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Opiskelijan ohje
Variaineiden erottelu

agaroosigeelielektroforeesin avulla

Tyon tavoite Tydn tavoitteena on tutustua elektroforeesin toimintaperiaatteeseen ja ym-
martaa sen sovellusmahdollisuudet biologisessa tutkimuksessa. Tydssa tutustutaan myods
luonnontieteellisen tutkimuksen tekemiseen. Tyodssé valetaan oma geeli ja tehddan agaroo-
sigeelielektroforeesiajo erilaisilla variaineilla. Tutkimustehtavana on selvittaa, ovatko tutkitut
variaineet positiivisesti varautuneita, negatiivisesti varautuneita vai varauksettomia.

Tyon kesto 120 min.

Taustatietoa

Elektroforeesissa sahkodisesti varautuneita aineita erotellaan sahkdkentan avulla. Sahkoi-
sesti varautuneet aineet kulkeutuvat sdhkdkentassa kohti vastakkaismerkkista varausta.
Esimerkiksi negatiivisesti varautunut DNA-molekyyli kulkeutuu kohti laitteiston positiivista
napaa. Tehtavanasi on selvittdd, millaisia varauksia elintarvikevareissa kaytettavilla
variainemolekyyleilla on.

Elektroforeesilaitteisto muistuttaa rakenteeltaan elektrolyysikennoa. Laitteistoon kuuluu vir-
talahde, elektrodit, ajoastia seka tutkittavat naytteet. Yleensé naytteita ajetaan geeliméi-
sessé valiaineessa, jotta ne erottautuisivat paremmin. Tassa tydssa hyddynnetaan agaroo-
sigeelia, joten kyseessa on agaroo- BS bu o g

sigeelielektroforeesi (AGE). ——

Geelielektroforeesissa naytteiden
ajautumisnopeuteen vaikuttavat seka =

aineen molekyylien koko ettd sahko-
varaus. Isommat molekyylit ajautuvat
hitaammin kuin pienemmat, silla geeli
vastustaa enemman suurempien mo-
lekyylien kulkua. Tamén vuoksi gee-
lielektroforeesissa esimerkiksi suuret
DNA-patkat ajautuvat hitaimmin ja
pienimmat nopeimmin. Nain erikokoi-
sia molekyyleja voidaan erotella toi-
sistaan.

Kuva 1. Kaupallinen agaroosielektroforeesilaitteisto.
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Pohdittavaksi ennen tyé6ta

1.

Mihin elektroforeesia voidaan kayttaa?

2. Mita agaroosi on ja mihin sita voidaan kayttaa?
3. Jos tehtavanasi on selvittda, millaisia varauksia tutkituilla aineilla on, mihin kohtaan

geelid sinun tulee pipetoida naytteet?

Tyossa tarvittavat vilineet

Geelikelkka ja —kammat

maalarinteippia

Agaroosijauhetta

tarkka vaaka agaroosin punnitsemista varten

1 x TAE -puskuriliuosta

0,25 x TAE-ajopuskuria

mittalaseja

250 ml erlenmeyer-pullo tai muu mikronkestava lasiastia
Mikroaaltouuni

Variainenaytteita (sis. elintarvikevaria ja glyserolia)
Mikropipetti ja pipetinkarkiad / pasteur-pipetteja
Elektroforeesilaitteisto ja virtaldhde

patakinnas

Suojavarusteet: suojatakit ja -hanskat

Tyoéturvallisuus
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BioPop-tiedeluokka
Helsingin yliopisto
Variaineiden erottelu
Opiskelijan ohje

Ole varovainen kuuman geelimassan kanssa! Kdanna erlenmayerin pullonsuu ihmi-
sistd poispéain kuumennuksen jalkeen. Kéayta seoksen kasittelyssa patakinnasta tai

muuta suojavarustetta.
Kayta suojatakkia koko tyén ajan.
Kayta suojahanskoja kasitellesséasi variainenaytteita.

Kéyta agaroosielektroforeesin virtalahdetta vain ohjaajan avustuksella.

Salla Merenheimo / BioPop-tiedeluokka 2019.
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a) Geelin valmistus
Ohjeesta saadaan kaksi geelié.

1. Mittaa erlenmeyeriin 1 g agaroosia.

2. Lisda 100 ml 1 x TAE -puskuriliuosta ja sekoita huolellisesti.

3. Kuumenna seosta varovasti mikroaaltouunissa valilla sekoitellen, kunnes seos on
kirkasta. Seos ei saa kiehua.

4. Jaahdyta seosta pdydalla tai villean vesihanan alla. Seuraa kuitenkin, ettei seos ala

jahmettymaan.

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

Aseta kampa kelkan keskelle (tutkimuksen alussa ei tiedetéa variainemolekyylien va-

rausta, joten varaudutaan naytteiden kulkeutumiseen kumpaan tahansa suuntaan).

7. Anna geelin jahmettya (jAhmettymiseen on hyva varata n. 20-30 min).

Kuva 3. Agaroosigeelin valmistus mikroaaltouu-
nissa.

Kuva 2. Agaroosin punnitseminen.

b) Geelin ajaminen
Tutustu ohjaajan opastuksella mikropipetin kdyttdmiseen ennen tyén aloittamista!

1. Irrota kampa varovasti jAhmettynesta geelista.

2. Aseta kelkka geeleineen elektroforeesilaitteiston ajoastiaan.

3. Kaada 0,25 x TAE -ajopuskuria ajoastiaan varovasti niin, ettéa geeli juuri ja juuri peittyy
puskuriliuokseen.

Tama teos on lisensoitu Creative Commons Nimea-JaaSamoin 4.0 Kansain-
valinen —lisenssilla. Justus Mutanen / BioPop-tiedeluokka 2016. Muokannut
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4. Pipetoi tutkittavia variainenayt-

teita geelin kuoppiin. Jos kaytat
automaattipipettia, kayta pipe-
tissd AINA karkea. Ala kaanna
pipettiad koskaan kyljelleen tai
ylésalaisin, jos karjessé on nes-
tettd! Sopiva maara pipetoita-
vaa nestettd on noin 15 ul per
kaivo.

Kytke ajoastia virtaldhteeseen
ja kaynnistd geeliajo. Sahko-
kentdn muodostuessa puskuri-
liuoksessa alkaa muodostua
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kuplia. Kuva 4. Geeliajon lopputulos puolen tunnin jilkeen.

Aja naytteita geelilld noin 20-30
minuuttia 100 V jannitteella.

Pohdittavaksi tyon jalkeen

1. Selvita, mita variaineita eri variainenaytteet sisalsivat. Ovatko ndma positiivisesti va-

rautuneita, negatiivisesti varautuneita vai varauksettomia molekyyleja?
2. Miksi eri molekyylit kulkevat geelielektroforeesissa eri nopeudella?
3. Miksi puskuri alkaa kuplia, kun se kytketaan virtalahteeseen? Mita elektrodeilla muo-

dostuu?
4. Miksi kaikki véariaineet eivéat kulkeudu geelilla?
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Kuva 5. Briljanttisinisen rakennekaava. Kaavasta nahdéaan, etté briljanttisini-
nen on negatiivisesti varautunut molekyyli. Kuva: Wikimedia Commons (Ar-
zagh, CC-BY SA 4.0)
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