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{57) Sammendrag: 3498-84
Ved en elektroforetisk fremgangsmiade adskilles partikler ved hjalp af
elektriske felter, som er tvargiende i forhold til hinanden, som al-
ternerer mellem henholdsvis heje og lave intensiteter ude af fase med
hinanden ved en frekvens, som er forbundet med partiklernes masse,
og som bevager partikierne i en generel retning, som er tvargiende i
forhold til felternes respektive retning. Til adskillelse af store ma-
kromolekyler har mindst ét af felterne fortrinsvis en intensitetsgra-
dient i en retning, som er tvargiende i forhold til dets egen retning.
Ved fremgangsmiden er det muligt at 1) adskille partikier (moleky-
ler), som er sterre end dem, der kan adskilles med hidtil kendte
teknikker, 2} udfere adskillelse ved hejere hastigheder og bedre
oplesningsevne, end det er muligt med hidtil kendte teknikker, og 3)
samtidig adskille partikler, som er meget forskellige i masse (mole-
kylvagt) .
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Opfindelsen angir en fremgangsmade til adskillelse af partikler med
en pa forhand bestemt omtrentlig masse, hvilken fremgangsmidde om-
fatter, at partiklerne i et gelmedium underkastes i det mindste to
elektriske felter (E', E"), som har generelt co-planare og i forhold
til hinanden tvargiende generelle feltretninger, og som alternerer
mellem henholdsvis lave og heje intensiteter ude af fase med hinanden
for at bevage partiklerne i generelle retninger, som er generelt co-
planare med, men tvargaende i forhold til feltretningerne og opnar
adskillelse af partiklerne og et apparat til fremgangsmiden, der
omfatter en understetning (10) for et gelmedium, i hvilket én eller
flere prover af partikler, som skal adskilles og har en pad forhand
bestemt masse, kan anbringes, dele (14) til at generere i det mindste
to felter, som indvirker pi partiklerne og har co-planare generelle
feltretninger, som er tvargdende 1 forhold til hinanden, og dele (16,
18, 20) til repetitivt at alternere de respektive felter mellem hen-
holdsvis lave og heje intensiteter ude af fase med hinanden for at
bevaege partiklerne i generelle feltretninger for dermed at opna

adskillelse af partiklerne i et bandmenster.

opfindelsen er gjort inden for det analytiske elektroforeseomrade.
Den har szrlig interesse, hvad angir dens anvendelsesmuligheder inden

for gensplejsning og molekylar biologi.

Opfindelsen, som er baseret pa udviklingen af en ny slags analytisk
elektroforese, ger det bl.a. muligt at udfere vigtige analyser, som
ikke var mulige eller praktiske med de hidtil kendte teknikker.
Mulige anvendelser omfatter adskillelse af chromosomalt DNA, chromo-
som-kortlagning, bekvem fremstilling af genbiblioteker, undersegelser
af virkningerne af forskellige aktivstoffer pad chromosomalt DNA og
bekvem karakterisering af polymerer. Opfindelsen ger det muligt at
adskille sterre partikler (molekyler) med en hej grad af oplesning og
med stor hastighed, end det er muligt at opspalte med de hidtil
kendte teknikker, og samtidig adskille partikler, som er vasentligt
forskellige i masse. I en foretrukken udferelsesform ger opfindelsen
det muligt at lysere celler til elektroforetisk adskillelse af makro-
molekyler, som er indeholdt i cellerne, med minimal nedbrydning eller

beskadigelse.
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Elektroforese, hvor partikler sasom en blanding af makromolekyler
bevages, fx gennem en gelmatrix, ved hjzlp af et elektrisk felt, er
en udbredt teknik til kvalitativ analyse og adskillelse, isolering og
rensning. Den er sarlig vigtig i underssgelsen af proteiner, nucle-
insyrer og chromosomer, jfr. fx Cantor, C.R. et al., Biophysical
Chemistry, 2. del, Freeman, 1980, s. 676, 683. Den er sandsynligvis
det vigtigste redskab, som anvendes i de fleste DNA- og chromosom-

analyser.

Der opstar vanskeligheder, nar det forseges elektroforetisk at ad-
skille meget store partikler. Under anvendelse af de hidtil kendte
teknikker er fx storrelsen af det sterste DNA-molekyle, som rutine-
messigt hiandteres, et bakteriophagmolekyles (3,2 x 107 daltons). En
sddan begrasning i sterrelse forhindrer mange slags enskelige analy-
ser i at blive udfert. Fx er intakt chromosomalt DNA sterre og redu-
ceres typisk i sterrelse for at gere det muligt at arbejde dermed.
Derved edelagges imidlertid vigtige oplysninger, som er indkodet i

DNA'et, og mange vigtige forseg udelukkes.

Det er blevet foresliet at udstrakke gelelektroforesen til partikler
med storre masse ved at reducere gelkoncentrationerne. Dette har
imidlertid en negativ virkning pd oplesningsevnen, ger forsegsbetin-
gelserne vanskelige at kontrollere og er ikke med held blevet anvendt
pa DNA-molekyler, som har en molekylvagt pa over ca. 5 x 108 daltons.
jfr. Fangman, W.L., Nucleic Acids Research 5 (3), marts 1978, s. 653-
655; Serwer, P., et al., Electrophoresis, Walter, deGreuyter og Coe,
1981, s. 237-243.

I US patentskrift nr. 4.148.703 beskrives en elektroforeseindretning,
hvori to krydsede ikke-uniforme elektriske felter med en tvargiende
gradient indvirker alternerende pd enzymer og peptider i en polyacry-
lamidgel. Elektroforeseindretningen tilvejebringer en kontinuert
stroms elektroforesefremgangsmade, som er ejendommelig ved, at den
prazparation, der enskes adskilt, indferes kontinuert i gelen ved en
langsom men konstant strem gennem et ror ind i et hulrum, der krydser
gelen pa det tykkeste sted, og ved at fraktionerne passerer gennem
gelen i forskellige baner og flyder ud gemnem forskellige huller

anbragt over gelens tykkelse, elueres ved hjazlp af stremningsbuf-
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feren, som leber under processen. I almindelighed er en sidan ind-
retning beregnet til kontinuert strems' adskillelse af proteiner, og
nar adskillelsen finder sted, forekommer den aktuelle elektroforese

at tjene det formil at lede de allerede adskilte proteiner til sarli-

ge bortledningshuller.

Det formodes, at oplesningsevnen i de hidtil kendte elektroforesetek-
nikker er feltafhangige, da lavere elektriske feltintensiteter sad-
vanligvis giver hejere oplesningsevne. Som folge heraf varer elektro-
foreseforssg, hvor en hsjere oplesningsevne enskes, ofte sa lang tid
som 100 timer. Endvidere formodes partikelmobiliteten og siledes
oplesningsevnen at variere med logaritmen af massen af de partikler,
som skal adskilles, hvilket naturligvis ikke er noget sarligt felsomt
grundlag til opnielse af adskillelse. Endvidere anvendes der typisk i
den hidtil kendte gelelektroforese forskellige gelkoncentrationer til
forskellige masser eller molekylvagtomrader, hvorved man begranser
spektret af partikler, som kan adskilles samtidig. Endvidere anvendes
hidtil kendte elektroforeseteknikker typisk til kun at adskille sma
mengder partikler, og processen kan ikke hensigtsmassigt udstrakkes

til at omfatte sterre mangder.

P4 trods af, at elektroforese er blevet anvendt i langere tid og pa
trods af, at vigtige begrasninger i teknikken og behovet for at over-
vinde dem ogsi har varet kendt lange, kendes der ikke nogen tidligere

forslag, som med held har overvundet sddanne begransninger.

Den foreliggende opfindelse adskiller sig vasentligt fra de etab-
lerede elektroforeseprincipper og er baseret pa den overraskende
erkendelse, at elektroforese gennem bevidst varierede elektriske
felter, snarere end gennem de ensartede felter, som man har segt i

hidtil kendte elektroforesemetoder, uventet giver sardeles onskelige

resultater.

I ét aspekt angir opfindelsen sidledes en analytisk elektroforesefrem-
gangsmiade, som er ejendommelig ved, at den er i stand til at adskille
i det mindste store DNA-molekyler, og at den frekvens, ved hvilket

skiftet fra ét felt til et andet ber finde sted, er forbundet med en

tid t, der er relateret til partiklens masse, som er molekylvagten M,
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i henhold til relationen t « M1»5, og hvor tiden t er den tid, det
tager for den partikel, der har interesse, at orientere sig i en i

det vasentlige langstrakt cylindrisk form eller slangeform.

I et andet aspekt tilvejebringes et analytisk elektroforeseapparat
til fremgangsmaden, hvilket apparat er ejendommeligt ved, at delene
(16, 18, 20) til alternering af felterne er indrettede til at virke
ved en frekvens, ved hvilket skiftet fra ét felt til et andet ber
ske, som er relateret til en tid t, som er relateret til partiklens
masse, som er molekylvagten M, i henhold til relationen t = Ml,s, og
hvor tiden t er den tid, det tager den partikel, der har interesse,
at oritentere sig i en i det vasentlige langstrakt cylindrisk eller

slangeform.

Nzrmere betegnet er opfindelsen baseret pd den erkendelse, at der
opnas enskelig adskillelse, nar partiklerne udsattes for respektive
elektriske felter, som bevager dem som helhed i retninger, der ge-
nerelt er co-planare med, men tvargiende i forhold til de respektive
generelle retninger af felternme. Sarlig enskelige resultater opnas i
det mindste i de tilfazlde, som hidtil er undersegt, nar mindst ét af
de elektriske felter har en tilsigtet intemsitetgradient 1 en ret-
ning, som er tvargiende og generelt co-planar i forhold til dens
egen. Som et specifikt ikke-begrznsende eksempel kan der anvendes to
felter, som skifter mellem henholdsvis hesje og lave intensiteter ude
af fase med hinanden, og som er i retninger, som er tvargiende i for-
hold til hinanden. Fx kan et af felterne vare tilsluttet, medens det
andet er afbrudt, etc. Der opnis sazrlig gode resultater, nar felter-
nes tilslutnings- og afbrydningstider er forbundet med massen af de
partikler, som skal adskilles, fx nar tilslutnings- og afbrydnings-
perioderne er proportionale med partiklernes masse opleftet til en

potens pa ca. 1,5.

En af de vasentlige fordele ved denne erkendelse er, at den dramatisk
udstrazkker masseomradet af partikler, som kan adskilles elektrofore-
tisk med en hej oplesningsevne. Som et ikke-begraznsende eksempel kan
den nye teknik med hej oplesningsevne adskille partikler, hvis masse
er ca. 1,2 x 109 daltons, medens den evre grznse af de hidtil kendte

metoder, som giver en lavere oplesningsevne, formodes at vare ca.
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0,5 x 109 daltons. Det antages, at den nye teknik ogsd kan adskille
partikler, som er storre end 1,2 x 109 daltons. En anden vasentlig
fordel er, at oplesningsevnen i den nye teknik er meget mindre af-
haengig af elektrisk feltdensitet; som fslge heraf kan den nye type
elektroforese udferes ved en langt sterre hastighed, si lange den
dannede varme effektivt kan spredes. Som felge heraf kan et typisk
laboratorieforssg udfsres pa 4-8 timer, hvorimod tilsvarende forseg
under anvendelse af hidtil kendte teknikker kraver 12-100 timer. En
anden vasentlig fordel ved den nye teknik er, at der kan anvendes
storre mengder af proven sammenlignet med den kendte teknik, hvilket
medferer forsget oplesningsevne og felsomhed. En yderligere fordel
er, at den nye teknik samtidig i samme gel kan adskille partikler fra
et bredere masseomrdde, end det formodes at vare muligt med hidtil
kendte teknikker. Som et ikke-begraznsende eksempel kan den nye teknik
samtidig i samme gel adskille partikler i et masseomrdde pa fra ca.
108 til ca. 109 daltons. Med de hidtil kendte teknikker ville flere
forskellige gelkoncentrationer have varet nedvendige for at adskille
partikler i det snavrere masseomrade fra ca. 106 til ca. 108 daltonms.
I et yderligere vigtigt aspekt af opfindelsen er der udviklet en
teknik til at minimere handteringsskader pa makromolekyler, som
stammer fra celler, ved at lysere celler eller spheroplaster i en
gelblok, som er den samme som eller kompatibel med elektroforesege-

len, og anbringe hele blokken i elektroforesekammeret.

Disse og andre fordele ved opfindelsen samt yderligere opfinderiske

karakteristika fremgar af nedenstdende detaljerede beskrivelse.

Opfindelsen forklares nermere under henvisning til tegningen, hvor
fig. 1 i perspektiv og delvis afskaret viser et elektroforesekammer,
som er anvendeligt til at forklare visse principper i opfindelsen,
fig. 2 viser fra oven det samme kammer,

fig. 3 er et delvis skematisk diagram og delvis blokdiagram, der
viser en indbyrdes forbindelse med eksempler pi kammerelektroder,
fig. 4-7 viser eksempler pa elektriske felter, som virker i elektro-
foresekammeret,

fig. 8 viser bevagelsen af partikler i den nye type elektroforese,

fig. 9 viser en hypotetisk forvridning og bevagelse af et stort DNA-
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molekyle gennem agarosegel under indflydelse af tvargiende elektriske
felter, som virker ude af fase,

fig. 10 viser den hypotetiske virkning af et emsartet elektrisk felt
pa et stort DNA-molekyle i agarosegelen,

fig. 11 svarer til fig. 10, men viser den hypotetiske virkning af et
elektrisk felt, som har en vasentlig intensitetsgradient i en ret-
ning, som er tvargdende i forhold til feltretningen,

fig. 12 viser cirkulationen af afkelet puffer gennem elektroforese-
kammeret,

fig. 13 viser den opnidede oplesningsevne i et eksperimentelt eksempel
under anvendelse af den nye slags elektroforese,

fig. 14 viser i perspektiv en stebeform, som anvendes til at lysere
celler eller spheroplaster in situ i gelblokke, som derefter ind-

sattes i modsvarende bronde i elektroforesegelen.

Et eksempel pi en laboratorieindretning, som er nyttig til at for-
klare visse principper i opfindelsen, er i perspektiv og delvis
afskaret vist i fig. 1 og i fig. 2 fra oven. Den omfatter et rekt-
angulart elektroforesekammer 10, som er dbent for oven, og som er
fremstillet af et elektrisk isolerende materiale sasom 6,4 mm plexi-
glas med dimensioner pa ca. 10,2 x 10,2 cm. Det understetter pa
bunden et lag af materialemedium 12 sasom den agarosegel, som er
almindeligt anvendt i elektroforese, omgivet af elektroder 14. Elek-
troderne er tynde (0,8 mm) platintrade, som strazkker sig lodret ca.
19,1 mm hver og er anbragt i en indbyrdes afstand pd ca. 1,5 cm, som

det ses ovenfra i fig. 2.

Som et eksempel kan elektrodetradene feres ind i kammeret gennem
respektive huller, som er anbragt i en horisontal razkke ca. 19,1 mm
over kammerets indre bund, idet hver trad strakker sig nedefter langs
en respektiv indre sidevag til kammerets indre bund. For at generere
de onskede elektriske felter er elektroderne 14 indbyrdes forbundne
som vist i fig. 3. Isar tilferer en javnstremsforsyning 16 (sasom
Biorad Model 500) javnstrem til et rela 18 (sasom et DPDT, 115 volts
vekselstremsrelz), der styres af et programmerbart afbryderur 20
(sésom et Lindberg Enterprises Chrontrol 4-Channel CT Series) for at
forbinde et udvalgt outputpar af dets to outputpar med javnstremmen

fra forsyningen 16. Et outputpar i relzet 18 (bestdende af en negativ
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og positiv outputterminal) er forbundet til top- og bundrzkkerne af
elektroder 14 (jfr. fig. 3) via en respektiv diode for hver elektro-
de. Imidlertid er alle elektroderne i toprzkken kun forbundet til den
negative outputterminal i relzet 18, nir en kontakt 22 er lukket; nar
kontakten 22 er aben, er kun den elektrode 14, som er yderst til
hejre, siledes forbundet. Det andet par af relzet 18's outputtermina-
ler er tilsvarende forbundet til den venstre og hejre rzkke af elek-
troder 14 under anvendelse af en tilsvarende kontakt 24 til samme
formal. Der kan anvendes variable modstande R til at variere de
relevante spandinger, hvilket ogsa er tilfzldet med kontrollerme 1
stromforsyningen 16. Kontrollerne i afbryderuret 20 bestemmer, hvor-
nar der sendes strom igemmem et bestemt par af relzet 18's termina-

ler, og hvornir der ikke sendes strem igennem.

Nar kontakten 22 er slukket, og de relaoutput, som sender strem
genmem top- og bundrzkkerne af elektroder 14, er tilsluttet, fx ved
henholdsvis +200 og -200 volt, etableres et i det vasentlige ensartet
elektrisk felt E hen over bunden af elektroforesekammeret som vist
skematisk i fig. 4. De korte pile i fig. 4 er emsartede i langden for
at vise, at feltet er i det vasentlige emsartet, og den langere pil
viser feltets generelle retning (fra de positive til de negative
elektroder). Selv om feltet i realiteten ikke er fuldstandig ensartet
i intensitet gennem hele gelen pi grund af det fysiske arrangement af
de enkelte med indbyrdes afstand anbragte elektroder og af andre
arsager, og selv om den generelle retning kan afvige noget fra lodret
(som vist i fig. 4), betegnes sddanne felter i narvarende beskrivelse
som ensartede og skelnes fra felter, som bevidst geres uensartede, fx
ved at forarsage en operativt signifikant intensitetsgradient ien

retning, som er tvargiende i forhold til den generelle feltretning.

Et felt El, som er uensartet ved, at det har en operativt signifikant
intensitetsgradient i en retning, som er tvargdende i forhold til den
generelle feltretning, er vist i fig. 5 og fas i dette eksempel ved
at 4bne kontakt 22 siledes, at kun elektroden i det everste hejre
hjerne pa fig. 5 beholder +200 volt potentialet, medens hver af
bundelektroderne har et -200 volts potentiale. Det elektriske felt,
som er vist i fig. 5, er i nogen grad vifteformet, men har stadig en

generel retning, som er vist med den langere pil, som kan anskues som
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vektorsummen af de enkelte felter, der skyldes de respektive potenti-
alforskelle mellem elektroden i sverste hejre hjsrne og de enkelte
elektroder pa nederste razkke. Den interessante intensitetsgradient er
i en retning, som er tvargaende i forhold til den generelle feltret-
ning, vist med en pil G, og skyldes, at afstanden mellem elektroden i
gverste hejre hjerne og elektroderne pa nederste rzkke forages (og
intensiteten pr. enhedsvolumen eller enhedsareal af de enkelte felter
saledes mindskes), efterhidnden som man bevager sig mod venstre i den

nederste rakke, hvilket er vist ved den stadig mindre langde af de

kortere pile.

Nir kontakten 24 er iben, og der sendes strom igemnem de rel=zoutput,
som er forbundet til elektroden i nederste venstre hjerne og elektro-
derne i rakken til hejre, genereres pa tilsvarende miade et felt E2
som vist i fig. 6. Den eneste betydelige forskel mellem felterne i
fig. 5 og fig. 6 er, at feltet i fig. 6 har en anden generel retning,

som er tvargidende 1 forhold til retningen af felt E1 i fig. 5.

En af de uventede erkendelser, som udnyttes i den foreliggende op-
findelse, er, at hvis felter sadsom El og E2 alternerer ude af fase
med hinanden mellem respektive heje og lave intensiteter ved frekven-
ser, som er valgt pd basis af massen af partiklerne (fx makromoleky-
ler), som skal adskilles elektroforetisk, bevager partiklerne sig fra
en initial position sisom ved 26 i en generel retning D, som er
tvargidende i forhold til bade felt El og E2, og for enhver partikel
gelder, at dens bevagelseshastighed afhaznger af dens masse (eller
ladning). Som felge heraf vandrer partikler med forskellig masse
(ladninger) forskellige afstande fra initialpositionen 26 og danner
band sasom M1, M2, M3 og M4 i fig. 8, idet lettere partikler bevager

sig over langere afstande fra initialpositionen.

Det skal bemarkes, at udtrykket "tvargiende" i narvarende beskrivelse
ikke er begranset til en vinkel pa eller nar 90°, men omfatter andre
betydelige skaringsvinkler. Nar udtrykket anvendes for vinklen mellem
elektriske felter sasom El og E2, skal det blot udelukke de vinkler
mellem elektriske felter, som i den kendte teknik er et resultat af
falske fznomener eller manglende evne til i praksis at nid det plan-

lagte mal med en ensartet og ensrettet kombination af felter. Nar
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udtrykket "tvargiende" anvendes om vinklen mellem den generelle
retning af partikelbevagelse, skal udtrykket ogsd i dette tilfazlde
kun udelukke vinkler, som er et resultat af falske fznomener eller en
manglende evne hos kendte indretninger til at fi den elektroforetiske

bevagelse til at falde sammen med den enskede feltretning.

Udtrykket "operationelt signifikant" betegner en intensitetsgradient,
som er tilstrzkkelig til at gere de relevante felter i stand til at
bevage de relevante partikler i den retning, som er tvargaende i

forhold til de generelle feltretninger, som fx vist i fig. 7.

Der kan i visse tilfzlde opnis tilfredsstillende resultater med elek-
triske felter, som alternerer og er tvargiende i forhold til hinanden
som ovenfor beskrevet, men som er i det vasentlige ensartede, hvilket
er tilfzldet med felt E i fig. 4. Der opnds imidlertid typisk bedre
resultater, nar ét af felterne har den nedvendige intensitetsgradient
i den retning, som er tvargiende i forhold til dets generelle ret-
ning. Der opnds typisk bedre resultater, nar begge felter har sadanne

intensitetsgradienter.

Selv om den mekanisme, hvorved den nye type elektroforese virker,
ikke er fuldstzndigt opklaret, formodes det, at anvendelsen af alter-
nerende felter fAr en stor partikel sdsom et spiralrullet DNA-moleky-
le til at blive presset ind i agarosematrixen ved, at det orienteres
forst langs den generelle retning af ét felt og derefter langs den
generelle retning af det andet, etc. Det formodes endvidere, at
anvendelsen af gradientfelter (sisom El og E2) snarere end ensartede
felter (sasom E) forarsager en forskydningseffekt, som er medvirkende
til at strazkke molekylet i den enskede retning. Fig. 9 viser denne
hypotese ved at vise et tilfaldigt spiralrullet DNA-molekyle, som
presses ind i en agarosegelmatrix ved hjelp af et ensartet elektrisk
felt E' og presses ind i gelen ved at blive formet til en langstrakt
cylindrisk form (slange). Denne slange udsattes derefter for et
ensartet elektrisk felt E" og fordrejes derefter gradvist bort fra
den indledende slangeform, til den danner en ny slange, som nu er
orienteret langs den generelle retning af felt E", etc., sdledes at
dens generelle bevagelsesretning er langs den tilnzrmelsesvise vek-

torsum af retningen af felterne E’' og E". Denne indledende hypotese
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er imidlertid blevet modificeret af en senere formodning om, at
makromolekyler med stor kadelazngde sdsom DNA sandsynligvis ikke
danner en slange, nir deres vendingsradius er sterre end den effekti-
ve gelporeradius. I stedet presses sadanne makromolekyler formodent-
lig sammen til en form, som mere ligner en "elddse" end en slange som
vist i fig. 10, og de bevager sig derfor ikke let i en retning, som
er tvaergiende i forhold til "eldisens" langdeakse. Det formodes i
realiteten, at anvendelsen af en gradient snarere end et ensartet
felt er en af de kritiske faktorer til at tvinge store molekyler
sidsom DNA-molekyler til at antage den onskede forlangede cylindriske
form eller slangeform som vist i fig. 11. Det formodes endvidere, at
det korrekte valg af en frekvens, ved hvilken skiftet fra ét felt til
et andet ber finde sted, er forbundet med den tid, det tager partik-
len (molekylet), der har interesse, at orientere sig i den snskede
langstrakte cylindriske form eller slangeform, og at denne tid t er
relateret til partiklens masse (molekylvagt) M, gelens effektive
poreradius r og den malte hastighed af partiklen i gelen v i henhold
til forholdet t « Ml’s/(rzv).

Det skal understreges, at den ovenfor beskrevme hypotese ikke skal
opfattes som en faktor, som begraznser opfindelsens omfang, selv om
den stemmer overens med de hidtil opnidede forsegsresultater, da op-
findelsen frembringer de gunstige resultater pa trods af, at det un-
derliggende fznomen ikke fuldt ud er forstiet og pd trods af mulig-

heden for, at en helt anden mekanisme kan vare involveret.
Opfindelsen belyses narmere ved nedenstdende eksempler:
Generelle elektroforesebetingelser i eksempel A, B og C.

Geler med en tykkelse pa ca. 1 cm blev stebt i kvadratiske engangs
Petri-skéle med et areal pa 10 cm?. Bronde til proven blev dannet pa
sadvanlig midde under anvendelse af en plastkam med taznder med di-
mensioner pa 6,35 X 2 mm anbragt med en indbyrdes afstand af 3,175
mm. Gelerne bestod af 1,5%'s lav endoosmose-agarose (Miles Bioche-
mical Company) oplest i TBE (10,3 g Tris, 5,5 g borsyre og 0,93 g di-
natrium-EDTA pr. liter). Elektroforesepufferen (TBE) blev kontinu-
erligt cirkuleret ved hjalp af en magnetisk drevet i et polypropylen-

P
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hus anbragt skovlpumpe (Fischer Scientific) og afkelet i et recirku-
lerende afkolet bad (Haake, type T-52) som vist i fig. 12. Tilfer-
sels- og udlebsenderne af cirkulationsledningerne var anbragt tat pa
gelen og tilferte og bortledte flydende puffer ved to diametralt mod-
satte hjerner af gelkvadraten. Prover blev anbragt i brendene ved
hjzlp af en Gilson Pipetman, idet pipettespidsens ender var afskaret
for at minimere forskydning. DNA blev visualiseret efter gemmemvad-
ning af gelerne i 0,5 pg ethidiumbromid pr. ml TBE. Der blev taget
fotografier med Polaroid® 107 film med kortbelget U.V.-lys. Ekspo-

neringstiden varierede fra 15 til 180 sekunder ved f8 afhangig af

preverne.

EKSEMPEL A
Fremstilling og elektroforese af marker-DNA

Bacteriophagvira T7, T2 og G blev fremstillet ved at lysere en given
mengde virus natten over ved 50°C i NDS som beskrevet i Laurer et
al., Journal of Microbiology 95, 1975, s. 309-326. De resulterende
lysater blev derefter dialyseret natten over mod elektroforesepuffe-
ren. Bacteriophag DNA'ets masse i daltons antages at vare:

T7=2,7 x 107; T2=1,2 x 108 og G=5 x 108. En 0,02 pg's preve af hvert
DNA blev anbragt i brende i 5 mikroliter 10%’'s glycerol, TBE og
0,0015% bromphenolblat. Preverne blev kert ind i gelen med et enkelt
felt i 15 minutter feor pulsering. Optimale impulstider i sekunder til
adskillelse af makromolekyler nzr eller ved den i nedenstdende ek-
sempler anfeorte molekylvagt var T7=0,25; T2=4 og G=20. Udtrykket
"impulstid" betegner impulsbredde, dvs. det tidsinterval, i hvilket
ét af felterne er tilsluttet (eller hejt), medens det andet er af-
brudt (eller lavt). I dette forseg anvendtes felter af den type og i
det spazndingsniveau, som er vist i fig. 5 og 6, dvs. begge felter
havde intensitetsgradienter. Den relative mobilitet, som blev opndet

i dette forseg, var G=1; T2=2,5 og T7=8.
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EKSEMPEL B
Gar-DNA

Forskellige garstammer blev dyrket til midt i den logaritmiske vakst-
fase i 100-1000 ml YPD (YPD: 1 g garekstrakt, 2 g dextrose og 2 g
bactopepton sat til 1 liter destilleret vand). Spheroplaster blev
fremstillet som beskrevet i Cryer et al., Progress in Cell Biology
12, 1975, s. 39-44, Spheroplasterne blev derefter lyseret i NDS
natten over ved 50°C. Garlysater blev fremstillet i NDS med koncen-
trationer i omradet ca. 10%-2 x 1010 celler pr. ml lysat. Generelt
blev der anbragt 90 mikroliter lysat under anvendelse af en Pipetman
med bla spids (1 ml’s kapacitet). Preoverne blev kert ind i en 1,5%'s
agarosegel ved 100 volt i 45 minutter med et enkelt felt. Impulstider
pa 15-45 sekunder ved 200 volt (felt El og E2 i fig. 5 og 6) gav de
molekylvagtadskillelser, som er vist i lille mdlestok i fig. 13.

EKSEMPEL C
Ethidiumbromid

Der anvendtes de i eksempel B beskrevne forssgsbetingelser med und-
tagelse af, at gelerne blev kert i merke og indeholdt 0,5 pg pr. ml
ethidiumbromid i gelen sammen med cirkulationspufferen, og impuls-

tiderne var 30 og 45 sekunder under anvendelse af D-273-garlysater.

Der blev opniet klar adskillelse af mange chromosomer.

I ovennavnte eksempler foretoges lysen pd sadvanlig mdde, og lysa-
terne blev overfaort til elektroforesegelen pa sadvanlig made. Det er
kendt, at en sadan hindtering af lysaterne kan medfsre brud pa eller
anden beskadigelse af skrobelige makromolekyler. Der er imidlertid
fundet en udvej til i det vasentlige at undgd sddanne skadelige
virkninger, og denne udger en del af opfindelsen. Isar kan celler
eller spheroplaster (celler uden cellevagge) ifelge opfindelsen sus-
penderes i agarosegel, og demne gel kan haldes i forme til danmelse
af indsatninger. Indsatningerne anbringes derefter i lyseoplesning

for at lysere de suspenderede celler eller spheroplaster, og derefter
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kan de intakte indsaztninger anbringes tatsluttende i modsvarende
brende i elektroforesegelen. Gelen, som udger indsatningerne, kan

vere den samme som eller konvertibel med elektroforesegelen.

Et eksempel pa en form, som anvendes i denne nye teknik, er vist 1
perspektiv i fig. 14 og udger et par modsvarende rektangulare blokke
l4a og 14b, som kan fastgeres i den viste konfiguration ved hjalp af
skruer l4c. Den sverste blok 14a har et antal formningskanaler 14d,
som gir germem hele blokkens tykkelse, hvorimod den underste blok 14b
er i ét stykke. Niar blokkene er samlet i den i fig. 14 viste kon-
figuration, hzldes en hensigtsmezssig agarosegel med suspenderede
celler eller spheroplaster i formningskanalerne 14d og lades sterkne.
Blokkene l4a og 14b skilles derefter, og indsatningsblokkene sisom
1he tages forsigtigt ud, anmbringes i lyseringsmateriale under betin-
gelser, som er tilstrazkkelige til at opnd tilfredsstillende lyse, og
indsattes derefter forsigtigt og tatsluttende i modsvarende brende,
som er formet i elektroforesegelen, fx med en kam, hvis ydre form og
dimensioner svarer til formningskanalerne 14d. Det nedenstidende ek-

sempel D viser elektroforese under anvendelse af den nye teknik.

EKSEMPEL D

Lyse i gelindsatser

Garspheroplaster (1010—1011 celler pr. ml af 1%'s lavt gelerende
agarose i TBE) blev suspenderet i agarosegel og haldt i formkanalerne
til dannelse af indsatninger. Indsatningerne blev derefter anbragt i
NDC ved 50°C natten over, hvorved de suspenderede spheroplaster blev
lyseret. Garceller, som forinden var behandlet med mercaptoethanol,
blev ogsa suspenderet i 1%'s agarosegel, men i dette tilfalde til-
sattes 75 mikroliter af en Zymolyase 5000 blanding (2 mg pr. ml 0,01M
natriumphosphat, 50% glycerol) til indsatningsblandingen fer form-
ningen af indsaztningerne. 75 mikroliter Zymolyase sattes ogsa til 0,8
ml LET (0,5M tetranatrium-EDTA, 0,01M Tris, pH-vardi 7,5). De formede
indsatninger med garcellerne sattes til LET og blev inkuberet natten

over ved 37°C. De resulterende suspenderede spheroplaster blev der-

efter lyseret i NDS. Bade celle og spheroplastindsatser blev anbragt
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i modsvarende brsnde i elektroforesegelen. Elektroforese under de i
eksempel A-C beskrevne betingelser gav en god adskillelse af chromo-

somalt DNA.

EKSEMPEL E
Dobbelt mini-DNA

2,5 x 107 3T3-R500 museceller blev lyseret i 0,3 ml NDS ved 50°C i
fire (4) dage. Lysatet blev derefter ambragt pd 1,5%'s agarosegel i
TBE og kert ved 200 volt med 60 sekunders impulser. Herved vandtes et
diffust band. Det bevagede sig, som om det havde molekylvagten af
intakt dobbelt mini-DNA (molekylvagt ca. 600 x 106). Markeren var G-
phagen (molekylvagt ca. 500 x 106).

Den nye slags elektroforese, som er beskrevet ovenfor, har adskillige
anvendelser. Fx er chromosomalt DNA fra ger ved demne teknik for
forste gang med held blevet adskilt og karakteriseret 1 sterrelser.
En anden anvendelse af den nye teknik er undersegelse af karakteren
af DNA-gyrasecomplexer 1 E. coli supercoilede, chromosomale omrader
for at kortlagge gyrasesteder og sdledes tilvejebringe redskaber til
eucaryot chromosomanalyse. Den nye teknik er sarlig fordelagtig, nir
forskellige molekyler sisom forskellige DNA-molekyler er tat p& hin-
anden i masse. Anvendelsen af alternerende felter, som hver er for-
synet med en intensitetsgradient, har en tendens til at forbedre
oplesningsevnen dramatisk og tillade uventet adskillelse af moleky-
ler, som er tazt pd hinanden i masse. En anden anvendelse er adskil-
lelse af et stort antal band i samme gel, hvilket er en vasentlig
betragtning, nar eucaryot DNA analyseres. En yderligere anvendelse af
den nye slags elektroforese er at rense molekyler sisom enzymer, fx
urokinase, myosiner eller hyaluronsyrer, sidledes at der tilvejebrin-
ges en oprenset preve, som kan tjene som grundlag til udvikling af en
made til at fremstille det samme eller et zkvivalent molekyle. I en
anden anvendelse kan virkningen af forskellige midler sdsom lage-
midler bedemmes for deres virkning pa chromosomer, nucleinsyrer og
proteiner som folge af den mulighed for at adskille sddanne materia-

ler, som er tilvejebragt ved den foreliggende opfindelse. Som et

a
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yderligere eksempel kan polymerer nejagtigt og hurtigt analyseres for
molekylvagtsfordeling, forgreninger og andre fysiske egenskaber ved
anvendelse af den nye type elektroforese. Som et yderligere eksempel
kan intakte eller spaltede menneske-, dyre- eller plantechromosomer

analyseres under anvendelse af den nye type elektroforese.

Det er klart, at den i fig. 1-8 viste laboratorieindretning og de
serlige typer elektriske felter, som anvendes deri, og den i fig. 14
viste indsztningsformningsindretning blot er specifikke eksempler,
som er hensigtsmessige til forklaring af visse af opfindelsen prin-
cipper. Talrige variationer er mulige og er omfattet af opfindelsen.
Fx kan der anvendes et anderledes formet elektroforesekammer eller
anderledes genererede, fordelte eller varierede elektriske felter, sa
lange partiklerne pavirkes af elektriske felter, som varierer med
tiden, saledes at de hovedsageligt bevages i retninger, som generelt
er tvargiende i forhold til i det mindste to af de relevante, opera-
tionelt signifikante felter. Fx kan de onskede felter genereres af
anderledes formede elektroder, af hensigtsmassigt aktiverede spiraler
eller andre kilder eller kombinationer af forskellige (i type) kil-
der, og de relevante feltretninger kan reguleres pd anden miade sasom
uden begraznsninger at andre feltets samlede retning eller forandre
elektrodeegenskaberne (fx potentialet). Tilsvarende kan den gnskede
feltgradient frembringes pa en hvilken som helst made sasom ved
udvalgelse af en hensigtsmessig form af de relevante elektroder, ved
at holde forskellige elektrodedele ved forskellige potentialer eller
ved samvirken mellem to eller flere felter. Endvidere kan der an-
vendes mere end to felter, si lange den samlede virkning er i det
mindste at indvirke pa en partikel pa den enskede midde i forst én
retning og derefter i en anden retning, som er tvargiende 1 forhold
til den forste, etc., siledes at partiklen bevages i en tredje ret-

ning, som er tvargiende i forhold til de ferste to retninger.

1 den ovenfor beskrevne foretrukne udfsrelsesform for den nye elek-
troforeseindretning har det vist sig enskeligt at have flere adskilte
elektroder og forbinde dem via indretninger (sésom dioder), som alene
tillader stremforsyning til hver elektrode i en udvalgt retning. Det
har endvidere vist sig enskeligt, at tradelektroderne strazkker sig i

det vasentlige lodret langs de indre sidevagge af kammeret, fordi
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sddanne elektroder gor det sarlig bekvemt at generere de enskede
elektriske felter, og fordi det er muligt med sadanne elektroder, nar
de er lange nok i den lodrette retning, at anbringe flere gellag oven
pa hinanden, der hver isazr indeholder prever af partikler, og udsatte
dem alle for i det vasentlige identiske elektriske felter, sialedes at
elektroforese udferes samtidigt i dem alle. Til generering af mere
komplekse felter eller til at give sterre valgfrihed i frembringelsen
af felter med udvalgte egenskaber sisom felterne E, El og E2 i fig.
4-6, kan hver elektrode (eller i det mindste en elektrode i flere ud-
valgte elektroder) have sin egen afbrydelige stremfor-
syningsforbindelse, sdledes at hver isar selektivt kan holdes ved et
hvilket som helst positivt eller negativt elektrisk potential inden
for et udvalgt omrdde (eller ved jordpotential). I nogle tilfzlde er
sa fa som tre elektroder tilstrazkkeligt, og to af dem kan vare for-
bundet (intermitterende) til det samme potential, sia lange de sam-
virker med hinanden til frembringelse af i det mindste to elektriske
felter, som har de enskede egenskaber (dvs. er tvargidende i forhold

til hinanden).

I én variant kan den nye type elektroforesearrangement, som er be-
skrevet ovenfor, anvende hejfrekvent omskiftning mellem tvargiende
felter, fx med frekvenser i omridet fra ca. 106 til ca. 107 Hz, som
er overlejret pa ét eller flere stationare felter eller mere langsomt
omskiftende felter siasom de ovenfor beskrevne felter E, El og E2. Det
formodes, at det eller de hurtigt omskiftende felter kan hjzlpe med
til at rotere (eller orientere) partikler sasom makromolekyler pa en
pnsket midde, medens det eller de stationare eller langsomt omskif-
tende felter kan tjene til at bevage partiklerne i den enskede gene-
relle retning. Dette arrangement af hurtigt omskiftende felter og
stationzre eller langsomt omskiftende felter kan faktisk anvende sa
fa som to tvargiende felter, hvoraf i det mindste det ene har en
stationazr eller langsomt omskiftende intensitetskomponent og en
hurtigt omskiftende intensitetskomponent, som er overlejret derpa. Fx
kan der anvendes gensidigt tvargdende felter El og E2 som vist i fig.
7, men for i det mindste den ene af elektroderne kan der pa den viste
firkantssvingnings-spandingsbslgeform vare overlejret en meget mere
hejfrekvent spandingsbelgeform med en udvalgt amplitude sdsom en

frekvens pa fra ca. 106 til ca. 109 Hz.

“¥
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PATENTKRAV

1. Analytisk elektroforesefremgangsmade til adskillelse af partikler
med en pa forhind bestemt omtrentlig masse, hvilken fremgangsmade
omfatter, at partiklerne i et gelmedium underkastes i det mindste to
elektriske felter (E’', E"), som har genmerelt co-planare og i forhold
til hinanden tvargiende generelle feltretninger, og som alternerer
mellem henholdsvis lave og heje intensiteter ude af fase med hinanden
for at bevage partiklerne i generelle retninger, som er generelt co-
planare med, men tvargiende i forhold til feltretningerne og opnar
adskillelse af partiklerne

kendetegnet ved, at den er i stand til at adskille i det
mindste store DNA-molekyler,

og at den frekvens, ved hvilket skiftet fra ét felt til et andet ber
finde sted, er forbundet med en tid t, der er relateret til partik-
lens masse, som er molekylvagten M, i henhold til relationen

t M1’5, og hvor tiden t er den tid, det tager for den partikel, der
har interesse, at orientere sig i en i det vasentlige langstrakt

cylindrisk form eller slangeform.

2. Fremgangsmade ifelge krav 1,
kendetegnet ved, at mindst ét af felterne har en intensi-

tetsgradient i en retning, som er tvargidende og generelt co-planar i

- forhold til dets generelle retning i det mindste i en del af den tid,

hvori det indvirker pa partiklerne.

3. Fremgangsmade ifelge krav 1,

kendetegnet ved, at partiklerne er polypeptidmolekyler.

4. Fremgangsmade ifelge krav 1,
kendetegnet ved, at partiklerne er myosin- eller hyaluron-

syremolekyler.

5. Fremgangsmade ifslge krav 1,

kendetegnet ved, at partiklerne er nucleinsyremolekyler.
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6. Fremgangsmade ifelge krav 5,
kendetegnet ved, at nucleinsyremolekylerne er DNA-mole-

kyler.

7. Fremgangsmade ifslge krav 1,

kendetegnet ved, at partiklerne er chromosomer.

8. Fremgangsmade ifelge krav 7,

kendetegnet ved, at chromosomerne stammer fra en eucaryot.

9. Fremgangsmade ifelge krav 1,

kendetegnet ved, at partiklerne er menneskechromosomer.

10. Fremgangsmade ifelge krav 1,

kendetegnet ved, at partiklerne er dyrechromosomer.

11. Fremgangsmade ifelge krav 1,

kendetegnet ved, at partiklerne er plantechromosomer.

12. Fremgangsmade ifslge krav 1,

kendetegnet ved, at partiklerne er garchromosomer.

13. Fremgangsmade ifelge krav 1,

kendetegnet ved, at de partikler, der adskilles, fas ved
at lysere hele celler eller spheroplaster i en indsats af den samme
eller en kompatibel gel, som derefter anbringes i gelmediet, og hvori
den elektroforetiske adskillelse udferes uden ferst at adskille

partiklerne fra de lyserede hele celler eller spheroplaster.

14. Analytisk elektroforeseapparat, der omfatter en understetning
(10) for et gelmedium, i hvilket én eller flere prever af partikler,
som skal adskilles og har en pa forhdnd bestemt masse, kan anbringes,
dele (14) til at generere i det mindste to felter, som indvirker pa
partiklerne og har co-planare generelle feltretninger, som er tvar-
giende i forhold til hinanden, og dele (16, 18, 20) til repetitivt at
alternere de respektive felter mellem henholdsvis lave og heje inten-

siteter ude af fase med hinanden for at bevage partiklerne i generel-

-«
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le feltretninger for dermed at opni adskillelse af partiklerne i et
bandmenster,

kendetegnet ved, at delene (16, 18, 20) til alternering
af felterne er indrettede til at virke ved en frekvens, ved hvilket
skiftet fra ét felt til et andet ber ske, som er relateret til en tid
t, som er relateret til partiklens masse, som er molekylvagten M, 1
henhold til relationen t « M1,5, og hvor tiden t er den tid, det
tager den partikel, der har interesse, at oritentere sig i en i det

vasentlige langstrakt cylindrisk eller slangeform.

15. Elektroforeseapparat ifslge krav 14,
kendetegnet ved, at de feltgenererende dele (14) omfatter

mindst tre adskilte elektroder, som er anbragt med en indbyrdes

afstand, og dele (18, 20, 22) til at holde de respektive elektroder

ved respektive udvalgte potentialer i respektive udvalgte tidsrum,
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