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Otazky:

1. Jaké fenotypy haptoglobinu se vyskytuji v lidské populaci a jakymi vlastnostmi se [i$i?

2. Mdzete urdit fenotyp haptoglobinu z klasické elektroforézy bilkovin lidského séra
v agarézovém gelu? Ve které frakci haptoglobin migruje?

3. Jaké je dnes hlavni klinické pouziti elektroforézy bilkovin lidského séra?

4. Co je to monoklondlni komponenta?

5. Jak prevedete vysledky elektroforézy bilkovin séra v procentech z celkového signdlu gelu na
koncentracni vyjadreni v g/L?

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

Pristroje a pomucky:

Elektroforeticka aparatura Mini-Protean Tetra Cell (Bio-Rad), stojanky, zkumavky, pipety, Spicky,
kadinky, pfedvazky, michacka

7,5% PAGE gely Mini Protean (BioRad), Tris-Pufr, methanol, vzorkovy pufr (Bio-Rad), hemoglobin pro
pfipravu vzorkd, destilovana voda

Ukoly:

1. Pfipravit pracovni pufr — pfipravte 1 L pracovniho pufru:
- 100 mL Tris pufru (Bio-Rad)
- 200 mL methanolu
- 700 mL destilované vody
2. Ptipravit vzorky: do oznaéenych eppendorfek napipetujte:
- 7 plLvzorku (plazma, sérum)
- 5 uL hemoglobinu
- 24 plLvzorkového pufru

Promichat pfed nanasenim pipetou — nanést 30 plL vzorku na jamku.

3. Priprava gelu a sestaveni elektroforetické aparatury Bio-Rad Mini-Protean Tetra Cell:
- Povyjmuti gelu z obalu je nutné odstranit prouzek ze spodni ¢asti gelu a opatgrné
¢astecné vytahnout hiebinek v horni ¢asti gelu
- Umistéte polyakrylamidovy gel do drzaku
- Vlozte drzdk s gely do elektroforetické vany



Naplrite elektroforetickou vanu po rysku pfipravenym pufrem

Vytahnéte hifebinek v horni ¢asti gelu

Napipetujte pfipravené promichané vzorky do jamek gelu — nanést 30 uL vzorku na
jamku

Umistéte viko elektroforetické aparatury a pfipojte zdroj

Nastavte zdroj na 150 V a spustte elektroforetické déleni — ,,RUN“

Doba déleniasi 1,5 h

VIZ https://youtu.be/XnEdmk1Sqvg

4. Pripravte vizualiza¢ni roztok — celkem 500 mL:

Na predvazkach navazit 250 mg diaminobenzidinu

Rozpustit v kadince na michacéce v 300 mL fosfatového pufru
Po rozpusténi prelit do odmérné banky a doplnit do 500 mL
Nalijte do nadoby pro vizualizaci gelu

Tésné pred pouzitim pridat 1,2 mL 30% peroxidu vodiku

5. Po ukonceni elektroforetického déleni:

Vypnéte a odpojte zdroj

Sundejte viko

Vyjméte drzdk s gely z elektroforetické vany

Pomoci skalpelu odstrarite kryt gelu a gel ponorte do nddoby s vizualizacnim roztokem
Vizualizace probiha asi 20-30 minut, poté gel opatrné vyjméte a poloZte na pfipravenou
sklenénou desku

6. Urcete typ fenotypu haptoglobinu pro jednotlivé vzorky

Vzorek Cislo 1 P 3 4 5 6 7 8 9 10

Fenotyp
haptoglobinu

2. Elektroforéza bilkovin séra (moce)

Princip: metoda slouZi k rozdéleni a kvantifikaci Sesti hlavnich frakci (albumin, alfal, alfa2, betal,
beta2 a gama frakce) proteint lidského séra pomoci elektroforézy na agarézovém gelu v prostredi
alkalického pufru (pH 8,5).

Viz pfiloZeny originalni navod vyrobce (14101 cz)!

Reagencie: Souprava Hydragel 30 B1-B2 (vyrobce Sebia):

Agarosovy gel, pfipraven k pouziti

Kontaktni prouzky, pufrované, pfipraveny k pouziti
Aplikatory vzork(

Filtracni papiry

Pracovni postup:

1. Migrace:

Zapnéte Hydrasys



https://youtu.be/XnEdmk1Sqvg

Vyberte program: ¢. 4 15/30 PROTEIN(E) B1-B2

Vybalte aplikatory (hifebeny) z krabicky

Polozte aplikatory na plochu pracovniho stolu Cisly (jamkami) smérem k sobé
Aplikujte 10 uL séra do kazdé jamky

Po aplikaci posledniho vzorku vlozte aplikator zuby smérem nahoru do vihké komdarky,
kde nechte séra dale difundovat do aplikatoru jesté 5 minut (po naneseni posledniho
vzorku)

Otevrete viko migrac¢ni komory a zvednéte nosic elektrod a aplikatord

Vybalte gel

Kratce odsajte prebytek roztoku z povrchu gelu tenkym filtraénim papirem

Aplikujte 200 pL destilované vody na migracni desticku, na ptedni ¢ast predtisténého
ramecku

Umistéte gel na desku do prostoru predtisténého ramecku

Ujistéte se, Ze pod gelem nezUstaly Zadné vzduchové bubliny!

Vybalte houbicky nasycené pufrem z baleni a umistéte je plastikovymi konci na kovové
trny do aplika¢niho rdmecku

Sklopte aplikaéni rdmecek do dolni pozice

Vyjméte aplikator z vihké komarky a odstrante z néj ochranny ramecek ze strany zub(
Umistéte aplikatory do pozice 3 a 9 v aplikacnim ramecku (Cisla vytiSténad, vyrazend na
aplikatoru vzork( musi vidy smérovat k obsluze)

Uzaviete kryt migracni komory HYDRASYSU

Zavrete viko migra¢niho modulu, zkontrolujte, Ze mate nastaveny program ¢. 4 15/30
PROTEIN(E) B1-B2 a zapnéte START

2. BARVENI: Kdy? je gel pFipraven pro barveni, vyjméte jej z migraéni komory a vloZte jej do
nosice gelu:

Otevrete nosic gelu

Polozte jej na desku stolu

Umistéte gel do drazek vyfrézovanych v nosici gel(i, tak aby citliva strana gelu smérovala
k vdm

Uzavrete nosic gelu a ujistéte se, Ze gel je spravné uchycen

VloZte nosic gelu s gelem do barvici komory

Vyberte barvici program (staining program) ¢. 1 PROTEIN(E) B1-B2

Po ukonceni barvici procedury vyjméte ususeny gel z barvici komory

3. VYHODNOCENI ELEKTROFOREOGRAMU

Elektroforeogram naskenujte
Provedte vyhodnoceni jednotlivych frakci pomoci programu PHORESIS u prvnich péti
vzork(

Vzorek €.

Albumin %

Alfal- globuliny %

Alfa2-globuliny %

Betal-globuliny %

Beta2-globuliny %

Gama-globuliny %

M-komponenta (+
pfitomna/- nepfitomna; %)




