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1. A mddszer elve

Semleges pH-n a fehérjék az éelleges szerkezetitt figgéen negativ vagy pozitiv toltéssel
rendelkeznek. Oldatban talalhaté makromolekulaktedenos ebtér hatasara elektromos toltésiknek,

méretiiknek és alakjuknak megféleh vandorolnak. Ezt a folyamatot nevezik elektréfimek.

Az SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulphate- PolyAcrylaeni@el Electroforesis) esetén a vandorlas
egy eBsen hidratalt poliakrilamid gélben torténik, amalgrporusatméije szabélyozhato. A fehérjék
kicsapasara hasznalt oldészer egy anionos detérgeatsum dodecil szulfatot tartalmaz, ameky h
hatasara (60 - 100°C) a fehérjék hidrofob részeltiaiik, kicsomagolodasukat segitbets - 1évén
anionos detergens - negativ toltést kdlcsondz nekikehérje oldathoz redukald szert adagolva

(B-merkaptoetanol), a polipeptid lancok kozotti disiduhidak (-S-S-) felbomlanak (1. &bra).

Az akrilamid vizes oldatban, megfdlekatalizator (ammaonium peroxidilszulfat, APS) éscigtor
(tetrametilén etilendiamin, TEMED) jelenlétében ipwrizaciora képes, és a reakcié sordn nagy
molsalya linearis polimer, an. poliakrilamid keletik. Az APS spontan bomldsa szabad gyok
keletkezéséhez vezet, de e szabad gyok nem kémdsilamid ketbs kotését felhasitva elinditani a
polimerizaciot, arra viszont képes, hogy gerjesazel EMED molekulat és az igy keletkez
szabadgyok mar képes beinditani a polimerizacioh kéresztkdt agenst, N,N-metilén-bisz-
akrilamidot is alkalmazunk, a hosszu poliakrilantéshcok kdzott "hidak" kégilnek, és térhalos
szerkezdt gél keletkezik. Az elektroforézis soran a fehégjédbben a gélben futtatjuk meg. Az eljaras
kulonlegesen nagy felbontéképességgel rendelkezitnek az oka az, hogy a relativ toltések
kilonbségén alapulé szeparalassal effyeh a gélben a molekuldk méret és alak szerinvé&@nak
egymastol, a gél molekulassdkeént viselkedik. Ezt a molekulag® hatést a gél atlagos porusmérete
szabja meg, ami az akrilamid - monomer koncentj@cak €s a térhaldsité metilén-bisz-akrilamid
szazalékos aranyanak alkalmas megvalasztasavhhtampk kozott véltoztathatd. A gél mechanikus
tulajdonsagai kb. 4-20% akrilamid koncentracié riamanyban kedvéek. A keresztk@ metilén-

bisz-akrilamid mennyisége az alkalmazott akrilamidonomernek rendszerint 1-3%-a.



A poliakrilamid nem tartalmaz toltéssel rendetkesoportokat, melyek az elektroforetikus szeparalas
karosan befolyasolndk. Kémiailag k6zombos, stabgyilet, az elvdlasztand6 fehérjékkel nem lép
specifikus kolcsonhatdsba, nem zavarja a fehérjékekthlasara szolgalo festési reakciokat,

kompatibilis a legtdbb altalanosan hasznalt puiadszerrel.
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1. 4bra: A fehérjék denaturalasa



2. A munka menete

készulék tipusa

2.a.Elokészuletek

A gél dntéshez hasznalt Uveglapok fellletét alapadisatitsuk le mososzeres vizzel, desztillalt giizz
és végul 70%-os etanollal. Széaritsuk le az Uvedld@t papirtorulktivel. A gél 6nd lapok

Osszedllithsat a 2. 4bra mutatja.

2. abra A gél énto lapok eldkészitése
a. Helyezze a rovidebb iiveglapot a tavtartokkal ellatott iiveglapra.
b. Csusztassa a két lapot a gél-Ont6 keretbe ugy, hogy a rivid iiveglap elére nézzen.
Vigyazzon arra, hogy mind a két iiveglap szorosan illeszkedjék az also felszinhez.
c. A biztosito karok megnyomasaval régzitse az iiveglapokat az énto keretbe.
d. A rugos kar felemelése utan helyezze az onto dllvanyba a gél-ontd keretet. A kart leeresztve
szoritsa az tiveglapokat az allvany aljan talalhato sziirke gumiszigeteléshez.

2.b. Gél dntése:

FIGYELEM: Az akrilamid sulyosan karositja az idegnelszert. Mind a g¥jté, mind az elvalaszto

gél készitésekor gumikes#tykell viselni!!!
El6szor a 8%-0s alsfuttatod gélt mérjuk dssze:
steril desztillalt viz: 4,7 ml,
30% - os arilamid metilén-bisz-akrilamid mix:2,7, ml
1.5M Tris-HCI pH 8,8: 2,5 ml,

10% SDS:10M0l.



Az ammonium-perszulfat-oldat és a tetrametiléendimniTEMED) hozzaadéasa & az oldatot
korkoros mozgatas kézben addig tartjuk vakuum,adaitig tobb buborék mar nem kédik benne
(kb.10 perc)10% APS-I6l 50 ul-t, TEMED-b6I 5 ul-t mériink az oldatba, 6vatosan elegyitjuk majd a
két Uveglap k6zzé ontjuk. A gélink vastagsagataxesek vastagsaga fogja meghatérozni. A gélt a
képen lathato jelig pipettazzuk, agy hogy a folyadgintje kb. 2 cm-rel a kisebb tveglap setzéle
alatt legyen. A futtatd gélre 100l vizzel telitett butanolt pipettazunk, ez elszeetr géliinket a
leveditsl (O jelenlétében nem polimerizalodik be a gél, ez aepea kilevedztetésnek is), simava
varazsolja a gél felszinét és megakadalyozza, kisparadjon (hiszen vizzel telitett) (2/A. &bra). A

gél dermedése kb. 30 perc.

Megj.: Ez a gél a fehérjék molekulatbmeg alapjanétiy szétvalasztasara szolgal. A futtatd gél
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tartomanyban a maximalis molekulaisz hatast fejtse ki.
Mérjuk dssze az 5%-os félgyiijt 6 gélt :

steril desztillalt viz: 5,7 ml,

30% -os arilamid metilén-bisz-akrilamid mix: 1,7, ml
0,5M Tris-HCl ph 6,8: 2,5 ml,

10% SDS: 100ul,

Az ammonium-perszulfat-oldat és a tetrametiléendimniTEMED) hozzaadéasa & az oldatot
korkdrdos mozgatas kézben addig tartjuk vakuum ,afafy tobb buborék mér nem képik benne
(kb.10 perc).10% APS-bBl 50ul-t, TEMED-kjl 10 ul-t mériink az oldatba, 6vatosan elegyitjuk. A 30
perc letelte utan ellémizzik, hogy megszilardult-e a futtatétdo gél. Harig sirépapir segitségével
leitatjuk a butanolt és Gvatosan, buborékok nétiéipipettdzzuk az 5%-os félgyiijt 6 gélt, majd

behelyezzik a fés a 2/B &bran lathatdé modon. Fél 6réat varunk dedg@ls megszilardulasara.

Megj.: Ez a gél a zsebekbe toltott fehérjék elvdAtagélbe vald belépéssti siritésére szolgal. A
gviijté gél pH -ja 6.8. Ezen a pH - n a fehérjék gyorsabb@zognak, mint a futtatd pufferbendev
glicin anionok, a gélben lévklorid ionoknal viszont lassabban. Ezért a fehérg klorid glicin
hatarfelileten koncentralédnak. Amikor a klorid cgli hatarfeliilet athalad az elvalasztd gélbe
melynek pH - ja 8,8 a glicin teljes mértékben disg mobilitdsa nagyobb lesz mint a fehérjéké, a

klorid glicin front elhagyja a fehérjéket.
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3. bra: A gél tntés menete
2. c.Mintak felvitele és futtatdsa

Els§ 1épés az elektroforézis modul 6sszeallitasa (4. abra).



4. dbra Az elektroforézis modul sszedllitdsa (a-e) és a minta felvitele (f)
a. Tavolitsa el a gél-szendvicset (poliakrilamid gél két iiveglap kizétt) az ontSkerethdl.
b. Helyezze a gél-szendvicset az elektrodokat tartalmazo blokkhoz ugy, hogy a rovid iiveglap
befelé nézzen.
c. A gél-szendvicset és az elektréd blokkot egyiitt csusztassa a tarté dallvanyba.
d. Mikdzben a blokkot lefelé nyomja a két kar benyomasadval régzitse a kerethez.
e. Az igy osszeallitott futtato kamrat eressze a futtatoé kadba.

Ha megszilardult a gélink, dntsunk 500 ml 1x fatguffert a fel§ és alsé kamrékba, tgyelve arra,
hogy a puffer ellepje a mintafelwalytkat. Majd 6vatosan vegyuk ki aiés

A mintdkat Ggy kell meghigitani, hogy a felvitt ftsfemennyiség savonként kb. 10ug legyen. A
higitott mintdkhoz 1:2 ardnyban minta puffert kéwdr, majd 95°C-on 5 percig hevitjuk. A mintakat
(10 - 30ul - t), és egy fehérje markert (B— t, ezzel a kébbiekben beazonosithatjuk, hogy egy adott

molekula tomeg fehérje hol helyezkedik el a gélben) a valyuklgepidzunk.

Megj.: 10X futtatd puffer készitése (pH 8,3): 1erisdesztillalt vizben feloldjuk a kovetké&et: Tris:
30.3 g, glicin: 144 g, SDS: 10 g.

Minta puffer: deszt. viz: 3.55 ml, 0,5M Tris-HCI Bt8: 1.25ml, glicerin: 2.5ml, 10% SDS: 2ml, 0,5%
bromfenolkék: 0.2ml. Kodzvetlenil a mintdhoz valadgadas eftt 950 ul mintapufferhez 50 y-
merkaptoetanolt adunkpg{merkaptoetanol elbomolhat). Azékészités Iényege az, hogy az SDS
hatadsara a fehérjék denaturalédnak, a glicerin miagehi a minta #riségét, ami lehévé teszi a
puffer al4 valé rétegezést, a festék szine megkdranyelvitelt és az elvilasztas kovetésés-a

merkaptoetanol diszulfid kétéseket bontja, pufiéf=6,8, lasd fentebb.



Kezdetben, a dyté gélben 80 V - os fesziltséggel futtatjuk a mirkain majd késbb az elvélasztd
gélben a fesziiltséget felemelhetjik 110 V - ra. iAtak futtatdsa 1-2 6rét vesz igénybe. Fél ora alat
jutnak be a mintdk az elvalaszté gélbe és kb. kéiir futnak benne (ezek az értékelésem

készilékflggek).

2.d A gél festése

A Coomassie festés a legaltalanosabban alkalméaoérjefestési modszer, mellyel savonként 1-
10 pg mennyiségfehérjét lehet kimutatni. A gélt Coomassie BluebRZesboldatba (30% etanol,
10% ecetsav, 0,1% Coomassie Blue R2&B)ezzik, és legaldbb 30 percen at benne hagyjuk.

A gélfestés minden egyes lépését szébadrsékleten, enyhe razogatds kdzben (példaul kiskor
razogéppel), egy erre alkalmas tartalyban végezigélfestés sordn kes#tykell viselni, kiilénben

az ujjlenyomatok is megfesinek.

A festoldat eltavolitdsa utadn 10%-0s ecetsavas oldatydleerazogatas kdzben szobatérsékleten a
mosofolyadék tobbszori cseréjével kimossuk a feges festéket. (kb 3x 20 perc) A mosast akkor
lehet abbahagyni, ha a vilhgoskék hattéren a itétek fehérje savok jol lathatok.

2.e A gélkép fotozasa

A jegymkonyv tartalmazzon:

-rovid elméleti bevezetést, az alkalmazott moédbeenutatasaval,
-a gyakorlat leirdséat, szerzett tapasztalatokat.

A gyakorlathoz kapcsolédo elméleti ismeret:

Fehérjék szerkezete és funkciodja

Forras: Biorad, Mini-Protean Tetra Cell, Instruntilanual, Catalog numbers: 165-8000, 165-8001



