Roztoky a pufry

akrylamid + N, N'- methylenbisakrylamid

(30:0,822): 0,0822 g bis na 10 ml 30% akrylamidu. Ptidat amberlit (vyvaze kyselinu
akrylovou). Skladovat pii 4°C.

1,5M Tris-Cl pH 8,8

18,171 g Tris

0,298 g EDTANa;, . 2H,0,

ptidat asi 80ml dH»O, upravit pH na 8,8 pomoci HCI, doplnit do 100 ml.

0,5M Tris-Cl pH 6,8

6,057 g Tris

0,298 g EDTANa, . 2H,0, pfidat asi 60ml dH,O, upravit pH na 6,8 pomoci HCI,
doplnit do 100 ml. Skladovat pti 4°C.

5x koncentrovany Running pufr

36 g glycin

7,5 g Tris

2,5 g SDS

doplni se na 500 ml dH,O, pH se upravi na 8,3. Uskladnit pii 4°C, pokud nastane

precipitace, zahtat na 37°C, pted pouzitim zfedit 1:4.

vzorkovy pufr (pouziva se redukujici nebo neredukujici)
neredukujici: 4,8 ml dH,O

1,2 ml 0,5M Tris-HCI

1,0 ml glycerol

2,0 ml 10 % SDS

0,1% bromfenolova modf

skladujeme pfi R.T.
redukujici: 25 pl 2-merkaptoethanol

475 ul neredukujici vzorkovy pufr

ptipravit tésné pred pouzitim



e Pufry 6,8 a 8,8 i SAMPLE mohou byt stejné jako pri ,,velké*“ ELFO
SDS PAGE

Rozpis na 2 gely 4% (hiebinkovy) 10% (separacni)
akryl+bis (30:0,822) 0,52 3,244

0,5M Tris-Cl, pH 6,8 1

1,5M Tris-Cl, pH 8.8 2,5

10% SDS 0,04 0,1

H,0O 2,416 4,1

10% amonium persulfat 0,02 0,05

TEMED 0,004 0,005

celkem 4 ml 10 ml

1. Sestavime nalévaci stojanek. Jedno sklo je mensSi, druhé vétsi, pozor na jejich
spravnou orientaci, pfi nalévani je mensi smérem ven! Pfipravime separacni gel,
amonium persulfat (vzdy cerstvy) a TEMED se pfida jako posledni. Nalejeme
separacni gel zvolené koncentrace (asi 2 cm pod horni okraj) a opatrné prevrstvime
izobutanolem nasycenym vodou, nebo 1:3 pufrem 8,8. Nechame tuhnout pfi
laboratorni teploté cca 45 min.

2. Po dané dob¢ izobutanol odstranime a povrch oplachneme dH,0. Prebytek tekutiny
odstranime filtraénim papirem.

3. Nalejeme 4% hiebinkovy gel (Tris pH 6,8) a zasuneme hiebinek. Tento gel tuhne
pomalu, pouZzit gel podle navodu pro ,,velkou* elfo... Pod jamkami by mélo byt
minimalné¢ 0,5 cm hiebinkového gelu. Davame pozor, aby nebyly na dné jamek
bublinky. Nechame polymerizovat alespoii 3 hodiny v uzavieném sacku. Gel je 1épe
nechat nejméné do druhého dne “vyzrat” (rozlozi se amonium persulfat pouzity
k indukci polymerizace). Mozno skladovat déle jak tyden v lednici.

4. Piiprava vzorki je stejna jako pro ,,velkou* elfo, nanasi se 10 pl.

5. Umistime gely do elektroforetické vany a vzorky naneseme do jednotlivych jamek v
hiebinkovém gelu. Do spodniho anodového prostoru nalejeme Running pufr (bude
potieba az 700 ml). Do horniho katodového prostoru je tfeba pouzit vzdy cerstvy
running.

6. Piipojime elektroforetickou vanu ke stejnosmérnému zdroji proudu. Na aparaturu
(Bio-Rad) privedeme napéti 200 V asi po dobu jedné hodiny (nebo 130V asi dvé
hodiny, program TV-H, nutné nastavit ¢as, ale lze kdykoliv vypnou po vyjeti
¢ela..., zdroj drzi V, mA a W nenastavujeme), dokud zoéna bromfenolové modii
nedoputuje ke spodnimu okraji gelu.

7. Po sjeti rozmontujeme drzaky gelu, spacery opatrné vytdhneme. Spacerem odfizneme
hiebinkovy gel.

8. Fixace a barveni stejné jako na ,,velké elfo*.



