LAB.!;éuide

Pravodce laboratofi

2X Nanaseci pufr pro Western blot (Laemmliho pufr)

SloZeni: Hazard
¢ 20% egceroI beta-merkaptoetanol: @@

Zdravi Skodlivy pfi vdechovani a

* 10% beta-merkaptoetanol (C,Hs0S, syn. 2- pfi poZiti. Toxicky pfi styku s kiizi. ZpUsobuje polepténi. Drazdivost
merkaptoetanol, 2-hydroxymetylmerkaptan) a ziravost.

o SDS: horlavy, zdravi Skodlivy, drazdivy
® 4% SDS

Skladovani: pfi-20°C
¢ 0,02% bromfenolova modf

e 120 mM Tris-HCl, pH 6,8
e dH,0

Postup pfi pFipravé:

Smichejte:

¢ 1,8 ml dH,0

* 4 ml 10% SDS

¢ 1,2 ml 1M Tris-HCI, pH 6,8

e 2 ml glycerolu

* 0,002 g bromfenolové modre

e v digestofi pfidejte 1 ml beta-merkaptoetanolu

Dakladné promichejte a alikvotujte. Skladujte pti -20°C, alternativné pokud pFidate beta-
merkaptoetanol aZz pred pouzitim, mizZete skladovat pfi pokojové teploté.

¢ Laemmliho pufr je vyuZivan k elektroforetické separaci proteind.

e Glycerol vede k ,zatézkani“ vzorku a jeho snadnéjsimu klesnuti na dno jamky. Beta-merkaptoetanol slouZi

k rozruseni intramolekuldrnich a intermolekularnich disulfidickych mUstk( v molekule proteinu, SDS vede

k denaturaci proteinu a poskytnuti negativniho naboje proteinu. Bromfenolovou modfi je vzorek obarven a
muze byt snadno nanesen do jamek. Tris-HCl doda potfebné pH. pH 6,8 je pro funkcnost roztoku zcela zasadni.

e 2X Lemmliho pufr je se vzorkem proteint smichan v poméru 1:1.

S SDS pracujte opatrné, poutzijte Gstenku. Inhalace SDS muze vést k vaznému poskozeni dychacich cest.
S merkaptoetanolem pracujte v digestofi.




