Agar 6z gel elektrofor ézis

A DNS fragmentek elvaasztasara, identifikdlasra és a fragmentek tisztitdséra
legéltal&nosabban hasznalt médszer az agardz gél elektroforézis. A technika egyszerQ, gyors
és a gélben 1évd DNS kozvetlenul lathatéva tehetd: a DNS csikok a gélben festhetfk kis
koncentraciéju interkaldlo festékkel, az ethidium-bromiddal; mér 1 ng DNS l&haté a gélen
UV fényben.

A DNS eektroforetikus vandorlasi sebessége az agar6z gélben 4 {6 paramétertdl fligg:

A DNS molekula mérete:
A linedris kettds szu DNS (amely feltehetden egyik végével elbrefele vandorol a gé
matrixban) sebessége forditottan aranyos a molekulasily tizes alapl logaritmusaval.

Az agar6z koncentracioja
A DNS elektroforetikus mobilitasanak (m) a logaritmusa és a gélkoncentracio (t) kozott
egyenes aranyossag van, amely a kovetkezd egyenlettel irhaté le:
logm=logm, - K.t
ahol my a szabad el ektroforetikus mobilitas, K, pedig a retencids egyitthatd, amely fligg a gél
tulgjdonsagaitol és a vandorl6 molekula méretétdl, valamint aakjatal.

A DNS koformécidja:

Az azonos molekulasilyu zért cirkuléris (1. forma), nicked cirkularis (11. forma) és a linedris
(1. forma) DNS kulonbtzd sebességgel vandorol az agardéz gélben. A hdrom forma relativ
mobilitésa elsdsorban az agar6z koncentréacidjatdl fligg, de hat ra az aramerdsség, a puffer
ionerdssége és az |. forman levd szuperhelikus menetek sirlsége. Bizonyos korilmeények
kozott az 1. forma gyorsabban vandorol, mint all. forma, méskor a sorrend forditott. Ebben az
esetben egyre nagyobb mennyiségl ethidium-bromid kétddika DNS-hez, az |I. forma
negativan csavarodott szuperspirdjai kitekerednek és a molekula védorlési sebessége
csokken. Egy bizonyos kritikus szabad festék koncentraciond ahol a molekula teljesen
kiegyenesedik, aDNS |. formajanak avadorlasi sebessege eléri a minimumot.

Az akamazott aram:
Alacsony fesziiltségen a linedris DNS vandorlésa aranyos a feszilltseggel.

A DNS bézisisszetétele és a hdmérseklet:
A DNS viselkedése az agar6z gélben nem fligg Iényegesen sem a DNS bézisosszetétel étol,
sem a hdmérseklettdl .
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1. dbra: Az agar 6z géirefelvitt mintak felllr 6l lefelé futottak, bal szélen Iétra lathato.

Gyakorlat leir asa:

A DNS molekuldkat rendszerint 0,5- 1,5% agar6z gélben vaasztjuk e és vizsgdjuk, 3-5
V/cm térerd mellett.

Agaréz gél készitése:
0,4/0,5 g agar6z
1 ml 50x TAE puffer (2,0 M Tris- acetét, 0,05 M EDTA, pH 8,0)
49 ml deszt. viz
mel egitéssel feloldva.

1. Etidium-bromidos médszer :

A DNS lathatova tétele céjabol a gélhez etidium- bromidot adunk. Az etidium- bromid
hozzako6todik a DNS- hez és UV fényben fluoreszkdl. Vigyazat az etidium- bromid er 8sen
mutagen!

Amikor a gé lehllt kb. 60°C-ra beletesziink 10 m etidium- bromidot. Ezutan az oldatot
bel edntj ik az elokészitett talkéba és beledllitjuk a fésit.

A g8 megsziladulésa utén a féslt Odvatosan kihlzzuk. A zsebek Sériilésének
megakadalyozésahoz a zsebek kornyékén a gél fellletére 1° TAE oldatot csepegtetiink.

A mintédkhoz hozzdadunk 5 m STOP- keveréket (50% szachar6z, 20 mM Na EDTA, 0,1%
brémfenolkék), majd dvatosan 7 mi-t bepipettdzzuk a gélen |évd zsebekbe, a puffer aa
rétegezve. A mintak mellé standardként 7 mi DNS létrét vagy Hindlll- mal emésztett | DNS-t
viszink fel.

A gdt a futtatbkadba helyezzik és feltoltjuk pufferrel (kb. 600 ml 1" TAE). Bekapcsoljuk a
tapegységet Ugyelve a polaritasra (a DNS a pozitiv sarok felé vandorol). A mintékat 70 V
feszlltsegen 1-1,5 drat futtatjuk. A bromfenolkék elhelyezkedése téjékoztatd informaciot ad
az elektroforézis alasarol.

Az elektroforézis befejezése utan a gélt UV [dmpa aatt vizsgaljuk.



2. Eldhivas gyors festési eljarassal:

A melegitéssel feloldott agardz gélt beledntjik az el Okészitett talkaba és beledllitjuk a fést.

A g8 megsziladulésa utén a féslt Odvatosan kihlzzuk. A zsebek Sériilésének
megakadalyozasahoz a zsebek kdrnyékén a gél fellletére 1° TAE oldatot csepegtetiink.

A mintékhoz hozzdadunk 2 m ,sample loading dye’-t, majd dvatosan 7 mi-t bepipettézzuk a
gélen 1évd zsebekbe, a puffer ala rétegezve. A mintdk mellé standardként 7 m DNS I|étrat
vagy Hindlll- mal emésztett | DNS-t visziink fel.

A gdt a futtatékadba helyezzik és feltoltjik pufferrel (kb. 600 ml 1" TAE). Bekapcsoljuk a
tapegységet Ugyelve a polaritasra (a DNS a pozitiv sarok felé vandorol). A mintakat 100 V
feszllltsegen 0,5-1 orét futtatjuk.

A ,sample loading dye” (Biorad) ket kék festéket tartalmaz, amelyek nem festik meg magat a
DNS-t, de megkonnyitik a zsebek megtoltését és segitik az elektroforézis alasanak nyomon
kovetéséet. A , gyorsabb” festék a korulbeltl 500 bp méretd, a ,lassabb” a kordlbeltl 5 kb
méretl DNS fragmentekkel vandorol egy(itt.

A futtatéds utén a DNS fragmentek elhelyezkedését festési eljaras segitségével vizsgajuk. A
festésre kétféle modszer van:
1) Gyorsfestés (12-15 perc)

a) A mianyag festd tdlkdba 100-120 ml 100" , Fast Blast” (Biorad) festéket ontlink.

b) A gét 2 percig (de nem tébb, mint 3 percig) festjik enyhe rézogatés kdzben.
(Vigyazat, a gél konnyen elszakad!) A festék oldat legaldbb tovabbi 7 gél
megfestésére felhasznél hato.

c) A gdt egy nagyobb edénybe tesszilk és 500-700 ml 40-55 °C-os vizzel mossuk kb. 10
masodpercig enyhe rézogatassal.

d) Ujabb 500-700 ml meleg vizzel mossuk a gélt 5 percig razatés kzben.

€) Megismételjik ad) pontot.

f) A gé vizsgdhatd. A vonalak 5-15 perc vérakozés utan élesebbé vahatnak.
Esetlegesen Ujabb mosasokra lehet szilkseg.

2) Festés egy szakan keresztll (min.8 h)

a) A mianyag festd tdkdba 100-120 ml 1” ,Fast Blast” (Biorad) festéket ontink.

b) A gét egész északan a aztatjuk.

c) A gé ezutan azonnal vizsgéhato.

A gélt vilagos hattér elbtt vizsgajuk. EQy milanyag lapot a gélre helyezve a mintékat
amésoljuk vagy a gélt lefotdzzuk.



Standardok:

A Hindlll- mal emésztett | DNS fragmentek mérete:

23130 bp
9416
6557
4361
2322
2027
564
125
DNSIlétra, 1 kb (Sigma, Product No. D0428)
Konc.: 0,50 ng/mi
Puffer: 10 mM Tris-HCI, pH 8.0
0,1 mM EDTA
Az elekroforézishez felhasznd ando:
2 DNS létra,
48 m viz,
12,5 m Stop keverék dsszetétel ben.
A DNS létra fragmentjeinek mérete:
10.0 kb
8.0
6.0
5.0
4.0
3.0
25
2.0
15
1.0

0.5



