Dialyse

Dialyseschlauch je nach Bedarf mit unterschiedlichem MWCO. Empfehlung: Ausschlufl
10.000 Da

Vorbereitung der Dialysemembran:

¢ Entfernen von kleinen Mengen chemischer Verunreinigungen und Glycerin.

¢ Dialyseschlauch in einem Becherglas mit 1 1 NaHCO3-Puffer (1 1 100 mM NahCO;-
Puffer: 8,4 g NaHCO; in ca. 800 ml ddH20O lésen, 10 mM EDTA-Stamml6sung
hinzugeben, pH 7,0, auf 1000 ml auffiillen) legen. Auf einem heizbaren Magnetriihrer
bei 60-70° C fiir 2 h inubieren. Lésung abgiellen und den Vorgang wiederholen.

¢ Dialyseschlauch unter 3maligem Wechsel je 1 h in 1-2 1 ddH2O unter Riihren bei RT
waschen.

11 NaHCO3-Puffer: 11100 mM NahCo3-Puffer: 8,4 g NaHCO3 in ca. 800 ml ddH20
16sen, 10 mM EDTA-Stammlésung hinzugeben, pH 7,0, auf 1000 ml auffiillen)

¢ Das Ende des Dialyseschlauches mit einer Verschlussklammer verschliefen.

e Probe mit einer Pasteupipette einfiillen

¢ Das obere Ende mit einer Verschlussklammer verschliefen.

e Den gefiillten Dialyseschlauch in ein Becherglas mit dem 50fachen bis 100fachen
volumen an Dialysepuffer bringen auf einen Magnetriihrer stellen.

¢ Dialyse iiber Nacht bei 4°C

¢ Den Schlauch herausnehmen, 6ffnen und den Inhalt in ein Gefdl§ ausgiefen. Den Rest
moglichst vollstandig herauspressen.

Zu beachten:

Der Schlauch darf nicht zu stramm befiillt sein, damit noch Ausdehnungsmoglichkeit
vorhanden ist.

Sollen bestimmte niedermolekulare Komponenten in der Proteinlésung vollstandig entfernt
werden, empfiehlt sich ein ein- oder mehrfacher Pufferwechsel.

Proben mit Volumina zwischen 100 pl und 500 pl: In den Deckel eines Reaktionsgefalies
(Eppendorf) ein groBes Loch schneiden (z.B. mit einer heiflen Nadel). Zwischen Deckel und
Gefdl ein Stiick gequollene Dialysemembran legen und das Gefal8 verschliefen. Das Gefdl in
den Stdnder einsetzen und diese umgedreht auf die Dialysierfliissigkeit legen. Luftblasen
unter dem Deckel mit einer Pasteurpipette entfernen. Schwimmen lassen.

Oder: Dialyserahmen verwenden.

Verluste durch unspezifische Bindung von Proteinen an Schlauch maglich.
Unvermeidbar. Nachweis durch Kochen des Schlauchs in Lammli-Probenpuffer
maoglich.



