Zpracovani vzorki zZivocisné tkané

(stfevo — potkan)

1. Homogenizace tkané
Princip: mechanické rozruseni tkané a lyza bunék, odstranéni bunéénych zbytka.

e vzorky neustale udrZovat na ledu

e pridat lyzacni pufr (lednice) s inhibitory protedz - 1 g tkané/ 3 ml pufru
e homogenizace na ledu

e centrifugace: 14 000 RPM/10 min pfi 4 °C

e oddélit supernatant (smés proteinll) od bunécnych zbytk

e supernatant skladovat pti -80 °C

2. Stanoveni koncentrace proteinti — Bradfordové metoda

Princip: kolorimetrickd reakce — vazba barviva (Coomasie Briliant Blue) na bazické a aromatické

aminokyseliny v proteinech.

e fedéni standardu (BSA = bovinni sérovy albumin) — pro vytvoreni kalibrac¢ni krivky
e fedéni vzorkd — odhadem 50x (pokud zméfena koncentrace neni v rozsahu kalibrac¢ni krivky,
zvolit jiné fedéni)

e 96-jamkova desticka — 10 pl vzorku + 200 pl Bradfordové cinidla
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vzorky v duplikatu

e méreni A pfivinové délce 595 nm

e 7z kalibracni kfivky odecist koncentraci protein( (vzit v vahu fedéni vzorka)



Slozeni lyzacniho pufru

1M Tris-HCl (pH 7,5) 50 ml 50 mM
EGTA 0,38¢g 1 mMm
EDTA 0,29g 1 mMm
0,1M orthovanadi¢nan sodny 10 ml 1mM
fluorid sodny 2,10g 50 mM
pyrofosfore¢nan sodny 2,23 ¢ 5mM
sacharéza 92,42 ¢ 0,27 M
voda ad 1000 ml

Inhibitory protedaz — pridat do lyzacniho pufru dle instrukci vyrobce:

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




