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Elektroforéza je analyticka metoda
zalozena na rozdilné pohyblivosti nabitych
castic v elektrickem poli.

Pohyblivost castic zavisi na:
* velikosti naboje

* velikosti Castice

* vlastnostech prostredi



Troska historie

»Stanoveni koncentrace celkovych bilkovin
»Stanoveni koncentrace jednotlivych bilkovin
» Stanoveni izoenzymu, lipoproteindg,.....
»Prukaz a kvantifikace patologickych bilkovin

Od ELFO na ,papiru® pfes EID, IELFO., ... k
imunofixaénim technikam a ?
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Neni ELFO metoda: Radialni imunodifuze dle Manciniové (RID)

shpinbnnnninhbiin) 4

SR e __,
caketovs
mmunoelektroforéza |esesesessssse

12 34567800

Elektroimunodifuze dle Laurella 5



Vyuziti pro stanoveni:

e Bilkovin v séru, moci, likvoru
* |zoenzymu

* Lipoproteinu

* Hemoglobinu

* DNA,...



1.Z0nova

2.Imunofixace

3.1zoelektricka fokuzace

4.\/olna

5.Dvojrozmerna (two-dimensional)

6.lzotachoforéza

/. Imunoelektroforéza

8. Elektroimunoassay

9. Imunobloting/ Western Blotting



Zonova elektroforéza- nosice:

- Papir

- Acetatcelulozove folie

- Agarozovy gel

- Skrobovy gel

- Polyakrylamidovy gel
(PAGE,polyacrylamide gel electrophoresis)
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Automaticky elektroforeticky pristroj
Hydrasys (Sebia,Francie













HYDRAGEL PROTEIN(E) 15/30 sebia
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IMMUNOFIXACE
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Faze pri imunofixaci

Elektroforeza
Aplikace specifickych antisér

(proti t€zkym fetézcum IgG, IgA, IgM a lehkym
vazanym i volnym kappa lambda fetézcim)

Odstraneni nezreagovanych bilkovin

Barveni precipitatu,promyvani a
vysuseni

Hodnoceni

17



HYDRAGEL 4 IF sebia
ELP G A M K L ELP G A K L
Serum 3 Sarum 4
o o
— -
— —
— e
Serum 1 Serum ?
- —
—
- I B
— — - ——
ELP G A M K L ELP G A L

18



HYDRAGEL 4 BENCE JONES
ELPGAM K . frlge fr|ée

ELP GAM K L K L
free free

Ech. / Sample 3

Ech. / Sample 4

" e

Ech. / Sample 1

Ech. / Sample 2

ELP GAM K L K L
libre libre

ELP GAM K L K
libre libre

19



PROTEINURIE
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HYDRAGEL 5 PROTEINURIE
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LIPOPROTEINY

22



HYDRAGEL LIPO + Lp(a) 15/30 sebia
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IZOENZYMY
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HYDRAGEL ISO CK/LD 15/30 sebia
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HYDRAGEL ISO CK/LD 15/30
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IZOELEKTRICKA FOLUZACE
(IEF)



* |EF je technika rozdelujici bilkoviny podle
jejich izoelektrickych bodu

* Deleni probiha v linearnim pH gradientu
vytvorenem amfolyty

* Nosicem je agarozovy nebo polyakrylamidovy
gel
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Priklad vyuziti IEF
Stanoveni oligoklonalnich pasu IgG v likvoru

e Bez zahustéeni likvoru

* Soucasne se analyzuje serum a likvor (ve
stejné koncentraci)

 Imunochemicka detekce a barveni
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Stanoveni oligoklonalnich IgG pasu v
likvoru a v krevnim séru metodou
izoelektrické fokuzace s naslednym
Imunofixacnhim barvenim umoznuje
kvalitativni vyjadreni intratekalni syntezy
1gG.
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HYDRAGEL 9 CSF ISOFOCUSING sebia
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Typ 1 |Normalni nalez | Stejny polyklonalni obraz v likvoru
avseru
Typ 2 |1gG intratekalni | Oligoklonalni pasy v likvoru a zadné
syntéza VvV seru
Typ 3 |1gG intratekalni | Oligoklonalni pasy v likvoru a
syntéza soucasne nektere identicke pasy v
séru
Typ 4 |Bez intratekalni |Zrcadlovy obraz- identicke pasy
syntezy v likvoru 1 v séru
Typ 5 |Bez intratekalni |Paraproteinovy obraz- identicke

syntezy

pasy IgG v kratkem useku pH
gradientu
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PAGE

Déleni latek nejenom na zakladée velikosti
elektrickeho naboje, ale | podle velikosti molekul

Gradient hustoty polyakrylamidového gelu

Pridavek SDS (laurylsiran sodny/dodecylsulfat
sodny)zpusobi, Zze vSechny molekuly maji témer
stejny el. naboj a deli se jen podle velikosti svych
molekul
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Imunobloting/ Western Blotting
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Imunobloting/ Western Blotting

Rozdeleni v gelu

Prenos na nitrocelulozovou membranu obvykle
elektrickym proudem

Reakce prenesene latky v membrane s Cinidlem
obsahujicim protilatku

Metoda je vhodna pro detekci jednotlivych
bilkovin ve smeési
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Dvojrozmerna elektroforéza
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Kapilarni elektroforeza
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Kapilarni elektroforeza

< Je technika zalozena na principu
elektrokineticke separace v kapilare
malého vnitfniho prumeéru (méné nez 100
um), naplnene elektrolytem pri vysokem
napéti (7 700 V).

< \Vysledkem je rychla a velice ucCinna
separace molekul s vybornym rozlisenim.
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PRINCIP KAPILARNI ELEKTROFOREZY

DETEKTOR

B D I 3 OB

£0roj vysokehg
napeti

<

Migrace

Kontrolovana teplota

D D D OB 0O B B O B0 B B O D O D EXD O E3




CAPILLARYS
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