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The following project has been made in collaboration with, Denator AB, a 
biotechnology enterprise. One-dimensional electrophoreses have been used to analyze 
protein contents of tissue samples. Tissue samples have been either treated according 
to the company´s newly developed tissue treatment technique or not treated at all and 
comparisons between these samples have been made. In order to see differences in 
protein patterns between samples more clearly, a conversion method has been 
developed where electrophoresis gel visual patterns are used to produce curves, 
similar to densitometer curves.  
 
Denator AB would like to know if the proteins in their treated samples will change 
visibly over 48 h when incubated at room temperature. This has been investigated 
using the above mentioned method. A comparison has also been made using untreated 
samples incubated in the same way. 
 
The analyses have been made at two gel densities, 10% and 12%. The series of 
samples consisted of both treated and untreated samples. Incubations were made for 
different time intervals in room temperature, up to 48 h. Gels were scanned and the 
files were used for producing curves where the colour intensity along a track was used 
for ordinate and the protein travel distance was used for abscissa. 
 
Using this method, no change in patterns of Denator treated samples could be seen, 
strongly indicating efficient conservation of the samples. The untreated samples, 
however, show visible changes with time, indicating that the sample proteins were 
partly decomposed into smaller fragments with time. A striking result of the analyses 
is a clearly visible difference in the original patterns of untreated and treated samples 
before incubation. This indicate that non treated samples undergo a very quick process 
of decay.   
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Examensarbetet har gjorts åt bioteknikföretaget, Denator AB. Endimensionella 
elektroforesanalyser på vävnadsprover har utförts i syfte att studera 
proteinsammansättningen. Proverna som analyserats har dels varit behandlade i 
företagets nyutvecklade instrument och dels varit obehandlade. För att tydligare kunna 
se skillnader i proteinsammansättningen mellan de olika proverna har det utarbetats en 
metod för omvandling av mönstret ifrån elektroforesanalysen till kurvor på datorn.  
 
Denator AB vill veta hur proteinsammansättningen i deras behandlade prover 
förändras under 2 dygn i rumstemperatur jämfört med prover som inte behandlats alls. 
Proteiner i obehandlade vävnadsprover, bryts ned med tiden från större enheter till 
mindre. Detta scenario är tänkt att förhindras om vävnadsprovet behandlas i Denators 
instrument.  
 
Elektroforesanalyserna som gjorts har utförts vid två geltätheter, 10% och 12%. 
Provserien har bestått av behandlade och obehandlade prover. Respektive provsort har 
fått stå framme olika länge i rumstemperatur, under en tidsperiod av 2 dygn. 
Resultaten från analyserna har scannats och omvandlats till kurvor. Kurvorna har 
baserats på färgintensiteten (proteinmängden) i mönstret samt vandringssträckan av 
proteinet i gelen.  

Det kunde konstateras att de behandlade proverna inte förändrades med tiden, 
proteinsammansättningen hölls konstant. De obehandlade proverna däremot fick en 
förändrad proteinsammansättning med tiden. Proteinerna bröts ned till mindre enheter. 
Ett anmärkningsvärt resultat är att de obehandlade respektive behandlade proverna har 
en skillnad i sammansättningen redan vid starten av analysen. Detta skulle kunna 
förklaras med att proteinerna i de obehandlade proverna hinner förändras under den 
korta tid som extraktionen av vävnadsprovet tar.         
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Den här rapporten bygger på examensarbetet som gjorts som en del i 
högskoleingenjörsutbildningen. Arbetet har valt att inriktas mot bioteknikområdet. 
Det som intresserar med biotekniken är att det är väldigt forskningsintensivt och att 
det hela tiden sker ny produktutveckling! Uppgiften till examensarbetet har fåtts av 
Denator AB, ett Göteborgs företag. Den går ut på att undersöka hur 
proteinsammansättningen förändras med tiden på prover som behandlats i deras 
nyutvecklade instrument. Detta har tänkts och göra med hjälp av SDS 
elektroforesanalyser. Resultaten ifrån elektroforesanalyserna ska sedan överföras till 
datorn, så att man lättare kan jämföra proverna med varandra.             

���   ����!�
�
Proteiner finns i allt biologiskt material och de fyller många olika funktioner i cellen. 
Dessa funktioner har bara sin betydelse då det biologiska materialet är levande. 
Därefter börjar proteinerna brytas ned till mindre delar så kallade peptider.  
 
Inom sjukvården, läkemedelsföretag med flera använder man sig av vävnadsprover 
för att göra analyser. Analyserna inom sjukvården behövs för att kunna identifiera 
sjukdomar och läkemedelsföretag gör analyser i forskningssyften. För att man ska få 
så bra resultat av analysen som möjligt är det väsentligt att det är samma förhållande i 
vävnadsprovet som i den levande organismen och att proteinerna i cellerna inte har 
brutits ned. I dagsläget finns det ingen bra behandling som gör så att proteinerna i 
vävnadsprovet behålls intakta. Utan därför har Denator AB utvecklat ett instrument 
som ska lösa detta problem. Instrumentet har ännu inte lanserats på marknaden. Men 
gör verkligen Denators instrument någon skillnad? Kan man se en förändring mellan 
vävnadsprover som behandlats och som inte har gjort det? Och hur förändras 
respektive provsort med tiden?         
 

���  �������������
Syftet är att studera hur proteiner bryts ned med tiden i vävnadsprover, som är 
behandlade och som inte är det samt att jämföra resultat mellan de olika provsorterna.  
Målet är att göra endimensionella SDS elektrofores analyser vid olika geltätheter. De 
behandlade/obehandlade proverna ska få stå framme i rumstemperatur i några timmar 
till 2 dygn. På detta sätt får man en provserie för varje provsort. Elekrofores 
mönsterna som fås vid analyserna ska överföras till datorn och omvandlas till kurvor, 
för att man ska kunna jämföra proverna med varandra på ett enkelt och tydligt sätt. 
Detta skall utföras för att Denator AB vill veta hur proteinsammansättningen i deras 
behandlade prover förändras under 2 dygn i rumstemperatur jämfört med prover som 
inte behandlats alls.  
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Förändringen i proteinsammansättning kommer inte studeras på något annat sätt än 
med hjälp av SDS elektroforesanalyser och arbetet kommer inte att innehålla resultat 
ifrån analyser som skett efter 2 dygn i rumstemperatur. Rapporten kommer inte att 
bestå av mer än den grundläggande teoretiska bakgrunden, då huvudsakligen av tiden 
lagts på praktiskt arbete.    

���  )���������
Rapporten är uppbyggd i en bakgrunds del, en genomförande del och en 
resultat/diskussions del. På slutet finns också en sammanfattande slutsats. Bakgrunds- 
delen tar upp den bakomliggande fakta som behövs för att klargöra och förstå själva 
arbetet. Metod delen beskriver hur det praktiska arbetet med metodupparbetningar, 
tillvägagångssätt etc. har utförts. I resultat/diskussionsdelen anges det man kommit 
fram till och så är det en diskussion kring resultatet. Slutsatsen anger kortfattat det 
som konstaterats.   
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Proteiner är uppbyggda av olika sorters aminosyror. Aminosyrornas generella struktur 
är enligt figur 1. 
  

 
 
 
 
 
 

Fig.1 Struktur av aminosyra [1] 
 
Det finns 20 stycken olika typer som alla har olika sidogrupper, (R). Beroende på hur 
sidokedjan ser ut kan aminosyrorna delas in i sura, basiska, hydrofila och hydrofoba 
[1]. 
 
Primärstrukturen av ett protein talar om i vilken ordning aminosyrorna sitter. Det 
bildas bindningar mellan aminosyrorna vilket ger upphov till en sekundär struktur hos 
proteinet. De två vanligaste sekundär strukturerna är � -helix, figur 2, och � -sheet, 
figur 3. Dessa strukturella enheter fungerar som lego bitar och bygger upp hela 
proteinet.  
 

 
 
 Fig.2 Struktur av � -helix[2] 

 
 
 
 
 
 
 
 

Fig.3 Struktur av � -sheet [3]                              
 
Olika sorters protein består av olika mängder � -helix och � -sheet. Hur denna 
fördelning ser ut anger tertiär strukturen. Detta visas exemplet i figur 4 nedan, där 
spiraler är � -helix och plattorna är � -sheet. 
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Fig.4 Tertiär struktur hos proteinet Karboxy peptidas A [4] 
 
Ett protein kan också bestå av flera tertiära enheter, som antingen är kopior av 
varandra eller är kombinationer av olika enheter. Detta kallas för kvartär struktur. 
Figur 5 nedan visar hemoglobin som byggs upp av fyra likadana enheter [6]. 
 

 
 
Fig.5 Kvartär struktur hos hemoglobin [5] 
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Det är strukturen som gör att proteinet har en funktion och kan vara biologiskt aktiv i 
kroppen. Strukturen påverkas av förhållandena som är runt omkring proteinet. För att 
strukturen inte ska förstöras krävs det en relativt konstant temperatur, salt 
koncentration och pH nivå. Förändras dessa förhållanden bryts sekundär, tertiär och 
kvartär strukturen, d.v.s. proteinet denatureras. Därmed förlorar också proteinet sin 
funktion. Det finns en normal nedbrytningsprocess av proteiner i cellen och denna 
sköts av proteosomerna, en typ av organell. Det är proteiner som har blivit för gamla 
som behöver brytas ned. Proteiner kan ha en livslängd på 2 minuter till över en dag. 
Även missbildade proteiner behöver brytas ned. Sådana proteiner är riktigt farliga för 
cellen, speciellt om de förekommer i höga koncentrationer. Det finns ungefär 30 000 
proteosomer i en människocell [6]. 
 
När man tar ett vävnadsprov ifrån en organism kommer cellerna i vävnaden att dö. 
Det finns ingen väl definierad punkt för när och hur celldöden inträffar. Men generellt 
kan man säga att det är då cellen inte längre kan återfå sin normala morfologi 
(uppbyggnad) som man klassar den som död. När cellen dör kommer förhållandet i 
cellen att förändras detta på grund av att blodtillförseln avstannar. Bland annat upphör 
elektrontransportkedjan och ATP tillverkningen, pH:t minskas, det bildas mer Ca2+ 
joner och mer enzymer som ger upphov till fria radikaler [7]. Den ökade halten av 
Ca2+ joner leder till att proteaset calpain aktiveras. Calpain angriper och bryter ned 
proteiner som bland annat finns i mikrotubuli och plasmamembranet, övriga enzymer 
och receptorer degraderas [8]. 
Den förändrade miljön i cellen leder till att alla större makromolekyler kommer att 
förändras. Och det är makromolekylerna som är grundmaterialet för cellen. Det leder 
till metabola förändringar vilket i sin tur gör att cellens funktioner störs [7].   
 

���  �)�������������
Elektrofores är en separationsteknik som används för analyser av proteiner och DNA 
fragment. Tekniken grundar sig på att partiklar förflyttar sig i en vätska, med hjälp av 
ett elektriskt fält. Ytan på partiklarna är laddad och vätskan runt omkring har också en 
laddning som är motsatt till den på partiklarna. När sedan ett elektriskt fält appliceras 
kan skillnaden i laddning göra så att partiklarna förflyttar sig, alternativt att vätskan 
förflyttar sig. Partiklarna behöver även befinna sig i någon typ av material som stöttar 
upp och håller dem på plats i vätskan. Detta stabiliserande material kan exempelvis 
vara en gel bestående av agaros eller akrylamid, papper, kapillärer eller en 
strömmande buffert. När elektroforesen är körd kan man för de flesta prover inte se 
något resultat med blotta ögat, utan det krävs någon form av detektionsmetod. 
Detektionen kan ske med hjälp av olika typer av kemikalier och antikroppar. Det finns 
många olika varianter på elektrofores beroende på vilken typ av prov som man ska 
analysera, vad man vill separera proverna efter osv.  
 
Den typ av elektrofores som använts i analysen är SDS-PAGE. SDS står för sodium 
dodecyl sulfate och betecknas kemiskt CH3(CH2)10CH2OSO3Na. PAGE betyder 
polyakrylamid gel elektrofores. I SDS-PAGE använder man sig av en gel 
innehållande polyakrylamid. Polyakrylamiden bildas genom att monomert akrylamid 
slås samman med bisakrylamid. En bisakrylamid molekyl innehåller två 
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dubbelbindningar som kan koppla ihop med två andra akrylamid molekyler. På detta 
sätt bildas ett nätverk av akrylamid, polyakrylamid. Denna reaktion kallas för 
polymerisering [9]. Hur polyakrylamiden ser ut visas i figur 6 nedan.  
 

 
Fig 6. Strukturer av akrylamid, (metylen)-bis-akrylamid och polyakrylamid [10] 
  
För att skynda på reaktionen används katalysatorer, ammoniumpersulfat och 
TEMED(tetramethylenediamine). TEMED gör så att persulfatet bildar fria radikaler 
som då sätter igång polymeriseringen [10]. Akrylamiden bestämmer över 
porstorleken. Ju mer akrylamid som polymeriserats desto tätare blir gelen och då tar 
det längre tid för ämnena att vandra genom den. Innan gelen har hunnit stabilisera sig 
måste man sätta i en kam i ena kanten. Kammen bildar brunnar och det är till dessa 
brunnar som man sedan kan tillsätta provet till. Man löser upp det proteininnehållande 
provet i en provbuffert. Det är viktigt att provbufferten är tyngre än 
elektroforesbufferten, för annars löser sig provbufferten i elektroforesbufferten och då 
kommer inte proteinerna att vandra i gelen. Detektionsmetoden som användes för att 
åsynliggöra proteinerna bygger på en kemisk infärgning med Coomassie Brilliant 
Blue R250. 
 
SDS tillsätts till både gelen, elektrofores- och provbufferten. SDS är en form av tensid 
som binder till proteinerna och belägger dem. Den gör så att proteinerna blir mer 
lösliga och att de får en laddning som beror av hur mycket SDS som bundit till dem. 
Proteinets egna laddning maskeras. Tack vare SDS ämnet kan SDS elektroforesen 
separera proteinerna efter storlek, d.v.s. molekylvikt. De mindre proteinmolekylerna 
kan transporteras fortare genom gelen än de större molekylerna. Detta gör att man får 
utspridda band på gelen. För att man ska kunna veta vilken molekylvikt som 
proteinmolekylerna har använder sig man av standarder. Standarderna innehåller 
proteinmolekyler vars molekylvikt är känd. Hastigheten som proteinmolekylerna har 
genom gelen är omvänt proportionellt mot logaritmen av molekylvikten. 
Merkaptoetanol tillsätts till provbufferten för att lösa upp disulfid bindningar som 
finns i proteinerna. Proteiner som har reducerade disulfid bindningar binder cirka 1,4 
gram SDS per gram protein medan icke reducerade proteiner binder in runt 0,9-
1,0gram SDS per gram protein [9]. 
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Först skedde en informationssökning kring anskaffandet av vävnadsprover. Sjukhus, 
forskningsenheter vid Chalmers och Göteborgs universitet, slaktföretag, fiskodlare 
med flera kontaktades. Universeum, vetenskapligt centrum, bistod till slut med 
vävnadsprover i form av en levande fisk. Vävnadsproverna måste vara levande när 
själva behandlingen av proverna sker. Provbehandlingen gick till så att hälften av 
fiskens lever frystes in omedelbart efter uttagandet, på torris (-80 grader). Andra 
hälften av levern behandlades omedelbart i Denators instrument, varefter provet också 
nedfrystes på torrisen. Därefter transporterades proverna på torrisen till Tekniska 
högskolan i Jönköping där de fördes över till -80 grader frysen.    
 

#��  ,-������������	���
�������
I metodupparbetningen testades det att lösa upp, extrahera, vävnadsprovet på 3 olika 
sätt, genom: 
 
1) att extrahera vävnadsprovet i provbufferten och sedan värma i hett vatten i 2 
minuter. 
 
2) att mekaniskt bearbeta en bit av vävnadsprovet med en spatel i provbufferten och 
därefter värma i hett vatten i 2 minuter 
 
3) att behandla vävnadsprovet i provbufferten med ultraljud i 2 minuter och därefter 
värma i hett vatten i 2 minuter.  
 
I vartdera av fallen användes 0,1 gram av vävnadsprovet och det löstes upp i 300 
mikroliter provbuffert. Volymen av extraktet till brunnarna på gelen uppgick till 5 och 
10 mikroliter. 
 

#�# ���!����������	���
�������
 
Vävnadsprover som inte var behandlade och vävnadsprover som var behandlade med 
Denators instrument inkuberades i rumstemperatur under olika lång tid. De 
inkubationstider som valdes var: prover som kom direkt från frysen, samt inkuberade i 
rumstemperatur 4, 8, 16, 24, 32, 40 respektive 48 timmar. Valet hade att göra med att 
Denator AB ville ha analyser utförda på prover som stått framme i upp till 48 timmar 
och så lämpade det sig bra med 8 analyser under detta tidsintervall. För att det skulle 
bli korrekta och representativa band vid varje tidpunkt kördes trippelprov, d.v.s. vid 
analysen tillsattes 5 mikroliter av varje provsort till tre olika brunnar.  
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Receptet i bilaga 8 har legat till grund för utförandet av SDS elektrofores analyserna. 
Geltätheten beror av förhållandet mellan mängden akrylamid och vatten i gelen som 
man blandar. Ju tätare gel desto mer akrylamid har man i. I receptet står det beskrivet 
hur man blandar en gel med en täthet av 14 procent. Omräkningar av receptet har 
skett till geltätheterna 8, 10, 12, 16 och 18 procent. Vid metodupparbetningen gjordes 
sex geler med tätheterna, 8, 10, 12, 14, 16, 18% akrylamid. Till varje gel tillsattes 
dubbelprov, 5 respektive 10 mikroliter, av extrakt ifrån de vävnadsprover som bara 
behandlats med värme, de som behandlats med spatel och värme och de som 
behandlats med ultraljud och värme. Den typ av vävnadsprov som inte behandlades i 
Denators instrument användes.  
 
Två geler kördes parallellt med varandra i SDS-elektroforesutrustningen och varje 
körning tog ungefär 4 timmar, vilket innebär att 4st geler kunde köras per dag. Efter 
att hela grundserien var körd vid både 10 och 12% kunde det konstateras att en del 
geler inte hade blivit så bra, många innehöll ett streck som gick genom hela gelen, i 
någon gel hade banden vandrat ojämnt, en del geler hade blivit för ljusa och andra för 
mörka. En del av dess geler som inte var så snygga behövdes köras om.  
 

#�'  ������������������
Efter att gelerna färgats in scannades de i både svartvitt och i färg. Först togs det reda 
på vilken scanner som var nyast och som skulle ge bäst bildkvalitet på både Chalmers 
och på Tekniska högskolan i Jönköping. Det kunde konstateras att för att få en riktigt 
bra kvalitet hade man behövt en tillsats till scannern som kunde belysa gelen från 
bägge hållen men ingen sådan fanns tillgänglig på någon av skolorna.  
 

#�"  ����������������
����������
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För att få något tips till hur den inscannade bilden av gelen skulle kunna omvandlas 
till en kurva på datorn, där intensiteten i färgen (d.v.s. proteinmängd) skulle kunna 
avsättas mot proteinets position på gelen (d.v.s.vandringsstäckan), kontaktades 
personal på data/it avdelningen på Tekniska högskolan. Den idé som verkade bäst 
gick ut på att använda sig av bildpunkterna i den inscannade bilden och med hjälp av 
dessa omvandla bilden till en matris i Matlab [11], varvid man sedan skulle kunna 
använda matrisen för att rita en kurva [12]. Med denna ide som grund utvecklades 
därefter en metod för hur man skulle kunna göra kurvor av bilderna.  
 
Eftersom banden i gelerna har vandrat olika långt beroende på när man stängde av 
elektroforesutrustningen, utvecklades först ett sätt som gjorde att bilderna av gelerna 
kunde jämföras mot varandra. Alla geler klipptes ut i Paint [13], så att all överflödig 
gel försvann och kvar blev bara det område på gelen som bestod av banden. De 
urklippta gelerna klistrades sedan in i dataprogrammet Irfanview [14], och där 
ändrades alla bildernas storlek, så att alla bilder fick samma bildpunkts mått. Alla 
bilder fick måttet, 300 bildpunkter på längden.  
 
Efter detta var bilderna redo för att användas i Matlab. Först testades det om det var 
lämpligast att göra kurvor av bilderna med avseende på de röda, de blåa eller de gröna 
delarna av bildpunkterna. 
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Kommandoraderna som använts i Matlab ser ut så här: 
 
>> im=imread('namn.jpg'); 
>> image(im); 
>> green199=im(199,:,2); 
>> green199=255-green199; 
>> figure 
>> plot(green199) 
 
Kommandoraden im=imread('namn.jpg') gör så att bilden av gelen, i jpg format med 
ett visst namn, läses in av Matlab. Kommandot image(im) gör att en bild av gelen 
kommer upp i Matlab. Man väljer då ”Tool-Data Cursor” i menyn i figuren. Med 
detta verktyg kan man välja ut en lämplig kolumn alternativt rad i bilden som man är 
intresserad av. Om man väljer en rad eller kolumn beror på hur man har scannat in 
bilden, man vill ha en rad/kolumn som svarar mot ett genomskär av alla band som 
härstammar från en och samma brunn, d.v.s. samma spår av gelen. Bilderna som 
använts i detta fall har scannats in liggande vilket gör att en lämplig rad väljs ur 
bilden. När man har valt ut en lämplig rad/kolumn kommer det fram en ruta som 
anger rad och kolumn nummer. Kommandot green199=im(199, : ,2) leder till att man 
gör rad nummer 199 till en vektor, med hjälp av den gröna färgen. Green199 är 
namnet på vektorn. Första platsen inom parentesen står för raden man vill ha d.v.s. rad 
199, andra platsen d.v.s: tecknet, säger att man vill ha ett värde på rad 199 i alla 
kolumner och tredje platsen, 2:an, anger att man vill ha färgen grön. Om man ritar 
grafen nu kommer man få en upp och nervänd graf, d.v.s. peakarna för varje band 
kommer att vara som dippar istället. Kommandot green199=255-green199 gör att 
grafen blir rättvänd. Kommandot figure gör att Matlab tar fram ett figurfönster och 
plot (green199) gör att grafen ritas upp i fönstret.  
 
En sådan ovanstående beskriven graf har tagits fram för Denators behandlade prov 
och likaså för det obehandlade provet vid varje tidpunkt och vid varje geltäthet. 
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Grafernas y-axlar har justerats i Matlab efteråt. Beroende på hur stark 
bakgrundsfärgen på gelen har varit, har kurvornas grundnivå legat på olika y-värden. 
Graferna har justerats så att det minsta y-värdet på kurvan slår i x-axeln och det 
högsta y-värdet slår i taket. Graferna har också vänts i Adobe Photoshop [15], så att 
peakerna som är vid 300 på x-axeln motsvarar banden som är på slutet av gelen. Detta 
moment hade kunnat undvikas om bilderna scannats in på rätt håll från början. 
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Av resultatet kunde det konstateras att det inte spelade någon roll för mönstret i ett 
spår hur vävnadsprovet extraherades. Det blev samma resultat oavsett om vävnaden 
bara behandlades med värme, med spatel och värme eller med ultraljud och värme. 
Intensiteten i mönstret på banden varierades dock med extraktionsmetod. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fig.7 12% täthet 
 
De två första och den sista körningen i varje gel, se figur 7, är band från 
referensproteiner. Nummer 3 och 4, (sett från vänster), motsvarar prover behandlade 
med spatel och värme. Till nummer 3 har det tillsatts 5 mikroliter provbuffert och till 
nummer 4, 10 mikroliter. Nummer 5 och 6 är prover behandlade med ultraljud och 
värme och nummer 7 och 8 är prover bara behandlade med värme. På samma sätt är 
det också tillsatt 5 mikroliter till nummer 5 och 7 och 10 mikroliter till nummer 6 och 
8. 
 
Proteinbanden har fördelat sig likadant och ser likadana ut i nr 3, 5 och 7. Detta 
betyder att, oavsett vilket sätt som vävnadsprovet extraherats på får man samma 
resultat. Därför valdes den lämpligaste och smidigaste metoden, d.v.s. att lösa upp 
vävnadsprovet i provbufferten och bara värma. Banden på gelen blev tydligare med 5 
mikroliter extrakt än med 10 mikroliter. 
 
Resultatet innebar att vävnadsprovsextrakt för analysens räkning i fortsättningen 
utfördes genom enbart upplösning av provet i provbuffert och behandling med värme. 
Vid analysen tillsattes i fortsättningen endast 5 mikroliter av extraktet till brunnarna 
på gelen. 
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Resultat av körningar vid olika geltätheter kan ses i figurerna 8 till 13 nedan: 
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Fig.8-8% täthet                                                          Fig.9-10% täthet 
 

 
 
Fig.10-12% täthet                                                         Fig.11-14% täthet 

 

 
Fig.12-16% täthet                                                        Fig.13-18% täthet 
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Vid jämförelse kunde det konstateras att den lägsta procentandelen 8% gav en otydlig 
bild på grund av att banden blev utdragna. De högre 14-16-18% gav ett tjockt band 
som inte gick och lösa upp. 16-18% gav också en otydlig bild på grund av att banden 
kom så nära in på varandra, de blev ihoptryckta.  
 
Resultatet innebar att två geltätheter, 10 och 12% valdes ut. Vid dessa geltätheter 
skedde sedan analysen. 
 

��#  0���������
�!������	���
Det visade sig att den gröna delen av bildpunkterna i de scannade filerna gav det 
tydligaste och minst brusigaste kurvorna. Därför har den gröna färgen valts för 
kurvorna som gjorts i Matlab. Figur 14, 15 och 16 nedan visar kurvor baserade på 
samma spår i gelen 0h 10%. 

 
Fig.14 Kurva baserad  på blå färg. 

 
Fig.15 Kurva gjord på grön färg. 
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Fig.16 Kurva gjord på röd färg.  
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När bearbetningen av bilderna började, märktes det att de grafer som baserades på 
geler som var gjorda med små brunnar inte gick att jämföra med de grafer som 
baserades på geler som var gjorda med stora brunnar. Peakarna från graferna som 
kom från de geler med små brunnar var mycket bredare, vilket berodde på att banden i 
dessa geler var otydligare och mer utdragna än banden i de geler som hade stora 
brunnar. Därför var kemiinstitutionen tvungen att köpa in en till kam med stora 
brunnar varefter knappt hälften av gelerna kördes om, d.v.s. de geler som var körda 
med små brunnar gjordes om. Detta hade undvikits om utrustningen bestått av två 
kammar med stora brunnar från början och inte en kam med små brunnar och en med 
stora. Efter omkörningen scannades de nya gelerna in och graferna gjordes om. 
  
Eftersom att det detta inte kunde konstateras förrän hela provserien var körd, 
omkörningar på de inte så snygga gelerna var gjorda och upparbetningen av metoden 
för hur gelerna skulle kunna överföras till datorn var klart, tog det sin tid.   
 
Förmodligen är det så att vävnadsproverna har förändrats då de legat i 80 graders- 
frysen under någon/några månaders tid. Detta kan ses tydligt på graferna som gjorts 
vid 0h-12% täthet. Från början kördes denna gelen med små brunnar, men banden 
blev inte så utdragna och otydliga, utan det gick att få fram en bra kurva på datorn 
som framgår av figur 17. Sedan kördes gelen om med stora brunnar, figur 18, efter att 
det gått en längre tid och då fick man fram en sämre kurva som inte är lik den kurvan 
som är gjord med de små brunnarna. Denna kurva skiljer också ut sig mer från 
resterande kurvor i serien. 
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Fig.17 Behandlat prov 0h-12% täthet,                       Fig.18 Behandlat prov 0h-12%              
små brunnar                                                               täthet, stora brunnar.           
 
Detta tyder på att proteinsammansättningen har förändrats med tiden i frysen. Därför 
måste detta anges som en felkälla och det gäller främst gelerna vid 4h, 8h, 16h -10 % 
täthet och 24h-12 % täthet.  
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När kurvorna tillverkades i Matlab valdes en ”lämplig” rad ut ifrån gelen. Valet av rad 
visar sig inte spela någon större roll. Oavsett vilken rad som man väljer på gelen ger 
det upphov till en liknande kurva. Detta visas i figur 19 och 20. Dessa kurvor är 
gjorda på gelen som är körd vid 8h-12% täthet och av det obehandlade provet.  

Fig.19 Kurva baserad på rad 275                             Fig.20 Kurva baserad på rad 331 
 
Om man jämför kurvor mellan två olika geler som är körda vid samma tidpunkt och 
täthet, kan man konstatera att man kan få väldigt bra överensstämmelse, se figur 21 
och 22, men i vissa fall kan man även få sämre överensstämmelse på grund av 
otydliga peaker mellan kurvorna, se figur 23 och 24. 
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Fig.21 Gel 1:8h-12% obehandlat prov             Fig.22 Gel 2:8h-12%, obehandlat prov  

 
Fig.23 Gel 1:4h-10% obehandlat prov       Fig.24 Gel 2:4h-10% obehandlat prov 
 

��"  )������������
��
��������
Av resultatet kan man konstatera att Denators behandlade prover håller sig relativt 
konstanta över tiden både vid en täthet av 10% och vid 12%. Man ser att mönstret, 
graferna, är ungefär desamma. I figur 25 och 26 visas gelerna som kördes vid 0h och 
48h vid en täthet av 10% och i figur 27 och 28 visas gelerna vid samma tidpunkt fast 
vid en täthet av 12%.  
 
Sett från vänster på gelen: 1 körning med referensproteiner, 3 körningar baserade på 
behandlade prover, 3 körningar baserade på obehandlade prover, 1 alt. 2 körningar 
med referensproteiner.  
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Fig.25 0h vid en täthet av 10% 

 
Fig.26 48h vid en täthet av 10% 

 
Fig.27 0h vid en täthet av 12% 
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Fig.28 48h vid en täthet av 12% 
I figur 29 och 30 visas kurvorna baserade på gelerna vid 0h och 48h vid en täthet av 
10% och i figur 31 och 32 visas kurvorna vid samma tidpunkter men vid en täthet av 
12%. 
 

 Fig.29 Behandlat prov, 0h-10% täthet             Fig.30 Behandlat prov, 48h-10% täthet 

Fig.31 Behandlat prov, 0h-12% täthet              Fig.32 Behandlat prov, 48h-12% täthet 
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Man ser att peakarna i kurvorna som ligger vid ungefär 130, 160 och 170 bildpunkter 
på x-axeln i figur 29 och 30 är stabila. Likadant är det med peakarna vid ungefär 100, 
120 och 130 bildpunkter i figur 31 och 32. Dessa peakar ser ut på samma sätt oavsett 
vilken tidpunkt som analysen är gjord. Detta innebär att proteinerna behåller sin 
ursprungliga struktur och att de alltså inte bryts ned.  
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För de obehandlade proverna kan man konstatera att kurvorna vid 0h innehåller 
många små, inte så breda, peakar medan kurvorna vid 48h innehåller färre men större 
och bredare peakar. Se figur 33 och 34 vid en täthet av 10% samt figur 35 och 36 vid 
en täthet av 12%. Successivt med tiden har de små peakerna övergått till större 
peaker! Detta innebär att många proteiner har brutits ned från sin ursprungliga 
struktur till mindre enheter. De mindre enheterna har ansamlats och därmed orsakat de 
bredare peakerna. 
 
 

Fig.33 Obehandlat prov, 0h-10% täthet         Fig.34 Obehandlat prov, 48h-10% täthet 

 
 
Fig.35 Obehandlat prov, 0h-12% täthet         Fig.36 Obehandlat prov, 48h-12% täthet 
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I figur 33 kan man se att peakerna som ligger vid 80 och 150 bildpunkter på x-axeln 
har försvunnit helt, och i figur 34 kan man se att peakerna vid 180 och 220 
bildpunkter har förstärkts, d.v.s. proteiner har brutits ned från sin ursprungsform till 
mindre enheter. Man ser också generellt att mönstret i figur 33 innehåller mindre små 
peaker och mönstret i figur 34 innehåller färre och större peaker. Liknande slutsater 
kan också dras för peakerna som representerar 12% gelerna i figurerna 35 och 36.   
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När man jämför Denators behandlade prov med de prov som inte är behandlade kan 
man se att det finns en skillnad mellan dessa prover redan från början d.v.s. vid 0h. 
Det gäller både vid 10% och 12%. Detta är det mest intressanta i resultatet! För 
eftersom både det behandlade och icke behandlade provet kommer från samma 
vävnad borde de innehålla samma sorts proteiner, d.v.s. proteiner med samma 
struktur, från början innan proverna satts ut i rumstemperatur och då borde graferna 
vid 0h vara i princip identiska med varandra oavsett om provet är behandlat eller ej. 
Men så är inte fallet! Om man tittar på figur 37 och figur 38 kan man se att det är en 
väldig skillnad mellan dessa 2 mönster. De är inte alls lika varandra. Det behandlade 
provet innehåller tre markerade peaker kring 150 bildpunkter på x-axeln vilket inte 
syns på samma sätt i kurvan för det obehandlade provet. Man ser också att de 
markerade peakerna för det behandlade provet ligger på högre värden på x-axeln. 
Detta skulle eventuellt kunna förklaras med att de obehandlade proteinerna redan 
hinner brytas ned under de få minuter som provberedningen tar, det vill säga då man 
väger upp provet, löser det i provbuffert och behandlar det med värme. 

Fig.37 Behandlat prov, 0h-10% täthet             Fig.38 Obehandlat prov, 0h-10% täthet 
 
För att ännu mera tydliggöra att det finns en skillnad mellan de obehandlade och de 
behandlade proverna gjordes en silver SDS-page elektroforesanalys [16]. Skillnaden 
mellan denna metod och den metod som använts under hela försöket är att vid silver 
SDS-page använder man silver som detektionsmedel istället för det blå färgämnet, 
Coomassie Brilliant Blue. Silver är känsligare än Coomassie Brilliant Blue och ger 
upphov till fler proteinband. Resultatet av silver SDS-page körningen visas i figur 39 
och 40. Gelerna kan ses i bilaga 7. 
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Fig.39 Behandlat prov vid                                         Fig.40 Obehandlat prov vid   
silverinfärgning,  0h-10%                                           silverinfärgning, 0h-10% 
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Den sammanfattande slutsatsen av projektet är att med den analysmetod som använts 
har vävnadsprover som behandlats av Denator AB inte brutits ned. 
Proteinsammansättningen hålls konstant över 2 dygn. Vävnadsprover som inte 
behandlats får en förändrad proteinsammansättning med tiden. Proteinerna bryts ned. 
Ett konstaterande är också att det finns en skillnad i proteinsammansättningen redan 
från början, mellan de obehandlade/ behandlade proverna. Detta är något som man 
skulle kunna arbeta vidare med och göra fler experiment kring.
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Bilaga 1: Resultat av SDS elektroforesanalyser vid en geltäthet av 10% 
Från vänster sett på gelen: 1 körning med referensproteiner, 3 körningar baserade på 
behandlade prover, 3 körningar baserade på obehandlade prover, 1 alt. 2 körningar 
med referensproteiner.  
 

 
0h 

 
4h 
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Bilaga 2: Resultat av SDS elektroforesanalyser vid en geltäthet av 12% 
 
Från vänster sett på gelen: 1 körning med referensproteiner, 3 körningar baserade på 
behandlade prover, 3 körningar baserade på obehandlade prover, 2 körningar med 
referensproteiner. 
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Bilaga 3: Kurvor baserade på obehandlade prov vid en geltäthet av10% Y-axeln 
motsvarar proteinmängd och x-axeln motsvarar vandringssträckan i bildpunkter. 
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Bilaga 4: Kurvor baserade på behandlade prov vid en geltäthet av10%. Y-axeln 
motsvarar proteinmängd och x-axeln motsvarar vandringssträckan i bildpunkter. 
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Bilaga 5: Kurvor baserade på obehandlade prov vid en geltäthet av12% Y-axeln 
motsvarar proteinmängd och x-axeln motsvarar vandringssträckan i bildpunkter. 
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Bilaga 6: Kurvor baserade på behandlade prov vid en geltäthet av12% Y-axeln 
motsvarar proteinmängd och x-axeln motsvarar vandringssträckan i bildpunkter. 
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Bilaga 7: Resultat av SDS elektroforesanalys med silverinfärgning vid en geltäthet av 
10% 

 
Behandlat prov 

 
Obehandlat prov 
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Bilaga 8: SDS elektrofores recept 
 

SDS-PAGE 
 
BEREDNING AV SEPARATIONSGEL 14 %  
 
Blanda i en liten E-kolv:        1000  ml  1,875 M TRIS-HCl pH 8,8 
                                                       1650  ml  avjonat vatten 
                                                       2275  ml  akrylamidlösning (finns färdig) 
                                                           50  ml  SDS-lösning 
 
Avgasa blandningen i ultraljudsbadet i fem minuter och tillsätt därefter: 
                                                           50 ml 10 % ammoniumpersulfat (färsk) 
                                                          2,5 ml TEMED 
 
BEBRDNING AV STACKING GEL  
 
Blanda i liten ren kolv:   250 ml 0,6 M TRIS-HCl pH 6,8 
                                      485 ml akrylamidlösning  
                                    1725 ml vatten  
                                        25 ml SDS lösning 
 
Avgasa i tio minuter i ultraljudsbadet och tillsätt därefter  
                                        25 ml 10 % ammoniumpersulfatlösning 
                                       2,5 ml TEMED 
 
 
 
LÖSNINGAR TILL SDS-ELEKTROFORES 
 
Till gelen:  (%  =  % w/v) 
  
Akrylamidlösning (30% akrylamid, 0,8% bisakrylamid) 
1,875 M TRIS-HCl, pH 8,8 
0,60 M TRIS-HCl, pH 6,8 
10% ammoniumpersulfat (FÄRSK) (aq), 10 ml 
10% SDS (aq)  
 
 
Till elektrofores: 
 
0,05 M TRIS 
0,384 M glycin 
0,1 % SDS (aq) 
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Provbuffert x 2: 
 
0,6 M TRIS-HCl pH 6,8 , 10 ml
1 g SDS + 10 g sukros
0,5 ml merkaptoetanol
0,5 % bromfenolblått, 5 ml

späds till
50 ml

 
 
Infärgning 
 
0,1% Coomassic Blue R 250 i
50% metanol, 10% ättiksyra (aq) OBS! Använd nyfiltrerad lösning! 
 
Avfärgning: 
 
10 % metanol, 7 % ättiksyra  (aq) 
 
 
 
 
 
 


