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Gelelektroforese

Gelelektroforese: Adskillelse af DNA eller protein

Gelelektroforese er en adskillelsesteknik, der kan bruges til at separere forskelligt DNA

eller protein i en gel. Det ger det bl.a. muligt forholdsvis praecist at male enten antallet af

basepar i en DNA-preve eller leengden af forskellige proteiner.

Adskillelse af forskellig DNA og proteiner er ogsa nyttigt til oprensning fra en prave. Fx

kan man mindske risikoen for at bruge fejldannet DNA ved gensplejsning med DNA,
man selv har fremstillet, hvor der samtidig er blevet dannet andre lzengder DNA end det !
Figur 28. Resultat af gelelektroforese med DNA. Hver lodrette bane er en DNA-prove, der
korrekte; man adskiller simpelthen de forskellige la=ngder og skeerer den rigtige ;
er lobet fra toppen mod bunden. DNA'et er adskilt i de forskellige laengder i lysende

leengde ud af gelen. Gelelektroforese bruges derfor ofte pa flere forskellige stadier i : :
band, sa de korteste er lobet la2ngst ned gennem gelen. (Foto: Mnolf, GFDL).

udviklingen af en ny genmodificeret organisme.

Adskillelse af DNA

| gelelektroforese af DNA udnyttes den negative ladning, som DNA har, til at adskille

1.DMA-prave pasattes

DNA af forskellig laengde i en prgve. Den negative ladning stammer fra
phosphatgrupperne i hvert nukleotid af DNA'et. De geler, der bruges, er faste og

gennemsigtige. De stgbes ud fra en oplesning af nogle szerlige molekyler fx agarose.

ul DMNA-preve tilsattes
DA er negativt ladet og treekkes hwer brend
miod pluspolen

DNA-prgven tilseettes i en brend (fordybning) for enden af en gel, og der tilsluttes

derefter elektrisk spaendingsforskel. Herved skabes en frastedende negativ pol ved

DNA-preven og en tiltreekkende, positiv pol i den anden side af gelen (figur 29). DNA'et SRR SR EIC G RE B e

vil altsa nu traskke gennem gelen mod den positive side. De mikroskopiske huller i gelen
ger beveegelsen svaerere for DNA'et, jo leengere det er. Derfor |gber de korte DNA-

molekyler hurtigere igennem end de leengere.

Efter en gelelektroforese vil DNA'et derfor ligge sorteret i forskellige band efter antal

basepar (alle, der er 600 basepar, ligger fx lige oven i hinanden).

De korteste DNA-strenge bevager sig langst

Flere forskellige stoffer kan gere DNA'et synligt for fotografering. Ofte brugt er

ethidiumbromid, som binder sig til DNA'et, der herved bliver synligt i ultraviolet lys, som Figur 29. Princippet i DNA gelelektroforese, hvor de forskellige starrelser DNA adskilles i
bruges ved fotograferingen af den faerdige gel. Man kan kgre flere prever ved siden af en gel. Gelen ligger i et kar med en buffer-vaeske.

hinanden i en gelelektroforese, hvor den yderste typisk vil veere en marker, der

indeholder nogle allerede kendte leengder, sa man kan sammenligne med prgverne.

Adskillelse af protein: SDS-PAGE og pl

Gelelektroforese af protein bruges til at adskille forskelligt protein, fx efter proteinernes lazngde.

Modsat DNA har proteiner ofte meget indviklede tredimensionelle strukturer, der derfor vil vaere afgerende for, hvor hurtigt de forskellige proteiner bevaeger sig igennem gelens
mikroskopiske huller. For at kunne bestemme la2ngden, skal det imidlertid kun veere proteinernes laengde, der afger hastigheden, og man foretager derfor en denaturering af
proteinet med SDS (natriumdodecylsulfat). | denaturingen udfolder SDS-molekylerne proteinet og binder sig jeevnt langs det. Da SDS er et negativt ladet molekyle, far hver
proteinkeede en negativ ladning svarende til dens laengde. Den nye, negative ladning overdever i styrke klart en evt. positiv ladning, som proteinet havde inden. Dermed resulterer

SDS-behandlingen i et udfoldet protein, hvis leengde kan males.

Man bruger en polyakrylamid-gel (PAGE) til gelelektroforese af protein, men princippet er det samme som ved DNA-gelelektroforese: En negativ og positiv elektrisk pol driver
proteinprgven gennem gelen, og hastigheden gennem de mikroskopiske huller afhaenger af proteinets lezengde. Derfor opnar man en leengdeafthaengig adskillelse, som giver sig til

syne, nar proteinerne til slut farves. Starrelsen af proteiner opgeres gerne i kDa (kilodalton), som svarer til massen i kilogram af et mol af proteinet.

Adskillelse ved isoelektrisk punkt pl e 1. Dimension

+pH 4
Proteiner har andre forskellige egenskaber, som kan bruges til at sortere og adskille
dem i en gelelektroforese. En er deres isoelektriske punkt (pl), som er den pH-veerdi, i Hetutiorsy:

kommer under dette punkt, bliver der flere positive ladninger end negative pa proteinet, -pH10
Proteinerne adskilles farst efter isoelektrisk punkt

og proteinet vil fremsta positivt. Modsat bliver proteinet samlet set negativt,

hvis opl@sningens pH kommer over pl. A

Man kan adskille forskellige proteiner efter deres pl-vaerdi i en gel, hvor pH-vaerdien pa

langs gradvist stiger fra lav til hgj. | den lave pH-ende saetter man en positiv elektrisk pol, Elmm &

og i den hgje pH-ende en negativ pol. For nar et protein befinder sig ved pH-vaerdier over "

dets pl, er det som naevnt negativt i samlet ladning, og det vil derfor automatisk drive +pH4 —pH1D +pH4 —pH 10

mod dets pl-veerdi (der jo er i retning mod den positive pol og lavere pH-veerdier). Denne Proteineme adskilles dernzest efter storrelse

drivning vil fortsastte, lige indtil proteinet nar den pH, der er lig dets pl-vaerdi. Ved denne

pH er dets samlede ladning nul, og proteinet ligger derfor stille, upavirket af elektrisk Figur 30. Princippet i en 2D gelektroforese af protein, hvor proteinerne farst adskilles i 1.
tiltreekning! Dermed vil proteinerne altsa langsomt placere sig pa den position i gelen, dimension efter deres isolelektriske punkt og dernaest i 2. dimension efter deres
hvor pH er lig dets pl. storrelse med SDS.

| en 2D gelelektroforese kan man adskille en proteinprave efter bade pl og leengde. Pa oH

den ene led af gelen adskiller man ferst efter pl-veerdi, og nar proteinerne er sorteret KDa L

efter det, vender man gelen og tilseetter SDS, sa de nu pa den anden led kan blive adskilt s | —

efter la=ngde (figur 30 og 31). 2 = -

Resultatet er saledes en gel med prevens forskellige proteiner principielt spredt ud over b ! s~ ot " =

hele gelen. Hvis to forskellige proteiner i prgven fx havde samme pl-vaerdi og derfor ikke : . TR—  —

blev adskilt efter denne egenskab, er det sandsynligt, at de har forskellig la=ngde og 18 '

derfor vil blive adskilt pa den anden led. 1:

miarkpr

Elcoampte pe: bosg ot pefetekmoimreat; Figur 31. 2D gelelektroforese af proteiner fra humant blodplasma. Proteinerne er pa

Gelelektroforese er meget ofte brugt i arbejde, hvor DNA eller protein handteres eller horisontalt led adskilt efter isoelektrisk punkt (pH) og pa vertikalt led adskilt efter
synliggeres. Den anvendes fx ved: starrelse (kDa). Gel fra Institut for Systembiologi, DTU.

» Southern blotting (DNA)
= Western blotting (Protein)
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