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Agarose gel-elektroforese

Hvordan kjgre DNA pa gel, trinn for trinn
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Introduksjon

I dette kompendiet skal vi ga gjennom alle gel-elektroforesens trinn, fra tillaging av buffere og
geler til kjgring av DNA pa gel. Det er ogsa et undervisningsopplegg vedlagt der vi bruker
konditorfarger istedenfor DNA for & demonstrere prinsippene ved elektroforese.

Gel-elektroforese

Gel-elektroforese er en teknikk der man ved hjelp av et elektrisk felt kan separerer molekyler
basert pa stgrrelse og ladning. I dette heftet fokuserer vi pa agarosegeler som benyttes til a
separere DNA molekyler.

DNA er bygget opp av nukleotider. Nukleotidene bestar av et sukkermolekyl/sakkarid
(deoksyribose), en organisk base (adenin, thymin, cytosin eller guanin) og en fosfatgruppe (figur
1).
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Figur 1 Et nukleotid bestdr av deoksyribose, en organisk base og fosfat. Karbonatomene i sukkermolekylene nummereres
fra 1til 5 og benyttes for G gi DNA trddene en bestemt retning (bilde fra Gensidene, Rein Aasland, UiB:
http://gensidene.uib.no/nukleotid.html).

Flere nukleotider settes sammen til nukleinsyrer eller en DNA trdd, og to DNA trader pares og
danner en dobbelheliks. Ved ngytral pH vil fosfatgruppene ha negativ ladning. Det er den
negative ladningen til fosfatgruppene vi utnytter nar vi kjgrer elektroforese. I et elektrisk felt vil
den ene polen veere positiv og den andre negativ. DNA molekylene vil derfor vandre mot den
positive polen.

For mer informasjon om DNA og nukleinsyrer, se:
https://www.mn.uio.no/ibv/tjenester/kunnskap/plantefys/leksikon/n/nukleotid.html

Vanligvis gjgr vi elektroforese i vann som er gjort ledende med ulike elektrolytter. Som nevnt
over er DNA negativt ladet ved ngytral pH og det er derfor viktig at elektrolyttsystemet holder
en jevn surhetsgrad. Det er derfor vi benytter en elektroforesebuffer som bufrer systemet og
holder jevn pH gjennom forsgket. I de fleste elektroforeseteknikker brukes vanligvis en gel som
er porgs. Gelen er ofte en firkantet eller rektanguleer skive der flere prgver kan settes av ved
siden av hverandre i brgnner slik at de kan sammenlignes. DNA er usynlige og ma derfor farges
eller merkes pa en eller annen mate.

Utstyr

For & kjgre DNA-geler trengs det elektroforesekar, gel-kar, kammer, stgpeutstyr, agarose og
elektroforesebuffer. I tillegg er det ngdvendig med en strgmkilde. I mange tilfeller trengs det
ogsa en UV-lampe for a kunne visualisere DNA i gelen.


https://www.mn.uio.no/ibv/tjenester/kunnskap/plantefys/leksikon/n/nukleotid.html

Elektroforeseutstyr:

De fleste videregaende skoler har elektroforeseutstyr tilgjengelig. Alternativt kan dette kjgpes
fra ulike leverandgrer. Leverandgrene har ulike systemer, men prinsippene er de samme. Du
trenger et elektroforesekar, stgpeformer til gel samt kammer. Det er kammene som lager "hull” i
gelene slik at det blir brgnner nar gelen har stivnet. I tillegg trenger du en strgmkilde.
Strgmkildene varierer avhengig av hvor mange strgmuttak de har. Jo flere strgmuttak jo flere
geler kan kjgres samtidig.

Fredriksen A/S (tidl KPT Komet):

Elektroforesekar M36, varenummer 544150: 4579,- (8 stgpekar, dvs 8 geler samtidig, 6 brgnner

pr gel)
Strgmkilde med 4 uttak, varenummer 544124: 5950,- (4 strgmuttak, kan kjgre 4 geler samtidig)

Fybikon

Elektroforesekar, varenummer 15515: 3490,- (1 kar, dvs 1 gel med inntil 2x8 brgnner)
Strgmkilde, varenummer 15516: 3390,- (2 strgmuttak, kan kjgre 2 geler samtidig)
Ekstra gelkar og kam, varenummer 15514: 350,-

BioRad har ogsa svert godt og holdbart gelkjgringsustyr, men dette er forholdsvis dyrt. For mer
informasjon kan man se her: http://www.bio-rad.com/en-no/category/electrophoresis-
blotting-apparatus?pcp_loc=catprod

Agarose
Agarose er et polysakkarid som er isolert en marin alge (figur 2).
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Figur 2 Agarose er en polymer av alternerende D-galaktose og 3,6-anhydro-L-galaktopyranose

Agarose benyttes i molekylzaerbiologien for a separere DNA fragmenter ved hjelp av
elektroforese. Agarosepulver blandes med en buffer som smeltes til en flytende klar vaske.
Vaesken helles deretter i stgpeformer, for 4 fa brgnner i gelen er det plassert en kam i formen.
Vaesken vil etter hvert stivne til gelé og nar man tar kammen ut, vil gelen ha brgnner der
kammen satt. Det er i disse brgnnene DNA prgven settes.

Normalt benyttes det agarosegeler som inneholder fra 0.5-2% agarose. Prosenten sier noe om
tettheten i gelen. Jo mer agarose, jo tettere sitter sukkermolekylene i gelen og jo vanskeligere
har DNA for a trenge gjennom gelen. Generelt sier vi at hvis vi skal separerer sma DNA band ma
gelen ha hgyere tetthet enn om vi skal separerer DNA band som er lange. Stort sett bruker vi
geler som ligger pa rundt 1% agarose.

Agarose kan kjgpes fra de samme leverandgrene som selger elektroforeseutstyr:



Fredriksen A/S (tidl KPT Komet):
Agarose, 10 g, varenummer 319,-
Fybikon

Agarose, 5 g, varenummer 15518: 195,-
BioRad

Agarose, 25 g, varenummer 1613100EDU: 465,- (125 g koster 1675,-)

50xTAE buffer

TAE star for Tris base, acetic acid (iseddik), EDTA. Bufferen benyttes i agarosegeler for a
separere nukleinsyrer som DNA og RNA. Pa grunn av iseddik i bufferen er bufferen
risikovurdert ved skolelaboratoriet for kjemi, UiO (se vedlegg 3).

Tris er en organisk forbindelse med formelen (HOCH2)3CNHz. Tris har en pKa pa 8.07
noe som betyr at den har en naturlig pH interval pa 7.5-9. Det er dette pH intervallet vi
normalt finner i alle levende organismer og derfor egner Tris seg sveert godt til
molekyleaer- og biokjemisk forskning. Tris er en buffer og sgrger for at pH i Igsningen
holder seg stabilt innenfor dette intervallet.

Iseddik er en organisk forbindelse med formelen CH3COOH. Iseddik er en svak syre,
men i konsentrert form kan den virke svert irriterende pa hud. Iseddik fungerer som
buffer sammen med Tris og hindrer hydrolyse av DNA.

EDTA er et sakalt chelaterende stoff. Det betyr at den binder opp toverdige ioner i
lgsning og hindrer dem i d interferere med andre molekyler i gelen/bufferen. Blant
annet binder den opp Mg2+* som mange DNAser er avhengig av. Ved a fjerne disse fra
lgsningen vil ikke DNAsene fungere og DNA blir ikke degradert under kjgring av gelen.

Vi lager vanligvis TAE bufferen som en 50x stock lgsning (stamlgsning) som senere
fortynnes 50 ganger til en 1xTAE lgsning. Det er denne 1x lgsningen vi benytter i gelen
og som elektroforesebuffer. Flere firmaer selger ferdig bufferlgsninger, men a lage selv
er langt billigere og en 50xTAE lgsning kan vare i flere ar. Ferdiglgsninger som man kan
fa kjgpt er for det meste av typen TBE buffer (Tris, Borsyre og EDTA). TBE buffer er kjent
for & gi skarpere DNA band, spesielt hvis bandene er mindre enn 2 kb. Ellers er
prinsippene de samme.

Fredriksen:

Dette firmaet selger kun reagenser separat for a lage TBE buffer:
200 g Borsyre (varenummer 810900-2, kr 110,-)

100g Tris (varenummer 888750-1, 265,-)

80 gr EDTA (varenummer 825800-1, 235,-)

Oppskrift pa tillaging av 5XTBE buffer i vedlegg 2.



Fybikon:
Selger kun ferdig TBE buffer: 500 ml 1xTBE buffer, varenummer 15525: 95,-

Sigma Aldrich
[ dette heftet benytter vi kjemikalier kjgp fra Sigma Aldrich, og under fglger en oppskrift
pa tillaging av TAE buffer:

Varenummer Navn Pris
T1503-1KG Trizma® base kr 1 394,00
695092-500ML-D Acetic acid kr 260,10
E6758-100G Ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA) kr 326,40

Du har nok til a lage 4 liter 50xTAE. Etter det holder det a kjgpe en ny boks med Tris.

Tillaging av 50xTAE buffer

Vei opp

e 242 gr Tris base

e 18,61 grEDTA

e 57.1 mliseddik
vann til 1 L (det er lurt a fgrst fylle pd vann til ca 900 ml, la alt Igse seg opp fer du fyller
helt opp til 1 L)

bruk en magnetrgrer til a blande lgsningen.

1 liter 1xTAE buffer lages ved a fortynne stocklgsningen 50 ganger:
20 ml 50xTAE + 980 ml vann.

NB: Tillaging av 50xTAE ma gjgres av laerer pga handtering av konsentrert iseddik, men
fortynningen av 50x TAE til 1x TAE kan fint gjgres av elever og kan dekke
kompetansemdl om fortynninger.

Tillaging av agarosegel
Du ma vite hvilken prosent du ma ha i gelen. Under er en tabell med de vanligste tetthetene pa
agarosegeler og hvor mye agarose du trenger.

% agarose Antall gram agarose i 100 ml 1xTAE buffer

0,8 0,8
1 1
1,5 1,5
2 2



Fremgangsmate:
NB! Se vedlegg 1 for detaljert tillaging og igangsetting av gelelektroforese!

e Ha agarose i en glasskolbe/erlenmeyerkolbe og tilsett 100 ml 1xTAE

¢ Kok opp under tilsyn i en mikrobgkgeovn, ca 2 min pa full styrke

e Tautkolben og bland lgsningen nar du ser det bobler

o Fortsett a varme Igsningen til du ikke kan se noen rester etter agarose. Lgsningen skal
veere helt klar. NB! Kolben blir ofte svaert varm.

e Lalgsningen kjgle seg litt ned

Avhengig av fremkallingsteknikk (se under)

o Tilsett 2 ul SYBRsafe (se under fargeteknikker) til agarose-lgsningen bland godt uten at
det bobler eller skummer fgr du heller lgsningen over i gelkaret/-ene.

Fargeteknikker

Nar DNA kjgres pa gel kan vi ikke se DNA med det blotte gyet i gelen. DNA ma derfor farges. Det
er ulike fargeteknikker som kan benyttes. Det enkleste og ofte det mest effektive er & ha et
fargestoff i gelen som fester seg til DNA heliksen og som synliggjgres ved hjelp av UV lys. Men
selv om dette er enkelt og effektivt krever det ekstra utstyr I form av en UV lampe. I tillegg
kreves fargelgsningen.

Fargestoffi gelen

Tidligere var det vanlig & benytte Ethidiumbromid. Dette er et fluoreserende stoff som legger seg
i dobbelheliksen og som lyser orange nar gelen belyses med UV lys. Stoffet er kreftfremkallende
fordi bindingen til DNA er irreversible. Det kreves derfor ekstra verneutstyr i form av spesielle
hansker, briller, frakk og en egnet avfallslgsning. Ethidiumbromid er av disse arsakene ikke
tillatt & benytte i skolen. Skolelaboratoriet for biologi anbefaler isteden SYBRsafe. Prinsippet er
det samme, SYBRsafe legger seg i heliksen men bindingen er reversible og regnes a veere mindre
kreftfremkallende. Man ma allikevel benytte hansker nar gelene handteres. SYBRsafe kan kjgpes
fra ThermoFisher, har katalognummer S33102 og koster 700 kr for 400 pl eller hos Fredriksen
til 525 kr for 75 pl. Til en gel-lgsning pa 100 ml som beskrevet over trenger du 2 ul SYBRsafe.
Ved bruk av SYBRsafe ma skolen ha en UV-kilde for a belyse gelene. UV kilden kan enten vaere et
UV-bord eller en enkel UV lampe. Fybikon har en enkel UV lampe til 159,- (varenummer 23058)

Fargestoff i buffer

Mange velger a tilsette fargestoffet i bufferen isteden for i gelen. Erfaringsmessig er dette like
god mate a farge pa, men til et kar gar det ofte stgrre mengde buffer enn det som eri gelen. Man
ma derfor benytte stgrre mengder fargestoff enn til en gel, men til gjengjeld kan bufferen
benyttes flere ganger og man sparer da kanskje litt fargestoff over tid. Vi anbefaler dog a ha
fargestoffet i gelen fordi det da er mer kontrollert hvor fargestoffet er og man trenger ikke
bekymre seg for sgl med bufferen.

Farging av gel etter kjgring

Man kan komme unna SYBR safe eller andre tilsvarende fargelgsninger ved a benytte for
eksempel Azur bla. Dette er fargelgsninger som ofte kommer med ulike kit man kjgper. Azur bla



folger samme prinsippet om a binde seg til DNA heliksen, men istedenfor a binde inne i heliksen,
legger den seg pa utsiden slik at basene ikke forstyrres. Bindingen er ogsa reversibel. A farge
gelene med dette tar derimot lengre tid:

Gelen skal fgrst legges i fargelgsningen i 5 min, deretter vaskes gelen 1 gang med 70% etanol,
deretter 3-5 ganger med rent vann for a fjerne overskuddsfarge. Fargen vil etterhvert trenge inn
i gelen og nar DNA molekylene. Etter 10-15 min vil man kunne se svake band, men best resultat
blir det dersom gelen kan ligge i en tett pose over natt. Da vil ofte bandene bli skarpe og tydelige.

Figur 3 Fire ulike konsentrasjoner av et plasmid er kjort pd en 1% agarosegel.
Gelen til venstre inneholder Etidiumbromid og gelen til hgyre inneholder
SYBRSafe

Figur 4 Fire ulike konsentrasjoner av et plasmid er kjort pd en 1% agarosegel.
Gelen er deretter farget i Azur B lgsning. Gelen til venstre er 15 minutter etter
at farge ble tilsatt til gelen og gelen til hgyre er etter en natt i lukket plastpose.



Konditorfarger

Nar vi skal kjgre DNA pa gel er vi helt avhengig av 4 kunne farge DNA pa en eller annen mate
som beskrevet tidligere. Dette kan veaere utfordrende for en del skoler som ikke har reagenser.
Mange skoler har heller ikke rad eller tilgang til DNA, men har allikevel elektroforeseutstyr som
da ofte star ubrukt.

Konditorfarger er lgsninger med ulike fargestoffer, og fargestoffene er molekyler av ulik
stgrrelse og ladning. I en gel-elektroforese kan derfor fargestoffene separeres basert pa
stgrrelsen og ladningen. Det er derfor mulig & benytte fargestoffer istedenfor DNA nar man skal
illustrere prinsippene for gelelektroforese. Noen farger inneholder flere fargemolekyler og lager
flere band, andre farger inneholder bare ett fargemolekyl. P4 denne maten kan man kombinere
ulike farger og danne ulike mgnstre avhengig av hva man er ute etter i sitt undervisningsopplegg.

Resultatet fra gelkjgringen blir umiddelbart synlig uten omfattende eller tidkrevende
fremkallingsmetoder.
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Konditorfargene vi har benyttet her er av typen“Wilton”, amerikanske konditorfarger med langt
sterkere fargestoffer enn de vanlig norske fargene fra Idun. Fargene fas kjgpt i butikker som
selger bakeutstyr, for eksempel Traktgren, Jernia, Til Bords og Glassmagasinet. Fargene kan ogsa
bestilles pa nett via Cacas: http://www.cacas.no (sgk pa Wilton sd kommer de opp)

Her presenterer vi ett undervisningsopplegg der vi benytter konditorfarger i en
Astedsgranskning.

Hensikten med a bruke konditorfarger er at man kan fa en innfgring i gel-elektroforese pa en
enkel mate uten at det krever for mye utstyr, reagenser og vanskelige fremkallingsmetoder. Man
kan jo velge hvorvidt man gnsker a knytte opplegget til en case (som her) eller om man vil
benytte fargene for en enkel demo av elektroforeseteknikken. Ved & bruke konditorfarger kan
elevene ogsa gve opp tekniske ferdigheter som pipettering og applisering.


http://www.cacas.no/

Materialer og utstyr
Til dette opplegget trenger du fargene Leaf green, Orange og Violet

Fargene er sterkt konsentrert, slik at de ma fortynnes 1:20 fgr bruk: Ta for eksempel 100 pL
farge til 1.9 ml vann.

Under fglger en beskrivelse hvordan fargene blandes for a fa et oppsett med ett asted og 3
mistenkte. Dette bgr blandes pa forhand slik at elevene ikke kan gjette seg til hvem som er den
skyldige i saken.

Asted: Leaf green + orange blandes 1:1 (for eksempel 100 pl + 100 pl)
Mistenkt 1: Leaf green

Mistenkt 2: Violet

Mistenkt 3: Leaf green + orange blandes 1:1 (for eksempel 100 pul + 100 pl)

Fordel deretter pa sma rgr, for eksempel 50 pul i hvert rgr. Elevene far dermed utdelt:
Eppendorfrgr med prgve fra dsted samt prgvene fra de tre mistenkte.

Elevene skal applisere 10 ul av Igsningen fra hvert rgr pa gelen. Det gir best resultat dersom de
arbeider med 0,8% geler.

Hvis det ikke er tilgang pa mikropipetter kan gvelsen fint utfgres med pasteurpipetter.

Resultatet skal bli slik:

Asted

Mistenkt 1
Mistenkt 2
Mistenkt 3
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Vedlegg 1

Lage agarosegel trinn-for-trinn:

w N

© N U

Vei opp gnsket mengde agaose og ha agarosen over i en erlenmeyerkolbe

Tilsett gnsket mengde 1xTAE buffer

Agarosen smeltes i en mikrobglgeovn pa full styrke i ca 2min. Fglg med sa det ikke koker
over

Lgsningen skal bli helt klar

Mens lgsningen kjgler seg ned, sett sammen gel-stgpingsutstyret (vi benytter Bio-Rad)
Tilsett fargelgsning (her: 2 ul SYBRsafe til 100 ml gel-lgsning). Bland forsiktig men godt
Hell gel-lgsningen over i stgpeformen

Gelen stivnerilgpet av 15-20 min

11



10.
11.

12.

13.

14.

15.

16.

Hell 1xTAE buffer i gelkaret til det er halvfullt oglegg gelen i karet med buffer

Fyll pa med buffer til gelen er dekket med vaeske.

Ta forsiktig ut kammen av gelen (det er lurt a gjgre dette nar gelen ligger i buffer for da
glir kammen lettere ut)

Gelen har na brgnner der kammen satt og brgnnene fylles med buffer

Appliser prgvene i brgnnene. Pipettespissen skal dyppes ned under vaeskeoverflaten,
men [KKE helt ned i brgnnen. Det beste er om man klarer a holde spissen litt over
brgnnen. Prgven vil legge seg i brgnnen pd grunn av "tyngden” i samplebufferen som
inneholder glycerol eller sukrose og er tung. Til konditorfarger trengs det ikke
samplebuffer fordi det er mye sukker i fargene fra fgr som gjgr lgsningen tung.

Sett pa lokket til gelkaret. NB! Husk at DNA er negativt ladet og vil i et elektrisk felt bli
dratt mot den positive polen. Pass pa at du setter lokket, eventuelt elektrodene, riktig
slik at DNA gar INN i gelen og ikke ut bak brgnnene!!

De fleste DNA prgver og konditorfarger kan kjgres pa 90Volt. Start strgmkilden og
elektroforesen er i gang.

Pass pa at det begynner a boble ved -polen, dette er hydrogengass som dannes ved
elektrolyse av vann.

12



Vedlegg 2
Tillaging av 5xTBE buffer:

e 54 grTris
e 27,5 gr Borsyre
e 20mLO0,5M EDTA!

Blandes i totalt 1 L vann.

10,5 M EDTA lages ved a tilsette 18,61 gr EDTA salt til 100 mL vann, pH juster med
NaOH til pH 8.

13



Vedlegg 3

Klassifisering av buffer til elektroforese

Oppskrift pa 50xTAE buffer
e 242 gr Tris base CAS: 77-86-1
e 18,61grEDTA
e 57.1 mliseddik (acetic acid)

Klassifisering:
Tris Basen har en klassifisering som gjgr at den er grei a bruke i grunnskolen.
EDTA (CAS nr. 6381-92-6) har en klassifisering som gj@r at det er grei a bruke i grunnskolen.

Iseddik er klassifisert som Skin Corr. 1A og kan IKKE brukes av elever i grunnskolen. Nar du
tilsetter 57,1 mL iseddik til 1 L vann blir konsentrasjonen av eddiksyre under 10 %. Dette er
helt greit a bruke i grunnskolen.

Konklusjon: Den ferdige 50x bufferen er helt grei a bruke i grunnskolen, og elevene kan
fint utfgre 50x fortynningen selv.

General Information

CAS

EC Number EC Name Number
201-064-4 | trometamol 77-86-1
Notified classification and labelling according to CLP criteria
Classification Labelling n Classification affected Additional Number Joint
Specific iti i
Hazard Class Hazard Hazard Supplementary Pictograms, Conc';ntraﬁon Notes by IA';':;"I_:"ES / 1 :_ldhﬁe: N ?ff' Entries
and Category Statement Statement  Hazard Statement Signal Word (e, [ s = ROETBoN LSS
Code(s) Code(s) Code(s) Code(s) Code(s) " o o o

Mot Classified 150 o
Skin Irrit. 2 H315 H313
Eye Irrit. 2 H319 H319 GHSO07 State/Form 352 View

. Wng IUPAC Names details
STOTSE 3 H335 (respiratory H335

SYS..

skin Irrit. 2 H315 H315 GHS07 State/Form o4 View
Eye Irrit. 2 H319 H319 Wng TUPAC Names details
Skin Irrit. 2 H315 H313
Eye Irrit. 2 H319 H319 GHS07 StatefForm 59 View

. Wng IUPAC Names details
STOTSE 3 H335 (respiratory H335

tra...)
and Labelling
e Vi of Reguistion (EC) No 42722008 (CLP Reguiatcn)
Gene
£ Number RS Himber Interaationsl Chemical Tdentfcation
......... ecitic Cocen , meactos notes
. s . - grama, sig
aHsaz
H505
E ! 4 Oor
Signal Words Pictograns
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