Ossz hiszton preparalas borja timuszbol

Szam:

Datum:

I. Pufferek, oldatok
A. Sejtmag-moso NaCl oldat
0.14 M NaCl

B. Kromatin-moso Tris oldat

10 mM Tris-HCI, pH 8

C. DNS-kicsapo sosav oldat
0.2 N HCI

D. Hiszton-kicsapo oldat

E. Rekonsktrukcios oldat

50 mM Hepes-KOH, pH 7.6
50 mM KC1

1 mM EDTA

2 mM B-mercaptoethanol

II. Lépések

1. Borji timusz hiitése jégen, max. 24 6ran at.

Hosszabb tarolas —20 °C-on.

2. Felhasznalt timusz tomege (tip 50 g):

3. Timuszt apr6 darabokra felapritani, majd 5 ml/g-szovet Sejtmagmoso

Kellermayer group. Hiszton.

1000 ml
8.18 g

1000 ml
121¢g

1000 ml
20 ml (37%-0s)

Aceton

500 ml

596¢

1.86 ¢

1 ml (0.5 M torzs)
70 ul

2000 ml
16.36 g

2000 ml
242 ¢

2000 ml
40 ml (37%-0s)

1000 ml

1192 ¢

373 ¢

2 ml (0.5 M torzs)
140 ul

NaCl oldatban reszusupendalni. Felhasznalt oldat térfogata (tip 250 ml):

4. Homogenizalas. Jégen, Cole-Parmer késes homogenizatorral.
5. Centrifugalas, 6000 rpm, 10 min, 2 °C.

6. Pellet reszuszpendalasa 5 ml/g-szovet Sejtmagmoso NaCl oldatban.



Kellermayer group. Hiszton.

Szukség esetén homogenizalas.

7. 5-6. 1épések megismétlése 5-szor.

8. Pellet reszuszpendalasa 5 ml/g-szovet Kromatin-moso Tris oldatban.
Szukség esetén homogenizalas.

9. Centrifugalas, 6000 rpm, 10 min, 2 °C.

10. 8-9. 1épések megismétlése egyszer

11. Pellet reszuszpendalasa 0.5 ml/g-szovet DNS-kicsapo sdsav oldatban.
Homogenizalas, keverés 10 percig (rotorack) 4 °C-on.

12. Centrifugalas, 6000 rpm, 10 min, 2 °C.

13. Szupernatanst gytjteni mér6hengerben (100 ml-es).

14. 11-13. 1épések ismétlése 2-szer. Szupernatanst gydjteni.

Szukség esetén az 0sszegy(jtott szupernatanst centrifugalassal tisztitani.
15. Az 6sszegyjtott szupernatanshoz hatszoros térfogatt Hiszton-kicsapo
oldatot hozzdadni.

Osszegy(ijtott szupernatans térfogata:

Hozzaadott aceton térfogata:

16. Inkubalas jégen 1 Oran at.

17. Centrifugalas, 6000 rpm, 10 min, 2 °C.

18. Pellet reszuszpendalasa Hiszton-kicsapd oldatban (4:1 oldat:pellet arany)
19. 17-18. 1épés ismétlése 2-szer.

20. Az utolsd acetonos pelletet Rekonstrukcios oldatban feloldani.

A fehérje koncentraci6 kb. 1 mg/ml legyen.
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