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Elektroforetické stanoveni
Isoenzymu laktatdehydrogenasy

Roman Kandar
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« Prvné, cojsouto isoenzymy
— NejjednoduSeji Fe€eno: katalyzuji stejnou reakci, ale maji odliSnous  trukturu

— ProtoZe maiji jinou strukturu, daji se jednotlivé is  oenzymy rozliSit separa €nimi
metodami, nap Fiklad elektroforesou

— Casto byvaji organov & specifické, a to je pro diagnostiku velmi vyznamné

— TakZe néco k isoenzym am laktatdehydrogenasy
» Tetramer sloZeny z podjednotek Ha M
— LD1 (H,): myokard, erytrocyty
— LD2 (H3M): RES
— LD3 (H,M,): plice
— LD4 (HMy): ledviny, placenta, pankreas
— LD5 (M,): jatra, kosterni sval

» Jestlize nam éFime zvySenou katalytickou koncentraci celkové LD a
poté zjistime, Ze procentualn é toto zvySeni odpovida hlavn & LD1, pak
je pravd épodobn & problém se srdcem
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* Nyni k vlastnimu elektroforetickému stanoveni isoen zymu LD
e Pro stanoveni pouzijeme komer €ni set od firmy SEBIA

— Tak vypada set
» Krabice s gely a lahvi €kami s chemikaliemi

« K dispozici budete mit navod, zde vam nabizime jedn  oduchy postup doprovazeny
ilustra énimi fotografiemi
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 Vyméte gel

— Gel musite vyjmout opatrn & tak, aniz se vrstvy gelu (ta popsana ¢ast) dotknete

* Nyni odsajete p Febyte €ny uchovavaci roztok (filtra énim papirem, tzv. ,kolébkovym*
zpusobem). Filtra €ni papir p Filozte na gel jen na kratkou dobu (n  ékolik sekund, az
~Zmokva")
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e Do spodnit fetiny nosi €e aplikatoru vzork u naneste 120 ul deionizované vody (bez bublin,
formou ¢ary) a umist éte gel tak, aby pod nim nebyly bubliny

e  Aplikujte 10 pl jednotlivych vzork G sér do jamek aplikatoru vzork G béhem 2 minut (pouzijte
tzv. ,reverzni“ zp Usob pipetovani)
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e Odlomte spodni rame ¢€ek aplikatoru vzork 0 a vlozte aplikator do nosi  €e aplikatoru vzork U
(pozice 6, €isla museji sm érovat k vam)

e Opatrn é spus t'te aplikator vzork 0 na gel tak, aby se ,h Febinek" pouze opatrn é dotkl gelu
(nesmite gel ,prorazit*!) a nechte sérum difundova tdo gelu p resné 5 minut

« Poté umist éte gel do elektroforetické vany
e Polarity musi souhlasit a gelem dol G (ta €ast, kde jsou naneseny vzorky)
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*  Propojte elektroforetickou vanu se zdrojem
— Podminky migrace: t = 25 minut; U =80 mV; |l =10 mA
— Pr¥iprava pufru: 30 ml koncentratu + 270 ml deionizova  né vody
— Do kazdé komory elektroforetické vany po 150-ti ml pufru

 Asi 5 minut p Fed ukon éenim migrace si p Fipravte roztok substratu (do lahvi  €ky s
lyofilizovanym substratem p  Fidejte 2 ml roztoku pro substrat). Opatrn & promichejte
nékolikerym oto €enim lahvi €éky (roztok nesmi zp énit!)
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* Po ukon €eni migrace umist éte gel do inkuba €éni misky

— Do spodni t Fetiny naneste 120 ul deionizované vody (bez bublin, formou  €ary) a
umist éte gel tak, aby pod nim nebyly bubliny
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— Na gel opatrn é aplikujte roztok substratu (nejlépe pipetou)

— Prikryjte filtra énim papirem, uzav rete misku a nechte inkubovat v termostatu (51  °C, 30
minut)
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 Poinkubaci sejm éte viko a nechte vytemperovat p i pokojové teplot é (asi 5 minut)

e Opatrn é stahn éte filtra €ni papir a vloZte na 5 minut do ,,zastavovaciho“roz  toku (tma)
— Priprava: 3 ml zasobniho roztoku + 300 ml deionizovan € vody

e Pak vloZte na 1 minutu do deionizované vody (tma)
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e Lisovani gelu
— Gel polozte na sklen énou desku, p Fikryjte prvn & tenkym filtra énim papirem, poté
silnym filtra énim papirem a nakonec 1-kg zavazim

— Nechte lisovat 10 minut

S -
'
I. %
. v
MINISTERSTVO SKOLSTVI OF Vigbtivani Pardubice
EVROPSKA UNIE i’ VLADEZE A TELOVYCHOVY | pro keakurenceschopaost
NVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVAN
Tento projekt je sp financovan Evropskym socidlr fondem a stacnir zpoétem Ceské republiky



INCHEBIO - Inovace studijnich programi Specidlni chemicko-biologické obory na Univerzité Pardubice CZ.1.07/2.2.00/07.0139

 Gel ususte (80 C)
 Nakonec vyhodno t'te denzitometricky
— Jak pracovat s denzitometrem, vam bude sd  éleno p fi laboratornim cvi €eni

HYDRAGEL 7 ISO CKALD
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