalozenie prébek na zel:

Kazdy roztwor naktada¢ do osobnej kieszonki. Do pierwszej kieszonki naktada¢ 10 pL
markera wielkosci DNA. Do kolejnych kieszonek nanie$¢ objeto$¢ ok. 20 uL roztwordw

DNA do nalozenia na zel.

Elektroforeza:
Po natozeniu probek zamkna¢ aparat, kable odpowiednio podtaczy¢ do zasilacza (kable

podiacza Prowadzacy zajecia). Elektroforezg prowadzi¢ pod napigciem 75 V przez 1h 20 min.



Analiza instrumentalna Wydziat Farmaceutyczny UJCM
2016/2017

Aparat odlgczy¢ od zrodta pradu, zel przenies¢ pod lampe UV i obejrzeé rozdzielone kwasy

nukleinowe.

Opracowanie wynikow:
Dokona¢ analizy zelu agarozowego. Okreslic przyblizong wielko$¢ rozdzielanych

fragmentéw DNA.



