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Pred z&atkem prace v laboratidby studenti ndli znat pravidla prace a bezpwsti v
Laboratdi molekularni biologie.

V laboratdi je zakazano jist, pit a ktit

Studenti musi mit pl&Stprezivky a rukavice.

Nepovolené experimenty jsodigre zakdzany.

Udrzujte laboratb¢istou a uklizenou.

Zkontrolujte istroje. Pokud je jakykoliv problém srtigtroji, nepouZivejte ho a
informujte Skolitele.

Pokud pi pouzivanicést vybaveni selZze, okamZiinformujte Skolitele. Nikdy se
nepokousejte wgSit problém sami, protoZe byste mohli zranit nejeloe ale i ostatni.
Pred odchodem z laborawpo sob uklid’ pracovni plochu.

Pred ochodem z labora®vyprete vSechny elektrickérfstroje a umyjte si ruce.
Pokud mate &aké pochyby, zeptejte se Skolitele.

Pozorr ctéte etikety.

Nikdy pitimo negicichavejte k latkam. fectéte si etiketu (pro zjighi obsahu). Nikdy
neochutnavejte chemikalie!

Zjistéte, kde je v laboratoumisen hasici pistroj a zdroj vody a jak je pouzivat.
Zamestnanci a studenti jsou povinni manipulovat jedgrat ttkavymi a pachnoucimi
latkami vyhrads v digestdi.

Pouzivané chemikalie a reagencie vracejte vZdyistonodkud jste je vzali.

Zvlastni opatrnosti jei¢ba dbat  manipulaci s otetenym ohg&m, hdalavinami,
Ziravinami a jedovatymi latkami.

Nehody nebo porani hlaste ihned Skoliteli a vijpad potreby poskytiite okamzig
prvni pomoc.

Reagenni roztoky se odlévaji z reagerich lahvi na stranodvracené od signatury
tak, aby se neposkodil Stitek na lahvicheny napis a s tim spojendipadna zarna
muze mit nebezmé nasledky.

Koncentrované kyseliny, zvl@kyselina sirova, seedi vliévanim kyseliny do vody.
Kyselina se filéva tenkym proudem a za stalého promichavaniokozsklernou
tycinkou.

S latkami drazdivymi, pachnoucimi a jedovatymi (naghlor, chloroform, sirouhlik,
aj.) a s latkami snadno v&fivymi (napé. benzin, aceton, aj.) se musi pracovat vidob
odsavané a zapojené digdsto

Toxicky i netoxicky odpad vyhazujte do nadob k toasenych!

VSichni, kt&i v laboratéi pracuji, budou respektovat vySe uvedena prawadtaidou
sefadre zapisovat do prezéni knihy.



Protokol pro ¢ipovou analyzu proteini

Zkontrolujte, zda Agilent DNA 1000 kit obsahuje nasedujici polozky

High Sensitivity Protein Chips  Reagencigpro separaci)

10 Cipti @ (red) Gel Matrix (1 lahtka)

1 Elektrodovygisti¢ @ (purple) Destaining Solution (1 |akkey)
(white) DNA Gel Matrix (3 lahwky)

Syringe Kit 3 Spin filtrani zkumavky

1 injektor

Princip analyzy

Agilent High Sensitivity Protein 250 kit obsahujgy a reagencie pro stanoveni protein

pomoci fluorescami barviky a naslednym genim velikosti a koncentrace. Pokyny pro
praci s Agilent High Sensitivity Protein 250 kitojs uvedeny manualu. Tento document
popisuje separaci a detekci¢ipové elektroforéze.

Kity pro stanoveni proteina
The Agilent High Sensitivity Protein 250 kit je mden pro stanoveni protéinanalyza
detekuje proteiny v rozpi molekulové hmotnosti od 10 kDa do 250 kDa.

Podminky pro skladovani kitu

* VSechny chemikdlie a sfsi, které jsou satasti kitu, uchovavejteipteplog -20°C, aby
nedochéazelo k jejich znehodnoceni

» Vzorkovy pufr, odbarvujici roztok, batkou zn&eny Zelbik a protein obsahujici barvici
sloZzky uchovavejte mimo stlo. Ochranné obaly odsitajte pouze fi pipetovani. Pokud
jsou tyto latky vystaveny stlu, dojde k jejich znehodnoceni.

Predpoklady pro spravny prabéh analyzy

» Instalace 2100 expert Software Revision B.02.06
e 2100 Bioanalyzer
« Cipova prajmovaci stanice

Pozadavky na material

* 0,5 ml mikrozkumavky

e Deionizovana voda

e Mikrocentrifuga

e \ortexer

e 1 M Dithiothreitol (DTT) roztok

* 0, 5 ml termoblok nebo vodni laze



1 Vymente injektor:
a VySroubujte pouzitou injektor z vika prajmovadrste.
b Uvolnéte pouzitou injektor ze svorky a vytite.
¢ Odstraite plastovy obal z nového injektoru a z@&sudo svorky.
d Vsuite do adaptéru a naSroubujte do prajmovaci stanice.

2 Nastaveni zakladni desky:
a Otewvetecipovou prajmovaci stanici zatahnutim zapadky.
b Za pouziti Sroubovaku povolte Sroubek na spodanstzakladni
desky.
c Zvedrete zakladni desku a u¥ee ot do polohy A, utahéte
Sroubek.

3 Nastaveni svorky na injektoru:
a Uvolnéte p&ku na svorce a poste ji na stedni pozici.

POZNAMKA : Pro kazdy kit vyméiite injektor.



Zachazejte a uchovavejte vSechny chemikalie podigukci uvedenych na etiketach
jednotlivych baleni.

Vyvarujte se blizkosti zdr@jprachu a jinych kontaminantv pribéhu analyz. Cizi
latky v reagenciich a vzorcich nebo kinpo v ¢ipu mohou narusSit spravny jiseh
analyz a ovlivnit vysledky.

Uchovavejte vSechnd&inidla a slodeniny @i teplog -20 °C, pokud je prav
nepouzivate.

VSechn&inidla a vzorky nechte ustalitgd pouzitim 30 minut v pokojové teptot
Barvicky a sngsi s barvicimi latkami chide pred sétlem. Ochranny obal sundavejte
pouze pi pipetovani. Barviky jsou rozkladany, pokud jsou vystavenygtiy a sniZzuje
se tak intenzita signal.

Pipetujte vzdy tak, aby Sfka pipety byla na dhjamky. Umiséni pipety na sinu
jamky miZe negativi ovlivnit vysledek.

S novym kitem vzdy pouzijte novouriiacku a novyistic elektrody

Pripravenycip pouZzijte nejpozéji do 5 minut, chemické latky se mohou vypeat a
mohlo by to negativhovlivnit vysledek. °

Pro analyzu v redukujicich podminkach je nezbyméfi roztok 1M DTT.

Vzorky musi byt ped analyzou rniadény, denaturované vzorky jiZz neéou byt
naredény.

Nedotykejte se Agilent 2100 bioanalyzéru vh@hu analyzy a nikdy ho neuntigte
na vibrujici povrch.



Priprava denaturovaného roztoku
1 Pridejte 3,5ul 1 M Dithiothreitol (DTT) roztoku do vzrokového

_ , _ S denaturing
pufru (100ul ") lahvicka s bilou etiketou), nebdigejte 3,5 Vol- salution
% do aligoty vzorkoveho pufru v redukujicich podkéch. V 3.5 pl DTT/water
neredukujicich podminkachigejte vodu namisto DTT. 100 pl sample
2 Vortexujte 5 s. buffer

Naredéni vzorki proteinu 1 pl sample/ladder
1 Pro gimou analyzu: nad’te vzorky a Zebk s vodou v poréru labeling reaction
1:200 in water.

199 pl water

2 Ozn&ené ndedné vzorky by mily byt ihned analyzovany.
Nepouzivejte je k analyzam po uskladn

Priprava vzorkua a Zel¥iku k analyze
1 Smichejte 41l oznaeného, ngedného vzorku proteinu sd denaturujiciho roztoku-
lahvicka s bilym Stitkem) v 0,5 ml mikrozkumavce.

2 Smichejte 41l oznaieného, ngediného vzorku Zeiiku s 2l 2 pl denaturing
denaturujiciho roztoku{  lakika s bilym Stitkem v 0,5 ml solution
mikrozkumavce. 4 pl labeled, diluted
3 Pripravené vzorky a Zétk z kroku 1 a 2 dejte na 5 min do vod sample/ladder

lazre nebo do termoblokuipteplog 95- 100°C for 5 min. Poté
nechte vychladnout.

4 Presuite do horni nadobky spin filtéai zkumavky. Tuto zkumavku dejte do centrifugy
a st@te 15 s.

Vzorky jsou gipraveny k naneseni r@p. Nékdy je vhodné ppravit si kazdy vzorek a
Zelrik dvou opakovanich.

NanaSeni gelu n&ip
1 Nastavte zakladni desku prajmovaci stanicealrice Aa pist zacvakite dostiredni
pozice.

2 VloZte novycip do prajmovaci stanice.

3 Pipetujte 121l gelu do jamky ozngené G.

4 Nastavte pist do pozice 1 ml a #ate prajmovaci stanici.

5 Zatlatte pist, dokud ho nezacvakne svorka¢kegte 90 s a
uvolnéte svorku.

6 Patkejte 5 s. Pomalu zataéte pist zgt do pozice 1 ml.

7 Otewvete prajmovaci stanici.

8 Pipetujte 12l gelu do vSech zbylych jamek ozeaych G.

9 Pipetujte 12ul odbarvovaciho roztoku do jamky ozeaé
DS.




Nanaseni Zebiku a vzorka na ¢ip

1 Pipetujte cely objem vSech denaturovanych wzodo
prislusnych jamekipu.
2 Pipetujte cely objem denaturovaného vzorku tikeb do

jamky oznaené¢ .
3 Umistte ¢ip do bionalyzéru a zadéte analyzu bhem 5
minut.

IWERNINE] Prace s chemikaliemi

PouZivejte ochranné pdaicky rukou a ¢i a dbejte pokyl bezpé&né prace v
laboratdi. Kit obsahuje nasledujici stassti, které jsou Skodlivé lidskému zdravi.
Lithium dodecyl sulfate (LIDS)v roztoku je Skodlivy

Fluorescetni barvika ma drazdivé dinky.




