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

Roztoky a pufry:

akrylamid + N, N’- methylenbisakrylamid (30:0,822): 0,0822 g bis na 10 ml 30% akrylamidu.

Pridat amberlit (vyvaze kyselinu akrylovou).

1,5M Tris-Cl pH 8,8: 18,171 g Tris, 0,298 g EDTANa, . 2H,0, ptidat asi 80ml dH,0, upravit pH
na 8,8 pomoci HCl, 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,0, upravit pH na
6,8 pomoci HCI, doplnit do 100 ml.

running pufr: 14,4 g glycin, 3 g Tris, 1 g SDS, doplni se na 1000 ml dH,0, pH se upravi na 8,3.

vzorkovy pufr: 3,03 g TRIS, 0,37 EDTA, 24,98 sacharéza, 1,85 g SDS, 0,015 bromfenolova
modf, vse do 50 ml dH,0

10% APS: 100 mg amonium persulfat, 1 ml dH,0

Rozpis na 4 gely 7,5% (separacni) 2,5% (hfebinkovy)
H,0 11,5 ml 3,2 ml

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

0,5M Tris-Cl, pH 6,8 - 1,25 ml

akryl+bis (30:0,822) 6 ml 420 pl

10% SDS 240 pl 50 pl

10% amonium persulfat 240 ul 50 ul

TEMED 24 ul 5ul

celkem 24 ml 5ml

1. Sestavime nalévaci stojanek. Jedno sklo je mensi, druhé vétsi, pozor na jejich
spravnou orientaci, pfi nalévani je mensi smérem ven! Pfipravime separacni
gel, amonium persulfat (vzdy cerstvy) a TEMED se ptida jako posledni. Nalejeme
separacni gel zvolené koncentrace (asi 2 cm pod horni okraj) a opatrné
ptevrstvime dH,O. Nechame tuhnout pfi laboratorni teploté cca 45 min.

2. Po dané dobé prevrstveni odstranime filtraénim papirem.

3. Nalejeme 2,5% hiebinkovy gel a zasuneme hiebinek. Pod jamkami by mélo byt
minimdlné 0,5 cm hiebinkového gelu. Davame pozor, aby nebyly na dné jamek

bubliny. Nechdme polymerizovat, mozno skladovat déle jak tyden v lednici.



. Ptiprava vzorkt:

1. krok: 5 pl vzorku + 245 pul 4x fedéného 0,5M Tris pH 6,8 (fedéni 50x)

2. krok: 10 pl 50x fedéného vzorku + 10 ul SAMPLE pufru + 7 pl
2-merkaptoethanol + 73 ul 4x fedéného 0,5M Tris pH 6,8

Inkubace vzorkl na vodni lazni 5 min /90°C

. Umistime gely do elektroforetické vany. Do spodniho anodového prostoru
nalejeme Running pufr (bude potieba az 700 ml). Do horniho katodového prostoru
je tfeba pouzit vzdy Cerstvy running. Vzorky naneseme do jednotlivych jamek v
hiebinkovém gelu - nanasi se 10 pl.

. Pfipojime elektroforetickou vanu ke stejnosmérnému zdroji proudu. Na aparaturu
(Bio-Rad) ptivedeme napéti 100 V asi po dobu dvou hodin (program TV-H, nutné
nastavit Cas, ale Ize kdykoliv vypnou po vyjeti Cela..., zdroj drzi V, mA a W
nenastavujeme), dokud zona bromfenolové modii nedoputuje ke spodnimu okraji
gelu.

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

. Fixace: 300 ml MetOH + 100 ml kys. octova + 600 ml dH,O



