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Princip metody

= separace bilkovin v semeni
= nabita Castice se pohybuje v polyakrylamidovem
gelu

= fazeni a intenzita proteinovych prouzku — ,otisk
prstu” odrud




Postup — Casova narocCnost

\

= pfiprava roztoku
= extrakce proteinu

’ 1. den
= priprava gelu
0 separacni /
o fokusacni )
= elektroforéza } 2. den

= fixace a barveni

= baleni gell
= hodnoceni - 3.den




Piiprava roztoku

» extrakcni roztok zakladni a redeny

= elektrodovy pufr

= pufry (pH 8,8 a pH 6,8) h

= 10% SDS (dodecyl sulfat sodny) | "#toky nutne
o /. pro pfipravu

m 1% APS (peroxodisiran amonny) | geld

= akrylamid — separacni, fokusacni |

= barvici lazen

= fixacni roztok




Extrakce proteinu

80 mg navazit do
Kyvety

1 ml redéného
extrakéniho roztoku

extrakce probiha pres
noc

vodni lazen — 40 °C, 10
minut

odstredéni — 10 000
ot./min.; 5 minut




Extrakce proteinu
- ——_ Y




Pfiprava separacCniho gelu

SLOZENI:
o pufr pH 8,8

o akrylamid separacni

o 10% SDS

o TEMED

o 1% APS

tloustka — 1,5 mm
prevrstvit 2-butanolem
polymerace 1 hodinu

3x promyt dest. vodou




Piiprava fokusacCniho gelu

SLOZENI:
o pufr pH 6,8

o akrylamid fokusacni
a 10% SDS

o TEMED

a 1% APS

vliozit hrebinky
polymerace 2 hodinu
promyt dest. vodou




Elektroforéza

= gelové kazety upnout na elektroforeticke
jadro

= extrakt do startovacich jamek — 10-15 pl

= zalit elektrodovym pufrem

= pripojit ke zdroji — stejnosmerny proud,
stabilizované napeti

= prechod fokus. a separac. gelu — zvednout
proud na dvojnasobek

= vV termostatu — 15-20 °C













Fixace a barveni

oddeéleni fokusacniho a
separacniho gelu ze skel

roztoku na 1 hodinu — |

15% roztok TCA (kyselina
trichloroctova)

2x proplachnou v dest.
vode — 2x 5 minut

ponoreni do barvici lazne
— pres noc

odbarveni pozadi gelu —
ve vode




Baleni gelu

= syceni celofanu — 10%
glycerin, 30 minut

= susSeni na sklenénych
deskach

= susarna — 60 °C, cca 2
hodiny










Hodnoceni

= srovnani proteinoveho spektra se spektrem
referenCni odrudy
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lipnice lucni

O : : . B P ;:_.#i.'.-h!-i:.;-..-,. B L A




Jina elektroforeticka stanoveni

v NRL OOS

psSenice — gliadiny, gluteniny
jeCmen — hordeiny

oves — aveniny

nrach — globuliny

jilek

ipnice

brambory

kKukurice
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D¢ékuyji za pozornost




