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Fig. 2.1. The electrode system for measurement of pH
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DENSITY GRADIENT CENTRIFUGATION
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PAPER CHROMATOGRAPHY
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Fig. 4.1. Two-Dimensional Paper Chromatography

ASCENDING CHROMATOGRAPHY
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Fig. 4.2. Ascending Paper Chromatography
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Fig. 4.3. Descending Paper Chromatography

THIN LAYER CHROMATOGRAPHY (TLC)

"���
��������������������-
�
�����������	��
��-����������������	������������� ��#����������
��������#

��������������������������������������������
�������/��� ������ �������
������������
���#�"&����

������ �����������������	-������������������-������������� �������������������������������
��� ����

,�������
� ��������������������������������������������8�������#���
����������
�������������

������������ ���������� �
����� ���� ��������� ���
���� ���#������� ��� ���� 
�������������
�
��

��������	��
����������
�����������������������	����#�
������#������ ��� ������#���������������������

���������������-���������-��������#� � ����-�������	��#-�� ���� ���*���#���-���� ����-%��������
�
��'�

"��������������������������������������-�����������
������.������������
�������������

�����������


����#� ����������*� ��� %��������� ���-�������
����'� ��������� 
� ����
��������-��
��������������

/��� ������������-��������-������� ����"&��
������������������ �����#� ��
�������� ��� ����������"��

!4-��� �����������������������������������������������8�����#�;66?��������
������;@6?�������
�����

������������������
����������.�� �������������������������������������������	��������������

� ������� �������������� ���
�#� ��� ��������� ���� ����� �������������������"&������ �������������

��� ������ ����(�������"����������������������������-20"&�#�������	��
�����������"&���

COLUMN CHROMATOGRAPHY

"������ ���%������������� �����
��������
�������������
����'���� � �������������	��������������� ��

����� �����
�������������������	� �������	�����
���� ��� �������������

����� ��� ���-���������#� ���	

��� ����	����	��������� �����������
��������������������� �������������������������	���������	�

� ����������������������/������
��
����	�������� ����������������
������������������ ����#�������	�#

�����	������������������������������������������#��������������������������������������������	��������

�������������������*����	��������������������������������������� ���������(�����������������	�

8��������� ���������������	��
������
��������������������� ���������������������������� ���	����

�� ���������������� �������� ������������� ��� �������� ��� ����������� �����
��������� ��������	� ��� ���

� �
��������������������:��������#�������������������������������������� �����������������������



Chromatography 19

��� ����� ��������		��	���������������
������������� ���
����	��	��������������������������������	

���7AB�����������������.���� �����������������������������������
� ��������������	���������������������

� �������"����� �
���������������������������������*�������������� �������"���
������������
�����

 ������������ ��������������������	����"������ ����������������������� 	������������������������

������������ �����
��C �������������� �������������������"������
������������������������������������

�������������	����������������� ����"������������������������������������������������������������ ��

��������������������
����������� ����������
���� ��������������"�������������������������������

��� �������� ���	����������

��
���������������������
���������������
����#����������������������

����� �����	�������� ���� ��������	��
������������� ����� ���� ���
� ������ ���� ��� ��#� �� �

���
�����	������� �������� �����&��	��� �������������������������������
������������������������

��� ��@6�
����������������������� �����
��������� �����"�����
��������������� ����� ������������

����� ��������
������� �����������
��������
����������2���#���������������76�
�������������������

��
����������������������������� ����"��������������������������������� �����������������������

��� �������� ������������������������ �������� ���#�	��� ������� ���	������������������ ����"���

����������������� ����������������������� ���������������������������� ����������	��	�����
2

��������� ���	��������������	���������������

�	������	���������������	
�
�����	����"����� ���������������� �������������������������������������

� �����,��������������������������(�����������
������������������
� ��������	��*�������������

�� �����
�������
��
��������������� ����� �����	�������������� ������� ���

SIZE-EXCLUSION CHROMATOGRAPHY (SEC)

.������������������ ����������	#�	�����������������
�����������������
������������������������� ���

��(������������-����� �������	����0���������������������
�������� �������������������
��������

������������ ���� 	�� ������������� �
�������� ����� ����
�������� �����������
�����
����������&��	�

����� ������ ���� ��������������������������������������*������#������������ ����	��������	������

�����*������ ����������8������������� �����������������������	��#�����	�
������ �����D:2�	�� 
�#

�������	������
�������������	�
���������� ������ ���������	����������� ���� ���������9����������
�������

������������� �������
��*���� �����-
�������#�
��������������-���-� ������������������� ������


���������.������	���������������������� ���	������
��������������	������� ������������������

����� ���� ���	�������� ����� �������� ��#�
��������	����������	���������������������
��������������

��
�������--

ION-EXCHANGE CHROMATOGRAPHY (IEC)

0�������#�
�
�����#�� �����������������������������������������
�������������	����������	���������

����������������������*����	����������	��
��� ��� �����2���� ���)�*����	��������������� �����

�����������������
�����
�����	�������� ����3�����������
�������#���� ��������������� ��	�� 


��� ���������#��������������
��������� ���������������*������������� �����,����������������*����	�

���������� ����������������������������������������� ������������� �������������
���������������	����

�������������������� �����2������#�������� ���������� ����������
��������������	������� ��������


�������������� �������
��������� ���� �������� ������� ��� �� ��� ��� ������ ���� ��������� ������

�����
�����������*��"��������������
�����
�����	������������ ��� � �������������������)�*����	�

�����������������������
���������
����������������������������

��*��76����������,����������� ����



20 A Handbook of Techniques in Biochemistry and Molecular Biology

������ �����*����	��������� ���� �������������� ����� �� ��������� ������
����������� ����� ��

� ����� ������������������ �������� �����E�������#���*����������������������������������������

 ������� ������������	������
�������.������-����� �������� ������������ ������� ������ ���������

��-��� ����-%�����'��������������

�	����������	�����"������ ������������	�����������*����	�������������������������	��������
����

	�� 
����������������������*��"����������������������������������������	����������� ������ �����

����������������������	���������
��������������F�����������������������������������������������������

�����������	�������������(�����	�� 
���������������������	��������������*��8�������#��������
�����

������������*����	���������������
��
����������������� ������������(�����	�� 
��

 ����� !"#

 �����	�
���$%������ &��������������� �������'����(������

+����	�.���� G ���������.���������� G.,

F����.���� �������.���������� ,.,

+����	������� + ��������.��� +

F���������� �����*�������� �8

PARTITION CHROMATOGRAPHY

"������������������ �������� �������
�����������������	��
����,�	��:��)F��������

Key: Large net positive charge

Net positive charge

Net negative charge

Large net negative charge

Polymer bends
with negatively

charged
functional groups

Protein mixture is added
to column containing
eation exchangers

Proteins move through the
column at rates determined
by their net, charge at the

pH being used. With eation
exchangers, proteins wi h

a more negative net charge
move faster and elute earlier

1 2 4 5 63

Positively charged
protein binds to
negatively charged
bead

Negatively charged
protein flows
through

Fig. 4.4. Ion Exchange Chromatography
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AFFINITY CHROMATOGRAPHY
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Fig. 4.5.  Affinity Chromatography

"���
���������������������������������� ��������*
������� ��� ��� �����������	��
��������������

��
���������"�����������������	��
���
�������������������������������	����
�1�%7'-�������C������#

�������������������������C����������������������
������������������ ��>�%;'-��
����������������������-��

������� ���������������
���������������������
��������������� 	�����������������
����#�������� �

�������������	���	�����������������������
���������������������������������������
����>�%B'-�� ����

������������ ��#��������������������������
�����������������
������������	�������������� �����

���������������#�������������
������������� �������� ���������������������
������� ���	������>����

%H'-���������#��������������� �������
������������������������������(��#� � ������������ ���	

��������
��
���������� �������
������#� � ������ ���� ����������� ����*#�9$�����������#���� ��� ����

���� ���������"���� �
 ���������������	��
��������������������������������-���������	�����-��������


���������������������������������������
�������
��������	������������������
�����������������
��

��*� ���-"�����������	��
������������������������������������������������
�����������������������

����������
�������� ��1

HIGH PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY (HPLC)

��-��	��
�������������� �����������	��
��-%20&�'#��������
����������������� 	������� ����������


�������������
��� ������������� ������������������������
������+����������
������������ %7'���

�������������� ����������������
��� ��� 

���>�%;'������������������� ������������������ ����������



22 A Handbook of Techniques in Biochemistry and Molecular Biology

�������>����%B'�������������������������
������(���"����������
�������� � ���������� �������������������

��������������	������	��
���� ������� 	�����������������
����������20&���������������������������

������� ������
������� �������������	��
����"����������� ����� ����������
������	���������������	

�
������ ������������������	����#� ����	��������������	����������������"����������
����� ��� ��� ��

��������	��
������
�������������� ��������������������	��������
����������*� ��������� ����

/��������
������������������
��������������������
������20&������ ���������������������������

� �)�������������E0&������!0&������E0&��������������
�������� �����������	��
�����������������


�������������
���������������������
�������	����� ������������������
����#�������������������������


������F����������

������!0&����������������
�������� �����������	��
�����������������������


����� ��� �����
����� ������������
����� ��	�������)�����������*� ��� ��� �����������
����� ���

�7I�5����������������������������������
������"�
������20&������������������������� ����������������


����1� %�'�0������������ ��� ��)��� �����������	��
���%�'������
�������� ��� ��)��������������	��
��

%�'� ���� �*����	����� ���� ��������	��
��� %�'� ��(�� �*�� ����� ��������	��
������� %�'� ��������

��������	��
����20&��������� ���� ��� ��
������ ���
� �������������� �������	����������	

�����@H� ���H@6#666��"������ ����������������� ����� ����������������������� �����
����	����� ��

����	����� %����������� �����'� ��������	����� ���������	����� %����)
��
�������� �����'� ���� ��

� ���	�����%
��
�������������'��"��������������� �������������������������
� �������������������

.� �� �����
������������ ��������������������
������������������
� ��������������
�
 ������

������������(��� ��������	���� ���+
���#���
��� �����������������������������
�������� ���� 	���

20&����������"�
������ �������������76����B6������ �����	���	�����������	��������7D;�����20&�

������� ���������������������������������
��� �������
����������20&������� �� ���������(��

��*� ������������������	�������������������(��	��� �����*� �������������� �����
���
��
��������

+���������
 ����������� ��� �������� ����� ���������20&������������� ��� ��� � ���� ���
��� ���������

�����	������������	����� ���������������������� ���	�������
������������������������������	����

 ���#�20&�������	����������������
���������������������	����	���������

9�����20&�#���
�������������������������C�����	��������
�������������������������������������

���������������	�
 �
������������� ���
�������������������
������	�����������"����������������)

������������� ��)��������
���������"������

�������������*� ���������
� ��������������������������

������������������������������������������������
�����	�������������������� ����.�����
� �������

������������������������������������������
�����	#��������������������������������:������������
����

��� ��#� ��
����������� ������� �������� ���
� �������������������
��������� ������������� ���

�������� ���� ����
�����	�����������:�� ���� ���#� ����� ���
� ����� ��� ������ ���� �� ������ �

����������������������������������������������� 

�����2������#���������������� 
���#����
 �
��	

�������������������������� ����"�������� ���������������������
��������������	�����������������

��� ���
�����	��������������	�������������� ��������������"���������������������� ������� �������

���
� ���� ��� �������������20&����
���������"��� ��
����������
������� ��
���������������� ����

���
�������������������������������������������� ���������������	����������
���������� �����

� ��������������� ��������������������������������"�����
����������
� �����

�������������������

���
��������������������������������������������	�����������������������������������������
 �����"���


����������������������� �������� ��������#�����������������#�������� ��������������������
���������

�����������������������������
 ����������������������������������������

"���������20&�� ������� ���
������ ��� %�'� �� ��	��
���� ��� %;666DJ666�
��'� ��������
 �
#

%�'������C�����#�%�'������ ���%�'����������������%�'������������������.��20&�����������������	�����



Chromatography 23

��� ���������������	����#�������������*
�������� �������	��
���� �����������������&�����������

��

� �� ��������
���� ��(��	>� ����������
��������
���������������
������ �����	����+������� %������


����'�����������������������������
 ����� 
���������������������������������
 �
���������� 	�������)

�������������0���� ��(����������
 �
�����#������������
����������������������
 �
��	���������

��� ��������
���� ��#����� 	�������������������������������������������	�����������
�����C�������"��


���� ��(����������
�����
���������� 	��������C���������������������� �������������� ���������

��������������������
���������������*����������������������������������� ��������������������������"��

���
�����������������������
������������������������������������������������������
������
#���������

��C���������� ����	��������������	��	��������
������
����������
���� ��(����������
������������

3�������������
 �
������� 	��������C���������
������
���������������
��������������� �������

���������������� ���

"�����
����������������������� ���������������� ���
���������� 	��������� ����*����������������

��������������������"������������������������������������	����������	��������	���������	���"��������	�

��������	������� �����
������� �� ��� ������������������ ������	�������������� ��� ����������
�
�������

��������	��
���������	����������������������������������	�������������	�
������"����������������;

� �
 ������������������#��������������������������� ����"����������������	�������������������������������

���
��������� ����(������ %���������������'��"��� ��� ��� ����������������������� ���������� ��������

����������������������������������
������"������ ���� �
 �����������)����� ����������������������

��������������������������������������������
����������������%
��
������������'��"���20&���������

������������������
��
��������������:���������
��
����������
�����������������20&�����������������

F����������������������� ��C�������� ��������
����	�����������	����� ��������#�20&������������

 ���������
���������� ������7������������	�����C��������"�
�����
��
��������� �����C����7DB	����
 ����

������������
����

"����������������������������� ��������
�����������
�����	����������������������	����������������

���
� ���������������#������������������� ���������������� ����������
������
������������������

���������������"����������������������20&�����������#�������������������������������������
�����

��
����������������� ����"����������������� ��������������������9$���������#���������������

��������������������������������
� ��������������������������������������������������������������

�����������������������
�����������������������������
� ������������������"�������������������� ���

�������������	�������������������������������������	���������������������������������������
�������

20&�������������� ����������� �����������������������������������
����� ������	����������������
���

��������� 	���������������������
������"����������� �������
�������� ��� �����������������	������1

%�' ,������������������ �������	������������������������� ���A��	����

%�' "����
� ������ 	����������	)�������� ���	�
���������������
����������� ���	�������)

���������� 	����������������������*������
��������

%	' /���� ����������� ����)������
����������������������������� 	������������ 	�
 ���������

�����������������������������#������ ��������������
 �
�����



24 A Handbook of Techniques in Biochemistry and Molecular Biology

Solvent
reservoir

Inlet
solvent

filter

Pump

Inline
solvent

filter

Precolumn
filter

Sample
injection

valve Guard
column

Waste
reservoir

Back
pressure
regulator

Column

Detector Recorder

Fig. 4.6. HPLC Apparatus

0 10 20 30 40 50 60
min

0
.0

0
.5

1
.0

1
.5

A
U

Fig. 4.7. A Chromatogram obtained by HPLC

��	������)�����	�� %	������ 	���������'������ �����������
����� ���
�������� �������� ��������
���� 	�� ������
����� ������������������� ����#�
������������������������������������������������
��������	���������� ����������E#������ ��������������������
�������"���������������������������	�
���������)�� ���	�
�����	������������������������"��������
�������������������
���������������	
����	��(������
������.-������������
����-�������
����������(����������	���������������
�����#�� ��
������-��� ��-���-��
���
������������ �������#�������������-�� ������ �-�����������������"���
��)
��������������
��������
������������������������
�������	������������������
�������"���� �������
��� ���
�������������������������� �����������������
������



Chromatography 25

�������	
���	������������	�
���������	���
�����������
��
��	�
�������������������	�
������	�
����
�������
����������������	��	��	�����	�������	��
��������������	�������	��
����	��
�������	�������	�
��
��
���	��
��	���
��������������	���������	������ �!����� "!#$�$���	�� ���%!
�
�&��	��������
���	���
��	��	
����	��
������
���'�����$�$���	�� �	�
��!��
�&��	������������
���	���	���
��	�����
��	���
������(
�&��	��$���
�	�����	��'�����$�$������
��������
�&��	���������
��	���	��'�����������	
��	����'���	��
�'�
����
��
���
��

)������	����	�
������������	����	��	�
��
��	����	��*���	�����
��
���	���
�	�	�	������	�����	��'
��&��������
����+����	�����,����%���
���
�	��
��
���	����������
�����
&���	�����%�������
�
	���������%�'����	��������������
����	��	�
��
��	��
������������	�������	��	����������	�
�������%
�
��������������
�����������	�����%����	�+	�����%��

%�� ������!,'�����������
�	��	����	����
��������������������	���
��������� �������� �������  �	��!� ���������� ��� 	��������	����
�� 	�

��������
��
���	'�
����������	���
�����	���������	�	����*�������
������	
�	����������
��
�	����
������	�
�� �����������	����� -�� ��
���	������	�
�'� 	�������	�&�	���
����
	������� ��� 	���
����
�������
���+����	����������������	��,������*	�	���'�	�����%�����	�����	�������
������-�������*
��	����	�
�'�	�����	�
��
������������������	���������
���
����
����	���������������&�����
���
�����&�������������
��	
������
������	������	�����
�����
��	����	����	���	���������
���
�
	�$
��������
��
���	�
��	���
���������$���	
��������	������
���������	����������	����	���*

�����	����	�
��	���.��
����
��
���	�

�����
 ���

�����������
	�
 �	���
 ��	
��
���	�����
 �	
 ����� ��
��	���
 ������
	�
 �	������

�������
 �	
���	����� �����������
 �������!

/�0112 0���
3���� 4��	�������	�
���������2�3����

/�12 2���
3�� 0���
�3���

/�52� ������ 0���
�� 	�	����
����

/�021 �������� �����
�
�	�����

/�0�66�1 7�	
��� �
�����

/�0118 9�	��� "��:���

/�102; 9	��� <���
�
��	���

/�0�66�0�/ 1������ 0�
�
�
��

9	����	��

9	������	�	�

���	
��

�*=�
���
�

9	��
�

>�	��
�

?�	���+2�����=
���,

GAS CHROMATOGRAPHY (GC)

����������������	����'����������	�
���'������'����
�'���������
����
3����������������
����������$
�������������&��
��:�������	�����@��	�����	
�	���
������������	���	�����
�	���	�
���	�
�
��������	����
��
��	���
�����������������������	
����$���������
��
����������
����.����
���
�����



26 A Handbook of Techniques in Biochemistry and Molecular Biology

�����������-������� 

���#����������
�������-	����-��-�����-� ���	������������� ��������� �����
� ���
����	������(��� �������������� ������������� ������� ��#������� ��� ���������������������� ����������

�������"������ ������������
� �����-�� ��-���������������������������-��� �����������	��
������
�������� ���
�����
��������������������������3������#� ����
������������
������	� �������
� ���� ����
��*� ��������������� ��������������� ��������������
�����������	���� ���������
����#�����������
��� �����������	��
������������������
�������������������������������
������������� ����+�������#
������� ������� 	������������	���
�����
���������������������������-�������������
���� ���������
	��������������������#��������#���� �����������	��
����������� ������
���� ������������"������#
��������������������������
� ����������	���
����������������-� ������-������-��
���
���� ��-�������	���

8������ ���-����������(��������������-%3�'��������-������������ ����������������-%"�'����� ����
"��������������� ���������������������
�����������������������������	���%������	�����������������
���� �������������������������������������������������	��#����������������
���� ��'#�3����������������

������������������������#�������������������������������������"���2������#����3���������������
�������+�����"��������)����� �����#������������
���������)�����������������3��%����� �����'#��� �

�������	����
������������������������������������������������������	��
����������������������
�-������
�������������������������������������#����������������������������-��)8+����)8+-������
����������������E8!��
����������-�������������������� 
���������#� �� �������������� ��������
��-��)8+)E8!����)8+)E8!-�������������������-���������+
�����
������������������������������ 


��������#��������������������������������)8+)E8!)�!�

Waste

Detector
Column

Column oven

Flow controller

Sample
injector

Carrier gas

Fig. 4.8. Gas Chromatograph



 

27

5
��������	
 ������

�������	
����
����������	����������������������
������	��
����
�
���������	���������������

�
��	�������
�
�����������������
����	��������������
�����������	���� �����������	���
����������

�!������
� ��������
�����������������������
��������"

Replication
DNA DNA

Deoxyribonucleotides

Transcription

RNA

R bonucleotides

Translation

Amino acids

Protein
Reverse Transcription

Fig. 5.1 Central Dogma

EXTRACTION OF DNA FROM BIOLOGICAL SAMPLES

������
����
����
����
�
��	���������������������������������������
��	
���	�����������	
������	�
�������#�$��	��	�����	
��������������	
��
����� �����
�����
������
�������!���	��
����
������
������
��������������
�����	
��
��������
���������������������������������������������������
�
���������#

����������������������
��������	������������
����������������
����
�
��	�����������������	�
����
�� ���� ���� 
%�� ���������� ���� ������������#� ������
�� � ����	����� �� ��������� ����
�� ��
����������
����	�
�����&� ������
��	�����%������
���������������� �'�����������'������
����� 
�������'����� �	
�������%���������������
����'��������������
�������(���
���	����	������	#���
���
�����������'����������
���	
���	����������������
����

�)��������
�����
��������������
������
�
���&����� ���
�����%�������	
������ ��
�����������	������������������
����
���������	
���	��
�#
*
��������������������������������
��������
�����
������
����	�#�+
�������!���	��
����
����

�

���������
��
%��������
����������������
���
�#

Biological sources of DNA

,�- �����.�,	
��
������
��	�-��������������������
����
(�����

� ���

�������� �	�
�����	#

,�- ��������	�
.������� ������ �����
��	������ �*$+ ������ ���
����������



28 A Handbook of Techniques in Biochemistry and Molecular Biology

,�- �	

��
.�+���� �+�!�� ���
(�� ������������������

,�- ������������
.�+�!���	���� ���		���	���� �	��������	����

��������	�����	��������
�����	���������%������������

��	���� ����������	������������������������

��	���	��	������� �����������������#�/��
����
��
�����	����������	�
�
��	�������&����
����� �	���
.

��������������	������
��
������	����������	������0/���� ��������������������	
����
�����#

����	
��
������
���������
����
����
��
��������
����

�������������"

�# 1���
��*��
�
�
�������
�

2# $�������
�������
�

�# $���	���������
����
������
����������&���

������� 	���
���
��������� ��� �� 	
������
���� ��	���'��� %��	�� ���
����� ������ 
�� 
�����	

�
������#���������	�����	��������
����������
��	�������������	��������������������������
��
�������������.

$
������
��	����������,$�$-��
����
����������������
������	������������ �1�
��������3����������


�������������
�������������������������
������	��
����������	���������
�����	��
���������&������
�

����	��
�
�
�����	������������������
��
����
�����#�+����������	
�������������������������������


�����	��������������������	
��������
�������'��
�������������	
�
�����	�������
�#���������

������������� 
�� ����� ����
�� ��� ����� ��� ���
����� ��(���
��� 
�����	� 	����	���� ��&�� ����
�� ���

	��
�
�
�� ������������	
���������������
��
�����������������������	������

�����������������
�

������
���������#

�����������������������
�
	
���������������������������#�4���
����
����'�������������
��
�����	

�
����������� ������������(��� ����� �!���	��
�� �
����	�������� 	
��������������
�����#�5����'�����

���� ��� 
�������� ��������� �
�� ���������� 1*/� �����	���
��#� 6��� 	��� 
������ ����
!������

�7782779��
��������
��:8;����
��������
����
(�����

�#�4�����
�������������������
��
����/<*�����

����������������'�����1�
��������3��������
��%��	������
��
%�����=�������>�
���
��������������

��
�����%���������	
�	�������
��
���
�����	��
�����,?@���*�-�
���
��������	��
�����,�@- ����	��������

�������
������	�����������
���������������	
����������	
�
�����	�������
�#�������������%��	&


�����������
��������������������	��������
����
����
�����#

������
�	������������������������������������A4�����������

�������&����������������

�
��������������	���
��
�������������
��?�9��
���
��������,�#�#����
��	-���
��277�9��
��%�
��������

��

� ��������
��7�9��
��������
��277�9��
�������	
����B�7?�����
	��� �
��	��������	���������

��������
���������
��	��
�
�
���#�������
	�������������������
������%����%�
�����

����������%���

	������ �������� �
��C���D������	
��D�����
	���D�������D������D������
��������#�$�����������

������
����
(��#

POLYMERASE CHAIN REACTION (PCR)

�����
���������;���E3���@����� �����%����%���������E�
����1��(�����*�������E�
������%
�&�
�

1*/��������#E1*/����������
��='��	&�	�
����>�
����&����	
�����
���������	��������	��
�����������������

�����,����������������������	�������&�EC#�	
��-#�/��	��
����!�	
��������
�%������������������������
�

�����������'���	���
������������� ����1� ������
������������
��������	��������'��
�������

��
����	������	
������������������������������������%�
�����'���	������
�������������#����������

���
�������������1*/ �%��	����������������
���7�
��:7�		����
��������
������		��� �%��	��	�������

����	

������������%�����������	��
����!����������������
�������#�����������
�E����:F* ������
����

�������������
�����
�������������������� �������(����	����	��
�����
������������!�����
����
�



Molecular Biology 29

�������
���		��#����������E
		��������:F* ���������������������������
��� ������
�����<�
%����

�
��
�#�*
���������
�����������
&����
��	��
�������%������������������������������������

���� ���� ������� ���������������#������
��� ��������
���� ����� �� ����������� �
����� ,�������� ����� ���

�!�	��-�����
�����������������	��
���
������������������,�������������������- ������
��������	��

����	�������������	
�����������������#�6�	����������������%��������������� ������
��	��
�������


���
������%������������������������������� ����������
����
������&����
��#�C!�����
�E���G2F*�"����

�������������%
�&�����������������
�������
�������#������������ �%�������������������%������������

�� ������������������
������
��	������	��
���
������������������������
�	�������&���������������	��
��#

�
�.���	���	��������������� ������

��������������
����������������������������
����������!�����
�


��������������#E����������,	
������������
�������������-�����	
�������
������������
�������H�����

,�����
����������������1>����
���H��
��H ������������������������
���H��
��H����� ����������������

	
������������
�������������-#

 

Fig. 5.2. PCR Tubes Fig. 5.3. A Thermo cycler (PCR machine)
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DNA Denatures at 94°C

Primers anneal to single
stranded DNA ~55°C

Thermostable Taq
polymerase extends
primers at ~72°C

Target DNA is doubled.
Cycle is then repeated.

Fig. 5.4. Cycles of PCR
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template DNA

1st cycle

2nd cycle

3th cycle

4th cycle
Wanted gene

35th cycle

2
36

= 68 billion cycle32 copies16 copies
2

3
=

8 copies
2

2
=

4 copies

(Andy Vierstraete 1999)

Exponential amplification

Fig. 5.5. Various cycles of PCR showing exponential amplification of the target gene

3kb

1kb

500

300

383

929
1058

1857

ladder PCR fragments

Verification of PCR product on
agarose or separide gel

Fig. 5.6. Lane 1: PCR fragment is approximately 1850 bases long. Lane 2 and 4: the fragments are
approximately 800 bases long. Lane 3: no product is formed, so the PCR failed. Lane 5:
multiple bands are formed because one of the primers fits on different places.
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Sybr green 1 dye fluoresces when bond to double-stranded DNA

When DNA is denatured, the SYBR Green 1 dye is released
and flusorescence is diastically reduced.

During extension phase, primers anneal and PCR product
is generated.

Polymerization is complete and SYBR Green 1 dye binds, resulting
in a net increase in fluorescence.

Fig. 5.7. SYBR Green PCR amplification
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Hybridises with the target amplicon
Is 3’ terminally blocked (cannot be extended by the polymerase)
Has two fluorescent dyes attatched:

1. Reporter (R)
2. Quencher (Q)

Fig. 5.8. Hydrolyses Taqman Probe
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When intact, the fluorescence of the reporter

is quenched due to its proximity to the quencher

Probe hybridizes to the target

∑ dsDNA-specific 5'–3’ exonuclease

activity of Taq  cleaves off the reporter

∑

∑

∑

Reporter is separated from the quencher.

Fluorescent signal

Signal is proportional to the amount of

amplified product in the sample

Fig. 5.9. Taqman probe
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Threshold is the point
of detection

Cycle-Threshold
(Ct) cycle at which
sample crosses
threshold

Cycle #

• The Threshold line is  the level of detection
or the point at which a reaction reaches a
fluorescence intensity above background.

• The threshold line is  set in the exponential
phase of the amplification for the most
accurate reading.

• The cycle at which the sample reaches this
level is called the Cycle Threshold, C .T

Fig. 5.10. Threshold Cycle (Ct)
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APPLICATIONS OF PCR
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Fig. 5.11. Procedure of preparing the agarose gel
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Fig. 5.12. placing of gel and providing high voltage power supply
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Fig. 5.13. Solidification of agarose gel
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Fig. 5.14. Electrophoresis and separation of mixture of macromolecules

L������	��
��
�������������������
	������� ��
�����	� �������	�������
��	�������
�
���
���������

��
����� ������������������ ��	���'������
�� �
�����
��
���������
�����	����"�/�����	��
�� ��������

��������
��
�������,/+M1- �1*/ �	�
���������$
���������
�������
����������	����	����(���
�#

ISOTACHOPHORESIS

4�� 	
������
���E���	��
��
�����E���
������� ���� 	������� ��� 	��������� �������	��
���	�������#����

�������	
��������������������������������	��
�����
�
����
������	���	��������#�����������������.

�����������5�
����������������%���������������
	����
���������
�����������������������		
�������


�������3�������#������������	
���������������������������������������������	
��������������������
�#

1��������
��
����������������
�������	�������
�	
�	�������������������������������
��������	���
�#



38 A Handbook of Techniques in Biochemistry and Molecular Biology

5
%���� ������
��	�
��
����� �������������������
��	������%����������������������	��
���������

��
%� ������������ ���	��
���#� ������ �����	���
�� 
�� ��� ���	���	� �
�������� �� �
%� ���	���	��� ������ ��

	�������������������������	��
������������������	���	�������������������������������	��
���#������5���

������� ������ ��� ����������� �� ���� 	
�����.�
�� 
�� ���� �������� ���	��
���� ����� ��������� ��� ���


��
���������	��
�#�4�����������������������������	
��������������������������������������������������


�����������
����	��
����#������������	
�����������%����	���������
%������	���	�����������������������

�����
�������������(
���������	�������#�+����������	
�����������%����	
�������������������
����	�


���������	
�	���������������'����������	
�	�������
� �����
�����������������	���	�����������������	��#

$��	���	����	���
�����&����
��	����������������
� ������������
��������������	���� ����������

	
�����������
�������������������#

TUNEL ASSAY

�����
������L�������� �$������ �����<��.$���
��������2��
������	����E���E�����������
������

����������
�E��
��
��	���
��������	���������#����E����E�������
������������	��
����	&������������

%��	�� 	��� ��� ����������� �E��������� ��
!��	��
����� �����������E
�� ��� � ��E��(��E����

%���E	����(�E����������
��
�E����&������������N�1�#�������������%��	&������������������
������

��	�
��	E	����� �
������
��
��	� 	����� ����������������������������������������E��������
�����

����
���������������
�����	
���	�����
����
�����������	�����������������������
�E��
��
���#���

������������
����
��
��� ����������	���������&�
%���
�����	��
��=�
�>�
��#�+
���������������������
��	����

�N�CM������������� ������
���������	��
�����������
��
����������		�������������������
����� 

������������	��
������
����������
��������������%���
��������������
������������
�����
���
��	����

��
������������#��
%����������N�1���
������������
�
��
����
��������� ���	���������
����
�

��
���� �%��	��	����������	��������	��� �������	����
���� ���
���	����.�
���������	��
�����,�#�# 

���
���	���.�N�1- �
�� ������	���%�����������������
�������
���� � �����
���.�N�1�
��<��N�1����

���� ������	�����#

OP

O

OP

O

O– O–

OP

O

O–

OH

O

O

N O

HN

HO

dUTP

Fig. 5.15.  Mouse liver showing an apoptic cell stained with TUNEL
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FISH (FLUORESCENCE IN SITU HYBRIDIZATION)
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Fig. 6.1. Microarray analysis
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Fig. 6.2. Southern Blotting of DNA fragments separated by Agarose gel electrophoresis
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Fig. 6.3. Basic  Blotting procedure

EASTERN BLOTTING

)����� ������ ��������������� B����������
��1����������� �� ��� �� ����	����� ������*���������

0������
����	�������������$������������ �������������������������-9)5.���������
����	

�������������������
����	�-�������������������
������������������������������������.H���������

�������B������
����	1����������������������������������)����������#��������234A������������

�������	������������������� �������������������������������;��������������������������

�����$���������� �����������������������������	����
�����������������������	�������D�	����

���
�����������������������������������������������������������������������
������	����������

����������������������� ��������� ������&"#������	����������������)���������������������

������������'����������� �������������������������-9)5�.�� ��������	��� ���" ����������

�������������������������������� �������� ����� ��� �������������������
����	��������
�����

���������������������������������������������������������
������9���)������������5�����������

�������I� ����������� ��������� -��������������������������.�� ��'�������� ��	����������#!9

&�
����������
������������ ������������	������������ 	������������	�������������	����������

�����*�������� ��������������� �����������������������������'������������������������

����������������������������������������������� �����������������������������������������	��

 ��������� �����
����������� -������������ ����������.�� �*��������� ��� ��� ��������

�������� ��� �������� ��� ������������������)�������������������� ��������������������������

�������������������
�����������������	
���	�������
��������/���:��������*�������
����-�����


����� ��	��	��������.�� :������������#�-������ ������������� ��������	� 	������.� ���

����������������
��� ������	�����-��������������������������.������������������������

��������������)��� ��������� ������� ��� ������	���������������� ������ ������������������

�������� ��������������������������������	�������������/��



     

45

7
��������	
 �������	����������

���
 �������������

������������
 ����������

CELL: ITS HEREDITARY COMPONENT

���������� 	
�����������
��	
�������������
�� ����
�������� ����
���������
��	
�� ��������	���

����	���	
���������������������������������	����
��
����	����	�������
��	
�������������	��
��

���	����	���������
����� �	��
����	����	���!�������"�
��	��������	�
�������������������!��

��	�����
��	
������	
�����	�
������#��������	�	����������	�������"������������	�
����������	�	�

�����!���	����
����	����	�����	
"�����"�
��	��	
�����	�
�������	
�������$������
���
����
��

�	�
	
"��������#
��
��	$	
"��"�
	�����
�������$	������������	
���
��	�
����!�������������	�����

��
"���������"�����	
�����	�
��!���	������
��������������������������	
���������	�������������

�	
���	����
��	
������	
�����	�
��
�����������
������������������������
�
����������������	
�

�
���������������������!�����"��
��������������	��"�
��	��	
�����	�
�����������"�
�������

!����������
��	
����������������
���	
$��$���	
��"����	
"��������������	��"�
��	��	
�����	�
�

!���	������
"����������������������	
"��
	����������
������	���������!������	
�	��%%����%&

�
"�������	����%�%����%�&�
����
���
��
������	����
	��	��'�'��
"������(�''
�����
"��������"�

�����	
�	$	����������	
"��
	��	��$����������!��������������������	��	�
�����
������	����

�������#��
�����!������
��	���������������
��	
"������������
����"����	������������"�

	
�!���	��%���� �	��������	���	������
�������"���������"������)�	
�����"�����������������

"����� ����� ������������	�������
���������
� ���� ��	���
�� �	���� ����
������������)���
�

��"��	
"����������������	����
������
�������
�����!����������	���	�
��*
�������������	 ����

�	���	�
��������
������	����	
��
�����
��	�������	�����������	
�������������
�+��������
�����

�
�	��������������������	���
������!������
�����������������,-��
��'-��
�����	�������,-��
�

��$	
"������	
�������������"�����
������'-�
�������	
������� ���"���������!������	 �	�

����	�	.����������"�
���
���������
� ������������������� ��� �����
�	�������� ���
�������� ���

���������
��	
�!���������
	
�������/����	
���/���0��
	
���0���
������	
����������������������

���������������������"�1������������������������������
������	�������������������������������+

���
	
���
��"��
	
�����������,��
��&������������������	��������
������������	
������	��

�����	
���
�� ����	
�����&���������	
"���������2�	�	�	
������ �	������	�	�	
�������������

3��	���3�������������#��������������������	
��	
������
���	�������������	
��������#	
"���������

"�����
�	���	
"�



46 A Handbook of Techniques in Biochemistry and Molecular Biology

�������������������
��
�����
�����������
���	���)�����
����������������
�������������
�����	�

	������������������	
���
���
�������4������	
�����������"�
���
��������	�	�	
�����	����

��
�	
"��
����������
��/���
�	
"��
������0����	����
"���
���������
������	�����	
�	
"���"����

��������������������	 �	��������������������	���������"�
���
������
���������
"��������$���
�

��
����������
������#�
��
���)�	
�������	$�������	���������������
������!���	
�������������	 

��
���������������
����	#����.	���������������
	������������	"�����������������������������	�

��������
��	������������	
�����	�
�	
���������������
������5��
��������!������	 �	������	�����

�
���������
�����	���	��$	����	
�!������	���	�
��*
��������	���$��	�����
������	�	��	
�����	�


������
���������
�����������	��	���	�	�����������������
��	�
�����!���	
��	$	
"��"�
	����

��!�����5��
���	���������-�������	��	�����5��
���	���������������������������������������	����
������

	
�������	
��������5��
����
����������	������
��	�������������-
�	����������5��
����6������
����
�

�
�	��
�����5��
������
�� 	����
��	����
����������������������
�����!����	������������
�����
��	


�������
����
���
�	��
�����5��
������*
��������#��������
����#���������
�	��
���������5��
���

����������������������
��	�
�������������������
����
�	����������7
����������	��������
�	��
��

��������	
$��$���	
��"����	
"�"�
��� ����	�
�����"�����������������		
"�

RNA
polymeraseDNA

Pre-mRNA

mRNA

Ribosome

Polypeptide

mRNA

Transcription

RNA processing

Translation
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Fig. 7.2. Chromosomal mutation
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Fig. 7.3. Basic steps of Recombinant DNA technology
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THE IMMUNE RESPONSE
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THE ANTIGEN-ANTIBODY REACTION
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METHODS FOR RAISING ANTIBODIES
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LEUKOCYTE MIGRATION INHIBITION TEST
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PLAQUE FORMING CELLS ASSAY
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Fig. 9.8. Single Radial Immunodiffusion showing dependence of the diameter of the precipitin
rings on the Ag concentration

OUCHTERLONY DOUBLE IMMUNODIFFUSION
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Fig. 9.9. Ouchterlony double diffusion

#������$�� ���%��� 	

����������������	��� ��� �����	�������
	� ��� 	
�
�� ��������������� ��� ��
�


��������������	��	
������������
�
	)����������	�������
	����	������
	
����	����������	�����������

�����	����	����"�����������
��������������������
	������
��������"������	�������
	��������	����	���

�����
��
������)����
���������� ��� ���� ���������������� �������	������
���������� �
�����
��

�	���� ������������������������	����	�����
�� ���� �������	������
�����
���
���
	
���	�����

����)��
��"��
����	������
���	��	�������������
������"����������������������	������
����������������

�������
����������	������
�������
������
������������������
�����������������"����	��
����� �
������
����

�
�������	��	���O�����
�������	�����
������������
������������
�����������������������������������

��������������
�����������������������	
���
�����������	��������
����	��
�����������	��������

���������������������
��	����� ����
���������	�
����
��
��������������������������������	���

����������������������	
��������������
��������������
����
	�������
�������
�����������	��������

���� ���������������������	������
��� ��� 	��������
���
�� ��	�
�������
��������������	
����"

���	�����
�����
	�	��
������������������������
�����������������	������
���
�������������	
����

�������
�������

Rocket
precipitate
protein

Condusive wick

Cross-sectional view

Buffer chamber

Gel

+

–

Fig. 9.10.  Laurell Rocket immunoelectrophoresis



70 A Handbook of Techniques in Biochemistry and Molecular Biology

COUNTERCURRENT ELECTROPHORESIS
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Fig. 9.11 Counter current electrophoresis

RADIOIMMUNOASSAYS (RIA)
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ENZYME LINKED IMMUNOSORBENT ASSAYS (ELISA)

���
��#	�%����

������"����(�����'�#��()�
	����������
��
	���
������������
��	��������


�������
���� 	�
������
�����
�������� ������������������ ���
����
	�����
	�
��
�"� ����������

�
�������������������	�����
��������	�����
��������������,("�
����������
���������
���������


���������
���	�
��"�
�������
����������
����������
���������	�������	�
��������
������
������������


�������������
�������������������
��������"�
������������
�������
������
�������
����
�����

��������
�������	���������������
��������
�"���������������
�����	���
�������
�������
�O�����	
���

IMMUNOFLUORESCENCE

�

���������������� ���
� ������ ������	����
��
������� �
����������
� ����	���������������

&����	��������	�	��
������	���������
�������	�����	����������'����������������������	����������
�


�����������	����
�������	�������������������	���������������������������
�������

Fig. 9.13. Immunoflourescence
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Concentration

A

Fig. 10.2. The relationship between the absorption of light and the concentration of
absorbing solution
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Fig. 10.3. The relationship between the absorption of light and the path
length of absorbing solution
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PROTEIN DETERMINATION: LOWRY’S METHOD
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Fig. 11.1. Fluorescence and Phosphorescence Phenomena (Jablonski diagram)
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Cells exhibiting low levels of
fluorescence; and thus low levels
of current output

High-performing cells exhibiting
enhanced levels of fluorescence

Shewie cells labeled with a
redox-sensitive fluorescent dye. The
cells are individually encapsulated in
alginate beads
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Fig. 11.4. Graph obtained by Fluorescence associated cell sorter (FACS)
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Fig. 13.1. Competitive, non-competitive and mixed inhibition
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