
Zpracování vzorků živočišné tkáně 

(střevo – potkan) 

 

1. Homogenizace tkáně 

Princip: mechanické rozrušení tkáně a lýza buněk, odstranění buněčných zbytků. 

 vzorky neustále udržovat na ledu 

 přidat lyzační pufr (lednice) s inhibitory proteáz - 1 g tkáně/ 3 ml pufru 

 homogenizace na ledu  

 centrifugace:  14 000 RPM/10 min při 4 °C 

 oddělit supernatant (směs proteinů) od buněčných zbytků  

 supernatant skladovat při −80 °C 

 

2. Stanovení koncentrace proteinů – Bradfordové metoda 

Princip: kolorimetrická reakce – vazba barviva (Coomasie Briliant Blue) na bazické a aromatické 

aminokyseliny v proteinech. 

 ředění standardu (BSA = bovinní sérový albumin) – pro vytvoření kalibrační křivky 

 ředění vzorků – odhadem 50× (pokud změřená koncentrace není v rozsahu kalibrační křivky, 

zvolit jiné ředění) 

 96-jamková destička – 10 µl vzorku + 200 µl Bradfordové činidla 
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 měření A při vlnové délce 595 nm 

 z kalibrační křivky odečíst koncentraci proteinů (vzít v úvahu ředění vzorků) 

 

 

vzorky v duplikátu 

BSA [µg/µl] 



Složení lyzačního pufru 

   

1M Tris-HCl (pH 7,5) 50 ml 50 mM 

EGTA 0,38 g 1 mM 

EDTA 0,29 g 1 mM 

0,1M orthovanadičnan sodný 10 ml 1 mM 

fluorid sodný 2,10 g 50 mM 

pyrofosforečnan sodný 2,23 g 5 mM 

sacharóza 92,42 g 0,27 M 

voda ad 1000 ml  

 

 

Inhibitory proteáz – přidat do lyzačního pufru dle instrukcí výrobce: 

cOmplete Mini (Roche) – 1 tbl./10 ml roztoku  


