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   Tipps zur DNA-Mengenabschätzung 
   in Agarosegelen 
 
 
 

z Achten Sie zunächst darauf, die Vergleichs-DNA (also z.B. den Marker) wirklich quantitativ im Puffer zu  
 lösen, um die volle DNA-Konzentration zu erreichen. 
z Lassen Sie das Gel weit genug laufen, so dass die Banden Raum erhalten, die DNA sich in der Bande verteilt 
 und sich gut anfärben lässt. 
z Färben Sie das Gel gut durch --- wir empfehlen die Färbung nach dem Gellauf. Eine DNA-Färbung durch den 
 Zusatz von Ethidiumbromid in der Agarose erzielt keine regelmäßige Verteilung über die Gelfläche und ist  
 häufig nicht quantitativ. 
z Tragen Sie mehrere Spuren Vergleichs-DNA mit verschiedenen Mengen auf, um mehrere Banden vergleichen  
 zu können. Zur genaueren Konzentrationsbestimmung kann hierdurch auch eine Kalibrierungskurve erstellt  
 werden. 
z Verwenden Sie zum Vergleich am besten Banden, die in ähnlicher Größenordnung wie Ihre DNA liegen 
 (maximal ± 50 % der Fragmentlänge). 
z Ethidiumbromid wird bei linearer DNA deutlich effizienter zwischen die Basenpaarstapel integriert als bei  
 cyclischer DNA. Achten Sie deshalb darauf, dass die Konformation der DNA, deren Konzentration Sie  
 abschätzen möchten, identisch ist mit derjenigen der Vergleichs-DNA. Im Fall von cyclischer DNA, also z.B.  
 isolierten Plasmiden, sollten Sie ebenfalls cyclische DNA verwenden, also z.B. die Plasmid-DNA pUC 19  
 (Art. Nr. X911.1) oder pBR322 (Art. Nr. X912.1). Wenn Sie einen DNA-Marker als Vergleichs-DNA  
 verwenden und cyclische DNA messen möchten, sollten Sie zunächst ein Aliquot dieser DNA durch  
 Restriktionsverdau linearisieren und diesen Ansatz auf das Gel auftragen. 
z Im Falle des Lambda/HindIII Markers: Verwenden Sie nicht die 4,4 kb Bande des Markers zur  
 Konzentrationsbestimmung, da diese häufig nicht quantitativ vorliegt, sondern über die cos-site an das große  
 Fragment gekoppelt ist. Wenn Sie die 4,4 kb Bande benötigen, achten Sie darauf, den Marker vor Auftrag zu 
 erhitzen (5 Minuten bei 65 °C). 
z Verwenden Sie zur Konzentrationsabschätzung die großen Markerfragmente eines Lambda Markers nur dann, 
 wenn Ihre Fragmente im gleichen Größenbereich liegen. Die Färbung der großen Banden wird von vielen  
 bildgebenden Systemen nicht mehr proportional zur DNA-Menge dargestellt. 
 
 


