Semmelweis Egyetem Biofizikai és Sugarbioldgiai Intézet

BIOKEMIA LABORATORIUMBAN HASZNALT OLDATOK

0,2 M Foszfat-puffer (a tovabbiakban a higitasa hasznalandd)
160 mM Na,HPO,x 2H,0 28,48 g
40 mM NaH,PO,4 48 g

1000 ml deszt. vizzel kiegésziteni, pH:7,4
A pH-t mindig ellendrizni kell és a megfelel6 komponenssel beallitani!

0,02 M PBS puffer
0,2 M Foszfat-puffer 100 ml
0,15 M NacCl 8,766 g

1000 ml deszt. vizzel kiegésziteni, pH:7,4
A pH-t mindig ellendrizni kell! Ha a pH nem j6, akkor feltételezhetd, hogy a 0,2M-os
Foszfat-puffer nem jo.

0,02 M PBS-T
0,2 M Foszfat-puffer 100 ml
0,15 M NacCl 8,766 g
10 % TWEEN 20 10 ml

1000 ml deszt. vizzel kiegésziteni, pH:7,4
A pH-t mindig ellendrizni kell! Ha a pH nem j6, akkor feltételezhetd, hogy a 0,2M-os
Foszfat-puffer nem jo.

5% tej-PBS oldat: (Blokkoldshoz.)
1,25g sovany tejpor
25ml 0,02M PBS

VWEF:Ag & VWF:CB- hez hasznalt oldatok:

ELISA mintahigité oldat: 200 ml 0.02 M PBS-T-hez adunk 100 ul Brémfenolkék vizben telitett
oldatat.

Human placentabdl lll-as tipusu kollagén (P2 jelolés(i) A liofilizalt kollagénbél 2 mg/ml-es
torzsoldatot készit, 0,05 M ecetsavban a laboratdrium vezetéje.

0,1 M Citromsav: 2,1 g Ciromsav x H,O 100 ml desztillalt vizben oldva.

0,2 M Dinatrium-hidrogén-foszfat: 7,2 g (Na,HPO4x 12H,0) 100 ml desztillalt vizben oldva.

TMB (Tetramethylbenzidine-dihydrochloride, Sigma-Aldrich, 861510) vagy OPD (o-
phenylenediamine-dihydrochloride, Sigma, P-1526) szubsztrat oldat: A szubsztratot fénytdl
védve kell feloldani! Elkészités a gyarto leirasa szerint.'
0.05 M foszfat-citrat puffer, pH: 5,0
25,7 ml 0,2 M Na,HPO,
24,3 ml 0,1 M Citromsav
pH:5.0-re a megfelel6 komponenssel beallitani, 100ml-re deszt. vizzel
(Millipore) kiegésziteni.

! http://www.sigmaaldrich.com/catalog/product/aldrich/861510?lang=hu&region=HU
https://www.sigmaaldrich.com/content/dam/sigma-
aldrich/docs/Sigma/Product_Information_Sheet/1/p1526pis.pdf
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TMB (0,2mg/ml) szubsztrat oldat: 20 ml pufferhez 4 mg TMB-t és 4 ul 30%
HZOZ

OPD (0,4mg/ml) szubsztrat oldat: 20ml pufferhez 8 mg OPD és 8ul 30% H,0,

(Felhasznalas el6tt nem tébb mint 2 draval elkésziteni. A 30% H,0,-ot kézvetlenil hasznalat el6tt
adjuk a szubsztrat oldathoz!)

2M H,SO0,4 (ELISA stop oldat)
182 ml Desztillalt viz
18 ml cc. HzSO4
VWF multimerek elvalasztasara alkalmas SDS-agaroéz elektroforézishez

szliikséges oldatok:
A gél készitéséhez és futtatdshoz sziikséges:
SDS-agaro6z szeparal6 gél puffer:

0,5 M TRIS bazis 6,06 g
0,16 M Borsav 0,99 g
1,0 M Urea 6,06 g

100 ml-ig deszt. vizzel (Millipore) feltdlteni, szobahémérsékleten a pH ~ 9,0 (nem kell
pH-zni csak ellendrizni)

SDS-agaro6z tomaorité gél puffer:

0,125 M TRIS-HC1
TRIS bazis 1,514 ¢

100 ml-ig deszt. vizzel (Millipore) feltolteni, szobahdmérsékleten a pH: 7,74 ( 6N
HCl-al kell pH-zni), 16 °C-o0s gélben a pH ~ 8,0

SDS- agaréz elektroforézis tank puffer:

0,09 M TRIS-bazis 109 g
0,09 M Boérsav 5,57 ¢g
0,1 % SDS 1,0 g

1000 ml-ig deszt. vizzel (Millipore) feltdlteni, szobahémérsékleten a pH~ 8,35 (csak
ellendrizni kell)

A minték elékészitéséhez sziikséges oldat:

Mintadenaturalo puffer:

0,01 M TRIS 12,1 mg
8,0 M Urea 48 g
0,001 M EDTA 3,7 mg
2,0 % SDS 200,0 mg

0,6 % Bromfenolkék 600 ul (sotét ibolyaszint legyen a puffer)

10 ml-ig deszt. vizzel (Millipore) feltolteni, pH: 8,0 (A pH-t 6 N-os HCl-val allitjuk be!)

.o J4 2 . . ror .
Immunblotthoz sziikséges oldat™: (Millipore leirés szerint) mi a semi-dry blothoz is ezt
a transzfer puffert hasznaljuk.

Transzfer puffer: (Ha pontosan van dsszeallitva a puffer, akkor a pH-nak megfelelének kell lennie,
ezért pH-ni nem kell.)

? A kapillaris bolttolas 0,02M PBS-sel, a cill leirasa szerint végezve is mitkodétt. (Raines,1990)
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0,025 M TRIS 3,03 ¢
0,192 M Glicin 1441 ¢g
10 % Metanol 100,0 ml
1000 ml-ig deszt. vizzel (Millipore) feltdlteni, pH~ 8,3 (nem kell pH-zni csak
ellendrizni)
Direkt gélfestéshez:
Fixalé oldat:
40% etanol 40ml
10% ecetsav 10ml

100ml-ig deszt. vizzel (Millipore) feltoltve
Immunfestés DAB szubsztrat hasznalataval:
HRP szubsztrat oldat:

50 ml PBS (PBS-T-vel is miikodik, hasznéltuk ugy koradbban)
5 mg DAB

(500 ul 2 % Nikkel-ammonium-szulfat — opcionalis a hasznalata)
10 ul 30%-o0s H,0,

ECL reagens:
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