o v

Akrylamidova elektroforéza (SDS PAGE, Mini-Protean Il, Bio-Rad ) proteinu télnich tekutin:

barveni geld

Gely budou barveny stfibrem podle Kirkebiho (Kirkeby et al. 1993). Vyhodou metody je
jeji citlivost, obarvi 2-10 ng proteinu / band oproti 0,1-1ug u Coomassie Brilliant blue
(napf. podle navodu Marshak et al. 1996, Bollag et al. 1996) nebo Amido cerni (viz
Hoefer Scientific Instruments — Protein electrophoresis applications guide, Bollag et al.
1996).

2 gely obarvit Coomassie Brilliant Blue a dva stfibrem (porovnani citlivosti)

Barveni stfibrem:

1.

10.

11.

12.
13.

14.

40% etanol, 10% kyselina octova 10 min.
5 ml kyseliny octové + 20,8 ml 96%etanolu + voda do 50 ml

0,05% glutaraldehyd, 0,01% formaldehyd, 40% etanol 5 min.
20,8 ml 96% etanolu + 0,1 ml 25% glutaraldehydu + 12,5 pl 40% formaldehydu,
doplnit do 50 ml vodou
96% etanol 20 min.
destilovana voda 20 min.
0,5% Farmertiv zeslabovac ( 30% ferrikyanid draselny, 60% thiosiran
sodny, 10% uhlic¢itan sodny) 2,5 min.
75 mg ferrikyanidu draselného + 150 mg thiosiranu sodného + 25 mg uhli¢itanu
sodného (bezvody, stejné jako v dalSich krocich) do 50 ml vody
destilovana voda 30 min.
0,1% dusi¢nan sttibrny v destilované vodé 20 min.
50 mg do 50 ml vody

oplachnout gel vodou

2,5% uhlicitan sodny v destilované vodé 5 min.
1,25 g uhli¢itanu sodného do 49 ml vody

oplachnout gel vodou

2,5% uhlicitan sodny v 0,02% formalinu 3 x2,5min.
3,75 g uhli¢itanu sodného + 75 pl formaldehydu + 147 ml vody

oplachnout gel vodou

1% kys.octova 5 min.
500 ul do 49,5 ml vody

destilovana voda, oplachnout, pak v ni uchovavat



Barveni Coomassie Brilliant Blue:

30-60 min. v barvicim roztoku - 0,07 % Coomassie Brilliant Blue R 250; 7,5 % kyselina
octova a 50 % metanol (2,5 g Coomassie Brilliant Blue R, 455 ml methanolu, 455 ml
destilované vody, 90 ml ledové kyseliny octové)

po obarveni se gel odbarvi cca 30 min. ve smési metanolu, vody a kyseliny octové v
poméru 5:5:1 (455 ml methanolu, 455 ml destilované vody, 90 ml ledové kyseliny

octové)


http://cs.wikipedia.org/wiki/Methanol
http://cs.wikipedia.org/wiki/Kyselina_octov%C3%A1
http://cs.wikipedia.org/wiki/Methanol
http://cs.wikipedia.org/wiki/Kyselina_octov%C3%A1
http://cs.wikipedia.org/wiki/Kyselina_octov%C3%A1

