PRILOHOVA CAST

Priloha 1 - sloZeni jednotlivych roztoku / pufri:

SloZeni Krebsova-Henseleitova pufru:

1.

~

118 mM NaCl (dodano spolec¢nosti PENTA)
4,7 mM KCl (dodano spolecnosti PENTA)

1,2 mM MgS04 (dodano spolecnosti PENTA)
1,25 mM CaCl; (dodano spolec¢nosti PENTA)
1,2 mM KH2PO4 (dodano spolecnosti PENTA)
25 mM NaHCO3 (dodano spolec¢nosti PENTA)

11 mM glukéza (dodano spolec¢nosti SIGMA)

Zasobni roztok byl predpripraven bez glukozy, ktera byla pridana vzdy cerstvé

do rozotku. Roztok se dale sytil pomoci kysliku (95% 02 / 5% COz) do doby nez

se pH dostalo na hodnotu 7,4.

SloZeni Laemmliho pufru:

=

2 ml SDS ((cm = 0,1g/ml, SDS dodané spolecnosti SIGMA)

1 ml glycerolu (dodano spolec¢nosti SIGMA)

0,6 ml Bis-Tris roztoku (viz. dale)

1,4 ml mQH20

Bromfenolova modr (Bromphenol Blue ACS reagent, dodané spolecnosti

SIGMA)

SloZeni homogeniza¢niho média 1:

1.
2.

16,04 mg TRIS (c = 12,5mM; TRIZMA® base; dodané spolecnosti SIGMA)
9,52 mg EGTA (c = 2,5mM; ethylenediaminetetraacetic acid, dodané
spolec¢nosti SIGMA)



3. 2,92 mg EDTA (c= 1mM; etylene glykol-bis(f3-aminoethylether)-N,N,N‘,N‘-
tetraacetic acid, dodané spole¢nosti SIGMA)

4. 0,86 g sacharoza (c = 250mM; dodano spolec¢nosti PENTA)

Takto zvaZzené mnoZstvi se rozpustilo v 20 ml mQH20 a pH na 7,4. Posléze bylo
pridano 7,71 mg DTT (DL-dithiothreitol; SIGMA). Nasledné byly pridany
inhibitory proteaz (Complete, Roche Diagnostics) a inhibitory fosfataz

(PhosSTOP, Roche Diagnostics).

SloZeni homogeniza¢niho média 2:
1. Mocovina3,0g
2. Thiomocovina 1,55 g
3. Tetrasodium pyrofosfat dekahydrat 45 mg
4. 2-merkaptoetanol 13 pl

Namérené mnoZstvi chemikalii vloZime do kadinky a doplnime objem na

vyslednych 10 ml pomoci mQH-O.

12%-ni délici gel (mnozstvi potfebné na dva gely):
1. 3,4 mlmQH20
2. 4,0 ml 30% akrylamidového roztoku (dodané spolec¢nosti SIGMA)
3. 2,5 ml pufru TRIS (pH = 8,8) (viz dale)
4. 100 pl SDS (cm = 0,1g / ml; SDS dodané spole¢nosti SIGMA)
5. 50 pl APS (cm =0,1g / ml; APS dodané spolecnosti )
6. 10 pl TEMED (dodané spolecnosti SERVA)

5%-ni zaostrovaci gel (mnoZstvi potiebné na dva gely):

2,85 ml mQH20

0,85 ml 30% akrylamidového roztoku (dodané spolecnosti SIGMA)
1,25 ml pufru BIS-TRIS (pH = 6,8) (viz dale)

50 ul SDS (cm = 0,1g / ml; SDS dodané spolecnosti SIGMA)

25 pul APS (cm = 0,1g / ml; APS dodané spolecnosti )

5 ul TEMED (dodané spolecnosti SERVA)
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SloZeni pufru TRIS (pH = 8,8):
9,1 g TRIS (TRIZMA® base; dodané spolecnosti SIGMA) rozpusténo ve 100 ml
mQH:0 a pH upraveno pomoci HCI na hodnotu 8,8.

SloZeni pufru BIS-TRIS (pH=6,8):
10,462 g BIS-TRIS (dodané spolecnosti SIGMA) rozpusténo ve 100 ml mQH:0 a

pH upraveno pomoci HCI na hodnotu 6,8.

SloZeni elektrodového pufru koncentrovaného:
1. 30,3 g TRIS (TRIZMA® base; dodané spolecnosti SIGMA)
2. 144 g Glycin (dodané spolecnosti SIGMA)
3. 10 g SDS (dodané spolecnosti SIGMA)

NavaZené mnozstvi bylo v kadince rozmichano ve finalnim objemu 1 litr. Takto
koncentrovany elektrodovy pufr byl fedén v poméru 1 : 9 (PUFR: mQH:0).
Vnitini elektrodovy pufr (v pfimém kontaktu s gely) byl po kazdé elektroforéze
vylit do odpadu. Vnéjsi elektrodovy pufr (vyplnujici prostor aparatury)

maximalné 5x recyklovan.

SloZeni Ponceau roztoku:
0,1% Ponceau (dodané spole¢nosti SIGMA) v 5% kyseliné octové (dodané

spolecnosti PENTA)

SloZeni prenosového pufru:
1. 40 ml methanolu (dodané spolecnosti Lach:Ner s.r.o.)
2. 140 ml mQH20
3. 20 ml 10x koncentrovany Tris/Glycin pufr (dodané spolec¢nosti Bio-Rad)

Namérené objemy byly smichany v kadince a membrany byly v pufru

inkubovany nékolik minut pred pouZzitim.



Coomassie Brilliant Blue G250 (CBB) a Bismark Brown R (BBR) (na 0,51
roztoku):

1. 1gCBB

2. 250 mg BBR

3. 200 ml methanolu (dodané spole¢nosti Lach:Ner s.r.o.)

4. 35 ml 99% kyseliny octové (dodané spolecnosti PENTA)

5. 256 ml mQHz0

Pripraveny roztok byl uchovavan pri pokojové teploté.

Odbarvovaci roztok (na 0,5 1 roztoku):
1. 200 ml methanolu (dodané spolec¢nosti Lach:Ner s.r.o.)
2. 35ml 99% kyseliny octové (dodané spolecnosti PENTA)
3. 256 ml mQH20

Pripraveny roztok byl uchovavan pri pokojové teploté a recyklovan filtraci za

pouziti praskového aktivniho uhli.

SloZeni TBS:
1. 12,1 g TRIS (TRIZMA® base; dodané spolecnosti SIGMA)
2. 146,2 g NaCl (dodano spolecnosti PENTA)

NavaZzené mnoZstvi bylo rozpusténo ve 4 litrech mQH20. Pomoci HCI bylo

upraveno pH na hodnotu 7,5 a objem byl doplnén na celkovy objem 5 litrt.

SloZeni TTBS:
Do 1 litru TBS bylo pridano 0,5 ml Tween 20 (dodano spole¢nosti SIGMA)



