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• Prvně, co jsou to isoenzymy
– Nejjednodušeji řečeno: katalyzují stejnou reakci, ale mají odlišnou s trukturu
– Protože mají jinou strukturu, dají se jednotlivé is oenzymy rozlišit separa čními 

metodami, nap říklad elektroforesou
– Často bývají orgánov ě specifické, a to je pro diagnostiku velmi významné

– Takže něco k isoenzym ům laktátdehydrogenasy
• Tetramer složený z podjednotek H a M

– LD1 (H4): myokard, erytrocyty
– LD2 (H3M): RES
– LD3 (H2M2): plíce
– LD4 (HM3): ledviny, placenta, pankreas
– LD5 (M4): játra, kosterní sval

» Jestliže nam ěříme zvýšenou katalytickou koncentraci celkové LD a 
poté zjistíme, že procentuáln ě toto zvýšení odpovídá hlavn ě LD1, pak 
je pravd ěpodobn ě problém se srdcem



• Nyní k vlastnímu elektroforetickému stanovení isoen zymů LD
• Pro stanovení použijeme komer ční set od firmy SEBIA

– Tak vypadá set
• Krabice s gely a lahvi čkami s chemikáliemi

• K dispozici budete mít návod, zde vám nabízíme jedn oduchý postup doprovázený 
ilustra čními fotografiemi



• Vyjm ěte gel

– Gel musíte vyjmout opatrn ě tak, aniž se vrstvy gelu (ta popsaná část) dotknete
• Nyní odsajete p řebytečný uchovávací roztok (filtra čním papírem, tzv. „kolébkovým“ 

způsobem). Filtra ční papír p řiložte na gel jen na krátkou dobu (n ěkolik sekund, až 
„zmokvá“)



• Do spodní t řetiny nosi če aplikátoru vzork ů naneste 120 µl deionizované vody (bez bublin, 
formou čáry) a umíst ěte gel tak, aby pod ním nebyly bubliny

• Aplikujte 10 µl jednotlivých vzork ů sér do jamek aplikátoru vzork ů během 2 minut (použijte 
tzv. „reverzní“ zp ůsob pipetování)



• Odlomte spodní ráme ček aplikátoru vzork ů a vložte aplikátor do nosi če aplikátoru vzork ů 
(pozice 6, čísla musejí sm ěřovat k vám)

• Opatrn ě spus ťte aplikátor vzork ů na gel tak, aby se „h řebínek“ pouze opatrn ě dotkl gelu 
(nesmíte gel „prorazit“ !) a nechte sérum difundova t do gelu p řesně 5 minut

• Poté umíst ěte gel do elektroforetické vany
• Polarity musí souhlasit a gelem dol ů (ta část, kde jsou naneseny vzorky)



• Propojte elektroforetickou vanu se zdrojem
– Podmínky migrace: t = 25 minut; U = 80 mV; I ≈ 10 mA
– Příprava pufru: 30 ml koncentrátu + 270 ml deionizova né vody
– Do každé komory elektroforetické vany po 150-ti ml pufru

• Asi 5 minut p řed ukon čením migrace si p řipravte roztok substrátu (do lahvi čky s 
lyofilizovaným substrátem p řidejte 2 ml roztoku pro substrát). Opatrn ě promíchejte 
několikerým oto čením lahvi čky (roztok nesmí zp ěnit !)



• Po ukon čení migrace umíst ěte gel do inkuba ční misky
– Do spodní t řetiny naneste 120 µl deionizované vody (bez bublin, formou čáry) a 

umíst ěte gel tak, aby pod ním nebyly bubliny



– Na gel opatrn ě aplikujte roztok substrátu (nejlépe pipetou)

– Přikryjte filtra čním papírem, uzav řete misku a nechte inkubovat v termostatu (51 °C, 30 
minut)



• Po inkubaci sejm ěte víko a nechte vytemperovat p ři pokojové teplot ě (asi 5 minut)
• Opatrn ě stáhn ěte filtra ční papír a vložte na 5 minut do „zastavovacího“ roz toku (tma)

– Příprava: 3 ml zásobního roztoku + 300 ml deionizovan é vody
• Pak vložte na 1 minutu do deionizované vody (tma)



• Lisování gelu
– Gel položte na sklen ěnou desku, p řikryjte prvn ě tenkým filtra čním papírem, poté 

silným filtra čním papírem a nakonec 1-kg závažím
– Nechte lisovat 10 minut



• Gel usušte (80 °C)
• Nakonec vyhodno ťte denzitometricky

– Jak pracovat s denzitometrem, vám bude sd ěleno p ři laboratorním cvi čení


