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A SZABVANYMUVELETI ELOIRAS CELJA

Osszefoglalja a rutinszertien alkalmazott technologiai eljaras részleteit.

A SZABVANYMUVELETI ELOIRAS ERVENYESEGI TERULETE

Orvosi Biokémiai Intézet Hemosztazis részlege.

ILLETEKESEG ES FELELOSSEG MEGHATAROZASA

A dokumentum kidolgozasaért felelds:

Részlegvezetd

A dokumentum alkalmazasaért felelds:

Kutatok, oktatok

A dokumentumban foglaltak végrehajtasaért felelos:
Laborasszisztensek.

A dokumentumban szabalyozott tevékenység rendszer feliilvizsgalat alkalmaval torténé
feliilvizsgalataért felelos:

A Mindségiranyitasi vezeto

A SZABVANYMUVELETI ELOIRAS LEIRASA

Torzsoldatok

A) 100 ml 30%-os akrilamid oldat 6sszetétele
-29.2 g acrilamid

-0.8 g N’-N’-bisz-metilén-akrilamid

-tarolas 1 honapig hiitoben

B) 1.5 M TRIS-HCI pH8.8
C) 0.5 M TRIS-HCI pH6.8
D) 10 % SDS vizben

E) Mintakezel6 puffer
viz 4 ml
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“C” oldat 1 ml (0,0625 M ph= 6,8)
glicerin 0.8 ml (10%)
“D” oldat 1.6 ml (2%)
+/- B-merkaptoetanol 0.4 ml (5,76mM)
0.05% bromfenolkék 0.2 ml (0.1 mg)
8 ml

A minta legalabb négyszeresére higuljon, a felvitt fehérje 5-10 pg legyen 20-30 ul-ben.

F) 5-szor tomény futtatd puffer 6sszetétele

-15 g/l TRIS

-72 g/l glicin

-5 g/l SDS

Egy futtatashoz 48 ml-t a fenti pufferbdl kell higitani 240 ml-re vizzel.

7.5%-0s gél készitése

Az oldatot 1égteleniteni kell szobahén a 10% ammonium perszulfat és a TEMED hozzaadasa elétt!

viz 4.85 ml
“B” oldat 2.5 ml
“D” oldat 0.1 ml
“A” oldat 2.5 ml
10% ammonium perszulfat (friss) 0.05 ml
TEMED 0.005 ml

A lapok kozotti teret fel kell tolteni olyan szintre, ami a fésti alatt 1 cm-ig terjed. R4 kell rétegezni vizet. Polimerizacid
1h.

4%-0s bekoncentralo gél készitése

Az oldatot 1égteleniteni kell szobahén a 10% ammonium perszulfat és a TEMED hozzaadasa el6tt!

viz 6.1 ml
“C” oldat 2.5ml
“D” oldat 0.1 ml
“A” oldat 1.3 ml
10% ammonium perszulfat (friss) 0.05 ml
TEMED 0.01 ml

Futtatas 200 V-tal kb.45 min.
Blottolas

Transzfer -puffer (TP): 25 mM Tris 192 mM glicin 20%v/v metanol (Készitése: 3.03 g Tris, 14.4 g glicin feloldasa 500
ml deszt. vizben, + 200 ml metanol + kiegésziteni 1 I-re vizzel) pH-t nem szabad allitani!

Készitsiink jeget a hiité-rekeszben!
Mindig kesztyiiben dolgozzunk!
Az elektroforézis utan a géleket 15 percig aztassuk TP-ben.

A NC-membrant vagjuk a gél mérete szerint €s utana 45°-os szdgben itassuk fel a TP-vel 30 perc alatt.

Meéretre vagott szlirOpapirt és a szivacs-parnakat TP-ben aztassuk bele.

Toltsiink TP-t a kadba (400 ml) és tegyiik bele a hiitd-rekeszt valamint egy magneskeverdt.

Allitsuk 6ssze a szendwichet: a fekete lapon 1. szivacs; 2. sziirdpapir; 3. 2 ml TP; 4. gél; 5. 5 ml TP; 6. NC-membran
(két szélénél fogva el6szor a membran kozepe érintse a gélt); 7. kémcsével Osszepréseljiik a membrant a gélhez
buborékmentesre; 8. 5 ml TP; 9. sziir6papir; 10. szivacs. Zarjuk a kazettat és tegyiik be a blottolo egységbe (fekete lap a

fekete elektroda felé- negativ polus!).

Toltsiik a kadat TP-vel (kb. 650 ml kell 6sszesen).
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Blottolas 90 min 100 V, 250mA mellett, kozben a kadat jégben tartjuk.

Blottolas utan Coomassie-val megfestjiik a geleket.

Az NC-membran ECL-festése

1. 1 h inkubAlas blokkold oldatban szobahén, vagy ha Gigy adodik egy éjszakan at 4°C-on. (10ml kell egy blotthoz)
2. Mosésok (mindegyik 50 ml membranonként):

a. 2x 15 min PBS-T-vel

b. 2x 5 min PBS-T-vel
3. Inkubalas 1 h 1:1500 anti-o,-antiplasmin antitesttel PBS-ben oldva (25ml)
4. Mosasok (mindegyik 50 ml membranonként):

a. 2x 15 min PBS-T-vel
b. 2x 5 min PBS-T-vel

Ikubalés 1:10 000 anti-rabbit antitesttel PBS-ben 1 h alatt (25 ml)
6. Mosasok (mindegyik 50 ml membranonként):

a. 2x 15 min PBS-T-vel

b. 2x 5 min PBS-T-vel
»Fényképezés”
A fotokazettaba alulra irasvetitd foliat helyeziink.
ECL reagenst 6sszekeverni 1:1 ardnyban 1. és 2. reagensekbdl (0.125 ml/cm? mennyiség sziikséges)
A membrant 1 percig inkubaljuk az ECL oldatban szobahdn.
A foliara tessziik a membrant ugy, hogy a protein oldala felfelé nézzen.
Ujabb folidval befejezziik a szendvicset, majd egy sziirdpapirral is letakarjuk.
6. Bezarjuk a kazettat.
A sotétkamra
7. Az elbre beirt idopontra felmegyiink. Kulcs a hatarid6 naplé mellett!
8. Felkapcsoljuk a kisvillanyt, és elinditjuk a gépet
9. Kinyitjuk a kazettat, és letoroljiik az esetleg kifolyt ECL folyadékot.
10. Elsotétitiink.
11. Kibontunk egy filmet. A tobbi filmet visszacsomagoljuk. (Ajanlott betartani, mert 50 000 HUF egy dodoz ara!)
12. Vagassal megjeloljiik az egyik sarkat, majd a kazettaba helyezziik.
13. Zart kazettdban az antitest fiiggvényében 1-20 percig reagaltatjuk a filmet.
14. A bekapcsolt késziilékbe bemeneti nyilasanak jobb oldalara helyezziik a filmet (orientdcié nem szamit).
15. A gép automatikusan beszedi, és el6hivja. (par perc)
16. Ellendrizziik, h sikeriilt-e! Ha nem, ismétlés!
17. Lekapcsolni mindent (gép, villanyok).
18. Bezarni a kamrat, kulcsot visszavinni, felirni a fiizetbe hanyat hivtunk el6!
19. Elpakolni a kellékeket, membrant folidkkal egyiitt kidobni! (Vagy 1j reakcidba vinni!)

(9]

SR =

A dokumentum kodja: SE-OBI-H-MU-01 Oldal:6/9
Ervénybelépés idopontja: 2008.10.31. Verzioészam:01



N SZABVANYMUVELETI ELOIRAS
e BIO-RAD késziileken torténd SDS-gélelektroforézis és blottolas

DAB festés
Mosasokhoz PBS-T-t hasznalunk (100 mM foszfat 100 mM NaCl pH 7.5): 11.5 g Na,HPO, 2.96 g NaH,PO, 5.84 g
NaCl 0.1% Tween-20 .

10 g/l BSA PBS-T-ben lesz a blokkold oldat. Ebben 1 h alatt 4ztassuk a membranokat (100 ml kell) szobahon vagy ha
ugy adodik egy éjszakan at 4°-on.

Mosasok (mindegyik 100 ml membranonként):

2x 15 min PBS-T-vel

2x 5 min PBS-T-vel

Inkubalas 1 h 1 pg/ml antitesttel (mouse) PBS-ben (50 ml-ben).
Mosasok (mindegyik 100 ml membranonként):

2x 15 min PBS-T-vel

2x 5 min PBS-T-vel

Festés (kesztyiiben: a DAB karcinogén!)

- fest6 oldat 0.05% diaminobenzidin 0.03% H,0, 0.02% NiCl, PBS-ben (készitése: DAB-ot 15 perccel a munka eltt
kivenni a mélyiitébol; 100 mg DAB-ot feloldani 50 ml vizben és kiegésziteni 196 ml-re vizzel; utana hozzaadni 4 ml
1% NiCl,-t; 20 perc inkubacid, ha csapadék lesz, akkor a nikkelt kihagyni; +2 ml 3% H,0,)

-festési 1d6

A keletkez6 képeket a kisérlet jegyzokonyvéhez csatoljuk és a SE-OBI-ME-01 eljaras szerint
iktatjuk és archivaljuk.
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Szeparal6 gél Zimografia

5%-0s gél 1db | 2db | 3db | 4db | 12,5% os gél:
50 pl zselatin / gél

deszt. Viz 2.845 | 5.690 | 8.535| 11.380 (5ml)

1,5 M Trisz-HCI pH=8,8 1.250 | 2.500 | 3.750 | 5.000

10% SDS 0.050 | 0.100 | 0.150 | 0.200

30% AA torzsoldat 0.830 | 1.660 | 2.490 | 3.320 3,7-3,75ml
fér az Giveglapok

10% APS 0.025 | 0.050 | 0.075| 0.100 kozé

TEMED 0.0025 | 0.005 | 0.0075 | 0.010

7,5%-0s gél 1db 2db 3db 4db

deszt. Viz 2425 14850 | 7.275| 9.700

1,5 M Trisz-HCI pH=8,8 1.250 | 2.500 | 3.750 | 5.000

10% SDS 0.050 | 0.100 | 0.150 | 0.200

30% AA torzsoldat 1.250 | 2500 | 3.750 | 5.000

10% APS 0.025 | 0.050 | 0.075| 0.100

TEMED 0.0025 | 0.005 | 0.0075 | 0.010

10%-os gél 1db 2db 3db 4db

deszt. Viz 2.010 | 4.020 | 6.030 | 8.040

1,5 M Trisz-HCI pH=8,8 1.250 | 2.500 | 3.750 | 5.000

10% SDS 0.050 | 0.100 | 0.150 | 0.200

30% AA torzsoldat 1.667 | 3.333 | 5.000 | 6.666

10% APS 0.025 | 0.050 | 0.075 | 0.100

TEMED 0.0025 | 0.005 | 0.0075 | 0.010

12,5%-0s gél 1db 2db 3db 4db

deszt. Viz 1.675] 3.350 | 5.025| 6.700

1,5 M Trisz-HCI pH=8,8 1.250 | 2500 | 3.750 | 5.000

10% SDS 0.050 | 0.100 | 0.150 | 0.200

30% AA torzsoldat 2.000 | 4.000 | 6.000 | 8.000

10% APS 0.025 | 0.050 | 0.075| 0.100

TEMED 0.0025 | 0.005 | 0.0075 | 0.010

15%-o0s gél 1db 2db 3db 4db

deszt. Viz 1.175 | 2.350 | 3.525 | 4.700

1,5 M Trisz-HCI pH=8,8 1.250 | 2.500 | 3.750 | 5.000

10% SDS 0.050 | 0.100 | 0.150 | 0.200

30% AA torzsoldat 2.500 | 5.000 | 7.500 | 10.000

10% APS 0.025 | 0.050 | 0.075| 0.100

TEMED 0.0025 | 0.005 | 0.0075 | 0.010

19,8%-0s gél 1db 2db 3db 4db

deszt. Viz 0.375 | 0.750 | 1.125 | 1.500

1,5 M Trisz-HCI pH=8,8 1.250 | 2.500 | 3.750 | 5.000

10% SDS 0.050 | 0.100 | 0.150 | 0.200

30% AA torzsoldat 3.333 | 6.666 | 9.999 | 13.332

10% APS 0.025 | 0.050 | 0.075 | 0.100
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TEMED | 0.0025 | 0.005 | 0.0075 | 0.010 |
Koncentral6 gél
4%-0s gél 1db 2db 3db 4db
deszt. Viz 3.050 | 6.100 9.150 | 12.200
0,5 M Trisz-HCI pH=6,8 1.250 | 2.500 | 3.750 5.000
10% SDS 0.050 | 0.100 | 0.150| 0.200
30% AA torzsoldat 0.650 | 1.300 1.950 2.600
10% APS 0.025 | 0.050 0.075 0.100
TEMED 0.0050 | 0.010 | 0.0150 | 0.020
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