Poliakrilamid gélelektroforézis

1. Mi a szerepe a bisz-akrilamidnak a gélben? (révid leiras)

Keresztk6t6 agens, azaz a hosszu poliakrilamid lancok kézo6tt hidak (cross-link)
képzddnek, és térhalos szerkezetii gél jon létre. (A PORUSMERET
SZABALYOZHATO EZZEL!) Az elektroforézis soran a fehérjéket ebben a gélben
vandoroltatjuk. A gél mechanikus tulajdonsagai fliggnek a mennyiségétél.

Tovabbi haszna, hogy nem zavarja a fehérjék detektalasara szolgalo festési reakciokat,
valamint kompatibilis a legtébb puffer rendszerrel.

2. Milyen részekre bonthat6 az akrilamid gél és azokban (réviden) hogyan
viselkednek a mintak? (2 rész - 2 magyarazat)

1. koncentral6/tomérité gél: fehérjék vandorlasa felgyorsul, mig el nem érik az
ionokban gazdag klorid-ion frontot. Iit a fehérjék sebessége csbkken, a front
mogott 6sszetorlédva, vékony savban vandorolnak a futtato gél felszinéig.

2. szeparald/futtato gél: a fehérjék kiilonb6z6 fajlagos toltésiik miatt eltéré
sebességgel vandorolnak, ezzel szeparalhatok.

3. Mi a szerepe a futtatépufferben talalhaté SDS-nek? (1)

Szétcsavarja, denaturalja a fehérjéket és méretaranyosan kétédik hozzajuk,
lehetbveé téve, hogy az elektroforézis soran a fehérjék szeparalédasa csak a
meéretiiktdl figgjon.

4. Mi a szerepe a futtatopufferben talalhaté Trisnek? (2)

e ezzel lehet pufferelni, feladata allandé értéken tartani a pH-t.
o vezetdoképességet biztosit mert s6 — ionokra bomlik.

5. Mi a szerepe a Laemmli pufferben a glicerinnek? (1)
A glicerin azért sziukséges a pufferbe, hogy a minta leslllyedjen a zsebekbe.

6. Gyakran hasznalunk agaroz gélt is elektroforetikus elvalasztasra. A mai
gyakorlaton miért nem ezt alkalmazzuk? (1 fontos ok)



A fehérjék esetében sziikséges a poliakrilamiddal lIétrehozhaté joval kisebb
porusmeéret. Az agar6zt DNS-fragmensek elvalasztasara alkalmazzuk.

7. Mi a leggyakrabban hasznalt festék, amit a mintahoz adunk? (1)
Bromfenolkék
8. Mi a leggyakrabban hasznalt festék, amivel futas utan megfestjiik a gélt? (1)
Coomassie Brilliant Blue R 250
9. Milyen Iépései vannak a fehérjeminta el6készitésének? (2 fontos)

e inkubaljuk 95°C-on

e néhany percig jégen inkubaljuk

e -20°C-on taroljuk
10. Miért fontos, hogy a fehérjéket denaturaljuk a futtatashoz? (révid leiras)
A denaturacio soran a fehérjék letekerednek és azonos téltést vesznek fel, igy csak
a tényleges méret alapjan valasztédnak szét (toltés és globularitas nem
befolyasoljak az elektroforézist).
11. Miért lehet el6nyGs a nativ gélelektroforézis? (rovid leiras)
Ha az elektroforézist nem denaturalé kozegben, alacsony hémeérsékleten végezzik,
szamos enzim megorzi nativ szerkezetét és igy enzimaktivitasat, kétés
kialakitasara valo képességét, amik alapjan ezek a gélben specifikusan

kimutathatok és szétvalaszthatdk (ezt nevezzik altaldban nativ PAGE-nak).

12. Sematikus abran szemléltesse a gélelktroforézis elvét! (abra)



13. AC/DC? Miért? (indokkal)

Egyenaramot kapcsolunk a gélre. Ennek hatasara a kationok az elektronfelesleggel
rendelkezd, negativ kad felé vandorolnak és ott redukalédnak, mig az anionok az
elektronhianyos, pozitiv téltésii anod felé vandorolnak és ott oxidalédnak

14. Miért sziikséges a gélt a futtatas utan festeni, amikor mar a futtatopufferhez is
adtunk festéket? (rovid leiras)

Azért, hogy futtatas utan lathato legyen a fehérje. A festék hozzakot a fehérjéhez,
és a mi célunk, hogy lehetéleg az 6sszes fehérjét kimutassuk a gélben.

A futtato pufferhez adott festék a a futasi frontot jelzi, gyorsabb a gélben mint a
fehérje.

15. Mit neveziink létranak? Miért van ra sziikség? (rovid leiras)

Kell egy sztenderd fehérje sorozat, mely gélelektroforézis alatti viselkedését
ismerjik — referenciaként szolgal. Ez alapjan becsiilhetjik a fehérjénk méretét.
Erre el6re gyartott fehérjelétrak allnak rendelkezéslnkre.

16.Mi EGFP-vel dolgozunk, amirdl tudjuk, hogy zéld. Mit torténik az EGFP oldat
szinével a folyamat soran? Soroljuk fel, milyen szineket latunk! (6ssz. 4 a z6lddel
egyiitt)



