Elektroforeza DNA
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Elektroforeza — polega na przemieszczaniu sie czgstek
obdarzonych tadunkiem w polu elektrycznym. Czgsteczki o
tadunku dodatnim przemieszczajg sie w kierunku elektrody
ujemnej, a czgsteczki o tadunku ujemnym w kierunku

elektrody dodatniej.
Pozwala na rozdziat czgsteczek DNA na podstawie ich

dtugosci.

DNA w obojetnym pH ma tadunek ujemny - przemieszcza sie

w kierunku elektrody dodatniej.
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Elektroforeza pozioma
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Agaroza

* polisacharyd otrzymywany z krasnorostow

* bardziej oczyszczona forma agaru

* po rozpuszczeniu w roztworze wodnym tworzy staty
zel

* w zaleznosci od dtugosci rozdzielanych fragmentow
DNA stosuje sie rozne stezenia agarozy (zazwyczaj
od 0,5 % do 2 %)
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TBE vs. TAE

* TBE: tris, kwas borowy, EDTA

* TAE: tris, kwas octowy, EDTA

* TAE jest lepszy, gdy DNA po elektroforezie ma
zostac uzyte do reakcji enzymatycznych (borany sg
inhibitorami wielu enzymow)

» TBE jest lepszy do dtugich elektroforez (lepiej
przewodzi prad, mniej sie nagrzewa)

* TAE jest lepszy do rozdziatu dtugich fragmentow, a
TBE krotkich (< 2kb)
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Czynniki wptywajgce na mobilnosc
czgsteczek:

* wielkosC czgsteczki

* (przebyta podczas elektroforezy odlegtosc jest odwrotnie

proporcjonalna do logarytmu dtugosci fragmentu DNA)

* konformacja (ksztatt) czgsteczki
* stezenie zelu

* natezenie pola elektrycznego
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Plazmidy

3 formy:

» CCC - superspiralna kolista
> OC - otwarta kolista

- L - linlowa

ocC

CCC
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G-< Elektroforeza w zelach
¥ . .
;%; poliakrylamidowych

* polimer akrylamidu

(akrylamid + bisakrylamid)
* duza zdolnoscC rozdzielcza
 zele ptywowe (elektroforeza
pionowa)

 elektroforeza kapilarna
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Analiza spektrofotometryczna
DNA
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Absorpcja UV

* maksimum absorpcji UV przez kwasy nukleinowe
wystepuje przy dtugosci fali 260 nm

e za absorpcje UV odpowiadajg pierscienie
aromatyczne zasad azotowych

* dwuniciowy DNA (dsDNA) charakteryzuje sie nizszg
absorpcjg przy 260 nm, niz jednoniciowy DNA
(ssDNA) i RNA — ssDNA wykazuje ok. 40% wzrost
absorpcji wzgledem dsDNA

* powyzsze wlasciwosci pozwalajg na okreslenie
stezenia kwasow nukleinowych przy pomocy
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Ocena jakosciowa

* maksimum absorbancji biatek: 280 nm

* maksimum absorbancji zanieczyszczen organicznych:
<240 nm

* czystosc preparatow kwasow nukleinowych okresla
sie mierzac stosunek:
A260/A280 — dla zanieczyszczen biatkami
A260/A230 - dla zanieczyszczen organicznych

* A260/280 powinien wynosic:
~1,8 dla DNA
~2 dla RNA

* A260/A230 powinien wynosi¢ ~2 slide 12
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