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Tyon tavoitteena on tutustua elektroforeesin periaatteeseen ja ymmartaa sen sovellus-
mahdollisuudet biologisessa tutkimuksessa. Tydssa voidaan valaa oma geeli (vaihtoehtoi-
nen) ja tehda agaroosigeelielektroforeesiajo erilaisilla variaineilla. Tehtavana on tutkia eri-
laisten variaineiden sahkdista varausta.

Elektroforeesissa sahkoisesti varautuneita aineita erotellaan sahkdkentan avulla. Sahkoi-
sesti varautuneet aineet kulkeutuvat sahkokentassa kohti vastakkaismerkkista va-
rausta. Esimerkiksi negatiivisesti varautunut DNA-molekyyli kulkeutuu kohti laitteiston po-
sitiivista napaa.

Elektroforeesilaitteisto muistuttaa rakenteeltaan elektrolyysikennoa. Laitteistoon kuuluu
virtalahde, elektrodit, ajoastia seka tutkittavat naytteet. Yleensa naytteita ajetaan geelimai-
sessa valiaineessa, jotta ne erottautuisivat paremmin. Tassa tyossa hyddynnetaan aga-
roosigeelia, joten kyseessa on agaroosigeelielektroforeesi (AGE).

Geelielektroforeesissa naytteiden ajautumisnopeuteen vaikuttavat seka aineen molekyy-
lien koko ettd sahkovaraus. Isommat molekyylit ajautuvat hitaammin kuin pienemmat,
silla geeli vastustaa enemman suurempien molekyylien kulkua. Taman vuoksi geelielektro-
foreesissa suuret DNA-patkat ajautuvat hitaimmin ja pienimmat nopeimmin. Nain erikokoi-
sia DNA-patkia voidaan erotella toisistaan.
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Kaupallinen agaroosigeelielektroforeesilaitteisto.

TYOTURVALLISUUS

- Kayta suojatakkia koko tydn ajan
- Kayta suojahanskoja, kun pipetoit variaineita geelille
- Ole varovainen kuuman geelimassan kanssa, jos valmistatte itse geelin!
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- Mihin elektroforeesia voidaan kayttaa?
- Mihin agaroosia tai agaria voidaan kayttaa?
- Miksi aineita halutaan erotella toisistaan?

TARVIKKEET

- Kaupallinen elektroforeesilaitteisto ja virtalahde

- Geelikelkka ja —kammat

- Agaroosia ja 1xXTAE-puskuria

- 0,25xTAE- tai 0,5xTAE-ajopuskuria

- Erlenmeyer (250 ml) tai muu mikron kestava lasiastia (vah. 250 ml)
- Naytteita (elintarvikevaria + glyserolia)

- Vaaka

- Mikroaaltouuni

- Mikropipetti ja pipetinkarkia / pasteur-pipetti

TYOOHJE

1) Geelin valmistus

Miten tehdaan (maarat yhdelle geelille):
o Mittaa erlenmeyeriin 0,50 g agaroosia tai agarhiutaleita
o Lisaa 50 ml puskuriliuosta ja sekoita huolellisesti

o Kuumenna geelia varovaisesti mikrossa, kunnes se pulpahtaa ensimmaisen kerran.
Sekoita seosta valilla, mutta kayta patakinnasta tai muuta suojavarustetta.

o Kun agar tai agaroosi on liuennut puskuriin kokonaan, se on lapikuultavaa. Jaahdy-
ta poydalla tai vesihanan alla hetki.

o Kaada jaahtynyt seos geelikelkkaan. Varo, ettei kelkkaan jaa ilmakuplia.

o Aseta kampa kelkan toiseen reunaan ja/tai keskelle.

o Anna geelin jahmettya.

Agaroosin (agarin) punnitseminen ja geelin valmistus mikroaaltouunissa.
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2) Geelin ajaminen

o Ota kelkka ja aseta se geeleineen ajoastiaan.

o lIrrota kampa varovasti geelista.

o Pipetoi tutkittavia naytteita (esim. elintarvikevareja tai DNA:ta) geelin kuoppiin pipe-
tilla. Jos kaytat automaattipipettia, kayta pipetissa AINA karkea. Ala kaanna pipettia
koskaan kyljelleen tai ylosalaisin, jos karjessa on nestetta! Sopiva maara on esim.
10-20 pl.

o Kaada puskuria (0,25xTAE tai 0,5xTAE) ajoastiaan varovasti niin, etta geeli juuri ja
juuri peittyy puskuriliuokseen.

o Kytke ajoastia virtalahteeseen. Kytke naytteiden puoleinen paa miinusnapaan ja
naytteista katsottuna kauempi paa plusnapaan.

o Jos sahkdkentta muodostuu, puskurissa alkaa muodostua kuplia.

o Aja naytteita geelillda noin 20-30 minuuttia 100 V jannitteella.

Geeliajon lopputulos puolen tunnin jdlkeen.

POHDITTAVAKSI TYON JALKEEN

* Miksi eri molekyylit kulkevat geelielektroforeesissa eri nopeudella?

* Miksi puskuri alkaa kuplia, kun se kytketaan virtalahteeseen? Mita elektrodeilla
muodostuu?

* Miksi kaikki variaineet eivat kulkeudu geelilla?
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