Gélelektroforézis elve. 

Szérumfehérjék szétválasztása gélelektroforézissel, és blottolásuk nitrocellulózra

A gélelektroforézis fehérjék szétválasztására alkalmas módszer, melyben két fehérje elválasztó elv is kombinálódik: az egyik a gélszűrő hatás, a másik pedig az elektromos tér hatása (elektroforézis).

A gélszűrő hatást a pórusméret szabja meg. A pórusméretet pedig a gélszemcséket alkotó polimerek keresztkötései határozzák meg. (Sok keresztkötés kis pórusméretet, kevés keresztkötés nagy pórusméretet alakít ki.) Jelen kísérletben poliakrilamid alapanyagú gélt alkalmaztunk, melyben a pórusméretet az akrilamid és a keresztkötéseket biztosító metilén-biszakrilamid koncentrációja határozza meg, a fent leírt módon. A gél „szűrőhatása” biztosítja a fehérjék molekulaméret szerinti szétválasztását.

Elektroforézis során adott pH-n, elektromos térben a fehérjék különböző fajlagos töltésüknek megfelelően különböző sebességgel vándorolhatnak, azaz a fehérjék fajlagos töltésük szerint is szétválaszthatóak.

A vizsgálandó fehérjeoldatot SDS (sodium-dodecil-sulfat) tartalmú pufferbe vesszük fel. Az SDS a fehérjék felszínéhez kötődve felületi negatív töltést biztosít.(Minél nagyobb a fehérje, annál nagyobb negatív töltést.) Amennyiben az így kezelt fehérjeoldatot gélelektroforizáljuk, akkor a fehérjék molekulatömegük szerint fognak szétválni. (Én most szépen leírtam, hogy ennek a gélelektroforézisnek mi is a lényege, de az a szomorú helyzet, hogy az SDS-sel sikeresen kiiktattuk az elektroforézis elvét, azaz hogy a fehérjék töltésük szerint is szétválaszthatóak: mert az SDS negatív töltést fog adni minden fehérjének, azok mérete szerint. Ha nagy a molekula, akkor az SDS miatt sok negatív töltése lesz, tehát csak a molekulaméret szerinti elválasztás valósul meg, a fajlagos töltés szerinti elválasztás nem! De a probléma azzal oldható fel, hogy az SDS-nek hála a fehérjék közötti kölcsönhatások megszűnnek, így bár sajna töltés szerint nem fogjuk tudni szétválasztani a fehérjéket, de legalább molekulaméret szerint sokkal jobban…, ezt persze ne így írjátok le. Ja, és mindemellett olyan gél használatos, aminek nagy a pórusmérete, tehát tulképp nem a gél fogja megszabni a molekulaméret szerinti szűrést, hanem a fehérjéhez kötődő, negatív töltéssel rendelkező SDS.) A gélelektroforézis során a negatív töltésű fehérjék a katód irányába vándorolnak (minél nagyobb a molekula, annál több SDS-t köt, így annál negatívabb, és ezért messzire vándorol a starttól.)

A futtatás után a fehérjéket tartalmazó géllapot és egy nitrocellulóz membránt egymásra helyezünk, majd elektromos tér segítségével transzferáljuk a fehérjéket a nitrocellulózra. Ez a transzfer a blottolás (Western-blot). Majd a nitrocellulóz membrán antitestekkel kezelendó, így a fehérjék színessé, és látványossá tehetőek. A kísérlet végén, a szétválasztott szérumfehérjék molekulaméretük szerint azonosíthatóak.

