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Praktické cviceni €. datum: jméno:

Téma:
1.Stanoveni fenotypu haptoglobinu pomoci elektroforézy na polyarylamidovém gelu

Pristroje a pomucky:

Elektroforeticka apararura Mini —Protean Tetra Cell ( Bio-Rad), stojanky, zkumavky, pipety, $picky,
kadiky, pfevazky, michacka

7,5% PAGE gely Mini Protean ( Bio-Rad), Tris-Pufr, metanol, vzorkovy pufr (Bio-Rad), hemoglobin pro
pfipravu vzorkl, destlovana voda

Ukoly:

1. Pripravit pracovni pufr — pfipravte 1| pracovniho pufru:
- 100 ml Tris pufru (Bio-Rad)
- 200 ml methanolu
- 700 ml destl. vody

2. Pripravit vzorky: do oznacenych eppendorfrk napipetujte:
- 7 pl vzorku (plazma, sérum)
- 5 pl hemoglobinu
- 24 pl vzorkového pufru

Promychat pfed nanasenim pipetou — nanést 30 pl vzorku na jamku
3. Priprava gelu a sestaveni elektroforetické aparatury Bio-Rad Mini —Protean Tetra Cell

- po vyjmuti gelu z obalu je nutné odstranit prouzek ze spodni ¢asti gelu a opatrné
CasteCné vytahnéte hiebinek v horni ¢asti gelu

™

— |

- umistéte polyakrylamidovy gel do drzaku

- Vlozte drzak s gely do elektroforetické vany

- naplite elektroforetickou vanu po rysku pfipravenym pufrem
- vytahnéte hifebinek v horni ¢asti gelu
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- napipetujete pfipravené promychané vzorky do jamek gelu - nanést 30 pl vzorku na
jamku

- umistéte viko elektroforetické aparatury a pfipojte zdroj

- nastavte zdroj na 150 V a spustte elektroforetické déleni — ,RUN*
- doba déleni asi 1,5 hod.

4. Pripravte vizualizaéni roztok — celkem 500 ml:
- Na pfedvazkach navazit 250 mg diaminobenzidinu,
- rozpustit v kadince na michacéce v 300 ml fosfatového pufru,
- po rozpusténi prelit do odmérné bariky a doplnit do 500 ml
- nalijte do nadoby pro vizualizaci gelu
- tésné pred pouzitim pfidat 1,2 ml 30% peroxidu vodiku

5. Po ukon¢eni elektroforetického déleni:
- vypnéte a odpojte zdroj
- sundejte viko
- vyjméte drzak s gely z elektroforetické vany

- pomaoci skalpelu odstrarite kryt gelu a gel ponofte do nadoby s vizualizaénim roztokem
- vizualizace probiha asi 20-30 min., poté gel opatrné vyjméte a polozte na pfipravenou
sklenénou desku

6. Urcete typ fenotypu haptoglobinu pro jednotlivé vzorky

vzorek Cislo 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

fenotyp
haptoglobinu




Ustav biochemie Mgr.studium.: Bioanalytik — odborny pracovnik v laboratornich metodach
PFF MU Klinicka biochemie -cvieni

2.ELEKTROFOREZA BILKOVIN V SERA

PRINCIP: metoda slouzi k rozdéleni a kvantifikaci Sesti hlavnich frakci (albumin, alfa1, alfa2, beta1,
beta2 a gama frakce) proteinl lidského séra elektroforézy na agarosovém gelu v prostredi alkalického
pufru (ph 8,5).
REAGENCIE: Souprava Hydragel 30 31-B2 (vyrobce Sebia)
- agarosovy gel, pfipraven k pouziti,
- kontaktni prouzku, pufrovanych, pfipraveno k pouziti
- aplikatory vzorkd
- filtraéni papiry
PRACOVNIi POSTUP:
1. Migrace:
- zapnéte HYDRASYS
- vyberte program: 15/30 B1-B2 prog. ¢. 4
- vybalte aplikatory (hfebeny) z krabicky
- polozte aplikatory na plochu pracovniho stolu Cisly (jamkami) smérem k sobé
- aplikujte 10 yl séra do kazdé jamky.
- po aplikaci posledniho vzorku viozte aplikator zuby smérem nahoru do vlhké komurky, kde
nechte séra dale difundovat do aplikatoru je§té 5 minut (po naneseni posledniho vzorku).
- otevrete viko migraéni komory a zvednéte nosic elektrod a aplikator(
- vybalte gel
- kratce odsaijte prebytek roztoku z povrchu gelu tenkym filtraénim papirem
- aplikujte 200 pl destilované vody na migracni desti¢ku, na pfedni ¢ast predtisténého ramecku
- umistéte gel na desku do prostoru predtisténého ramecku
- Ujistéte se, ze pod gelem nezlstaly Zzadné vzduchové bubliny!
- vybalte houbi¢ky nasycené pufrem z baleni a umistéte je plastikovymi konci na kovové trny do
aplikaéniho ramecku
- sklopte aplikacni ramecek do dolni pozice
- vyjméte aplikator z vihké komUrky a odstrarite z n&j ochranny ramecek ze strany zubl
- umistéte aplikatory do pozice 3 a 9 v aplikaénim ramecku.
- (Cisla vytisténa, vyrazena na aplikatoru vzorkd musi vzdy sméfovat k obsluze)
- uzavrfete kryt migraéni komory HYDRASYSU
- zavfete viko migraéniho modulu a zapnéte START
2. Barveni: jestlize je gel pfipraven pro barveni, vyjméte jej z migraéni komory a vloZte jej do
nosice gelu dle nasledujicich pokynu
- otevrete nosi¢ gelu
- poloZte jej na desku stolu
- umistéte gel do drazek vyfrézovanych v nosi¢i gell, tak aby citliva strana gelu sméfovala k
vam
- uzaviete nosi€ gelu a ujistéte se, ze gel je spravné uchycen
- vlozte nosi¢ gelu s gelem do barvici komory
- vyberte barvici program (staining program) - Prot/B1-B2/Hb
- po ukongeni barvici procedury vyjméte ususeny gel z barvici komory
3. Vyhodnoceni elektroforeogramu
- elektroforeogram naskenujte
- provedte vyhodnoceni jednotlivych frakci pomoci programu PHORESIS
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