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Historicky prehled

prvni elekiroforetické separace Smirnow,Hardy

regula¢ni frunkce Kohlrausch
volna elektroforéza Tiselius
(1948 Nobelova cena)
izoelektricka fokusace Vesterberg, Svensson
kapilarni elektroforeza v rotujici
1 - 3 mm kfemenne kapilare Hjerten
SDS PAGE Laemmli
2D-clektroforéza O Farrell

1sotachoforéza Everaerts, Mikkers



Elektroforéza

Elektromigracni separacni metoda

Princip:

vyuziti rozdilné pohyblivosti (migrace)
nabitych ¢astic (iontd) v elektrickém
poli. Pri elektroforéze se jedna o
mechanicky prenos hmoty vlivem
pusobeni elektrickeho pole.




Princip elektroforezy

Elektroforéza vyuziva schopnosti nabitych Castic pohybovat
se v elektrickém poli. Toto elektricke pole je vytvoreno
vlozenim konstantniho stejnosmérného napéti mezi dvé

elektrody .
Electric Fild

Na nabitou Castici o naboji Q

pusobi v elektrickém poli

o intenzite E dve sily:

> elektrostaticka sila F1- L
ktera ji uvadi do pohybu Forc
» odpor viskozniho prostredi F2
ktery ji brzdi

rdation Force



Princip elektroforezy

* hnaci silou pohybu Ccastice je rozdil mezi
elektrostatickou silou F1 a odporem prostredi
F2.

« v pocatecnim okamziku je rychlost v nulova,
castice je uvedena do pohybu elektrostatickou
silou F1.

« v rostouci rychlosti v roste sila F2 (odpor
prostredi) tak dlouho, az se obé sily pusobici na
castici vyrovnaji a nastane stacionarni stav:

CF1=F2; QE = kv>




Elektroforeticka pohyblivost - p

Rychlost pohybu urcité Castice v elektrickem poli o jednotkove

intenzité je definovana jako elektroforeticka pohyblivost p

Ve stacionarnim stavu: F1 =F2; QE = kv,

kde: k=6T11rn a E=1 [Volt/cm] elektroforeticka pohyblivost:
ELECTRIC FIELD
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Technickeho usporadani elektroforeticke

onstantni proud nebo

onstantni napet

aparatury
Power source
O (') Sample wells in gel
Gel slab :
- ) — — — B x'
5 |Napajeci zdroj viozen | Electrolyte, /=7
solution 4

Y : %

i
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Napajeci zdroj

* Funkce: dodani elektricke energie.

* napajeci zdroje umoznuji provoz v
podminkach konstantniho proudu,
napeéeti nebo vykonu, které jsou
nastavitelné.

* PFi prutoku proudu elektrolytem vzika tzv.
Joulovo teplo: H(heat)= (E)(I)(t)

Kde: E =napeti (V), |=proud (A), t=cCas (s)



Pufry pri elektroforéze

Funkce pufru:

* nese viozeny proud

« stanovi pH, pri kterém probiha elektroforeticke deleni
« urcuje vysledny elektricky naboj rozpustené latky

lontova sila pufru ovlivnuje :

» vodivost nosného media

 tloustku iontoveé atmosféry okolniho naboje molekuly
* rychlost migrace

 ostrost elektroforetickych zon



Rozdeleni elektroforetickych technik

Katoda Anoda

* Volna elektroforéza il
provadi se ve vodnych roztocich, kde E.ektm.ytvl
astice putuji smérem k elektrodé |

S opacnou polaritou.

_—

« Zénova (zonalni) elektroforéza na
nosicich

Pro zonovou elektroforézu se vyuzivaji
nosice



Zonova elektroforéza

* nosice pro zonovou elektroforézu jsou
nerozpustné ve vode, porézni, s co neimensi
absorpcni schopnostmi.

* prvnimi pouzitymi nosici byly neklizeny
(chromatograficky) papir, acetat celuldzy, skrob
a celuloza.

* Vv soucasne dobe se jako nosiCe pouzivaji
hlavne gely — agarézovy (AGE) a
polyakrylamidovy gel (PAGE).

Pri priprave gelu je mozneé ovlivhovat stupen
polymerace (zesitovani) - tedy velikost poru.



Zonova elektroforéeza

Rychlost migrace proteinu zavisi na téchto
faktorech:

« Elektricky naboj molekuly
Velikost a tvar molekuly
Sila elektrického pole
Vlastnosti nosného média
* Teplota

Proteiny s rozdilnou pohyblivosti migruji v gelu
jako pasy (bandy).




Elektroforeza v agarozovem gelu

linearni polysacharid, jehoz zakladni strukturni jednotka
je slozena z D-galaktosy a 3,6-anhydro-L-galaktosy

« priprava tzv. gelifikaci agarozy. agardoza ma za nizsich
teplot podobu gelu, gelifikuje pisobenim vysSi teploty.

 Bod tani zavisi na koncentraci a typu agarézy asi 85-
100 ° C, gelifikace pri poklesu teploty pod 45-50 ° C.

* nejCastéji se pouziva 1-2 % gel agarozy
« velikost péru v gelu zavisi na koncentraci agarozy,
typicky se pohybuje mezi 100 - 300 nm.
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Elektroforeza v polyakrylamidovem
gelu

» fyzikalni vlastnosti gelu a velikost poru
jsou dany podilem polyakrylamidu v
gelu a stupnem jeho zesit'ovani.

* nejcasteji pouzivané koncentrace
polyakrylamidu jsou 5-15%, pricemz
koncentrace n, n'-
methylenbisakrylamidu je obvykle 5%
celkového mnozstvi akrylamidu.

* nevyhodou je vysoka toxicita akrylamidu
n,n"-metylenbisakrylamidu.



Hlavni typy gelove elektroforézy

Gelova nedenaturacni elektroforéza
* Nativni gelova elektroforéza

Gelova denaturacni elektroforéza
« SDS gelova elektroforéza

Kontinualni zonova elektroforéza
Diskontinualni zonova elektroforéza



Gelova nedenaturacni elektroforéeza

Nativni gelova elektroforéza

* probiha bez denaturacnich cCinidel

* nekdy jsou pouzivany relativne vysoke,
nebo nizke hodnoty pH

* migrace proteinu gelem zavisi na jejich
naboji, velikosti a tvaru.

 citlivost elektroforézy je dana
charakterem poru gelu



Nativni gelova elektroforeza

Faktory ovlivnuji mobilitu proteint v nativnhim gelu:

1.

. Velikost a tvar proteinu

Naboj proteinu:
sekvence aminokyselin — pocCet kyselych a bazickych zbytkUu
pH roztoku

tfirozmeérna struktura proteinu

o

Anade
L e

v

S

Koncentrace a stupen zesit'ovani gelu
gel obecné snizuje mobilitu proteind, v zavislosti na jejich volné
pohyblivosti (bez pfritomnosti gelu)
vetSi molekuly jsou gelem ovlivheny vice nez mensi molekuly

sloZeni gelu muze byt ovlivnéno tak, Ze déleni probiha na zakladé
rozdilné velikosti molekul



Gelova denaturacni elektroforéza

SDS gelova elektroforeza

« proteiny jsou denaturovany dodecylsiranem sodnym
(SDS) a b - merkaptoetanolem

* Proteiny jsou separovany podle své molekulove

hmotnosti % %}
P }% Var s EDSamﬂkapmeleﬂ
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native protein "«-Inlﬂl-':ul-
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CH3-(CH;),0-CH,-0O-SO5 Na* Eltkctr{:forezanapohakrlam_l ovém gela
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denatured by SDS + mercaptoethanol
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Aparatura pro SDS-PAGE



SDS gelova elektroforéeza

SDS je anionaktivni detergent,
ktery nese pomerne vysoky
naboj, a proto ve vazbe na
bilkovinu vyrovnava nabojove
rozdily bilkovin, které se potom
pohybuji v gelu jen podle
velikosti.

Vzorek proteinu se zpracuje s
tzv. vzorkovym pufrem -
obsahuje SDS a redukcEni Cinidlo
b-merkaptoethanol.

Pusobenim téchto latek dojde k
rozruSeni kvarterni, terciarni a do
znacneé miry i sekundarni
struktury.

Proteins P, 55
Folded with positive "™} B
and negative charges § tp
- « ¥ .85 !Disulfide bond
| |
Reduced by 2-mercaptoethanol
(disulfide bonds are reduced) =
&8 — |8 H&1 X -
| SDS with negative charge
Unfolded to a linear structure with negative charge proportional
o the polypeptide chain length

Molecular weight markers



SDS gelova elektroforéeza

VSechny bilkoviny vazi SDS v konstantnim pomeéru, asi
1,4g SDS na 1g bilkoviny, a tim charakteristicky méni
svou konformaci.

Vysledné komplexy SDS-bilkovina:

* maji stejnou hodnotu povrchovéeho naboje

« konformace bilkovin se do jiste miry unifikuje

* relativni molekulova hmotnost bilkoviny odpovida
velikosti jejiho komplexu s SDS.

Hydrophobic "tail" \\';/ Polar "head" .- L e LL:L_L_?;%E




SDS gelova elektroforéza

Pro vlastni odhad molekulové hmotnosti neznameho
proteinového vzorku se pouzivaji komercni smési proteinu

standardy.

Protein Protein

X

l

Y

l

MW

Markers

l

s 50 000

mm 72 000
mmm 55 000

45 000
m— 435 000

w30 000

Cathode side

Polyacrylamide gel Low molecular weight

Anode side



Hlavni typy gelove elektroforézy

Kontinualni zénova elektroforéza

* Jde o0 nejbezngjsi typ elektroforezy, kdy
vlastni separace probiha v jednom mediu
a vetsinou v jedinem typu pufru

Diskontinualni zonova elektroforeza

* Pro separaci se pouzivaji gely o rizné
koncentraci, pufry s gradientem pH



Kontinualni zonova elektroforéza

proteiny migruji v zone, ktera je minimalne tak
Siroka jako je vyska vzorku v gelove jamce pri
naneseni. Z toho duvodu jsou pak proteinové
pasy v koneéném vysledku hure rozliSené.

slozeni elektrodového a gelového pufru je
stejné. tuto techniku nelze pouzit pro velmi
zfedene vzorky.

kontinualni elektroforéza muze probihat na
kteremkoliv typu gelu - typicka je predevsim pro
agarozove gely.



Diskontinualni zonova elektroforéza

diskontinuita muze byt jak v koncetracich gelu,
tak predevsim v pH a iontove sile.

dnes hlavni elektroforetickou technikou pro
analyzu proteinu

oproti kontinualni elektroforéze ma vysoke
rozliseni a citlivost.

pouziva se dvou gelu tzv. koncentrujiciho
(,,stacking“) gelu nahore a separac¢niho
(,,running®) gelu dole.



Diskontinualni zonova elektroforéza

Stacking Ge\xh l ‘ ‘

Separating Gel~
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Rozdeleni dle usporadani
(orientace nosného media)

* Vertikalni gelova elektroforéza
* Horizontalni gelova elektroforéza

Power source

A
Electrolyte , /7
solution W =




Zpracovani gelu po separaci - barveni gelu

* Po probehnuté elektroforéze je nutné gel rychle susit
nebo fixovat fixacnim roztokem ( obsahuje kyselinu,
napr.kys. octova)- dojde k denaturaci proteinu a jejich
imobilizaci v nosném medii aby se zabranilo difuzi
jednotlivych zon.

« Dale je nutné gel obarvit, aby doslo k vizualizaci
jednotlivych proteinovych frakci. Po promyti prebytku
barviva, se gel susi.

« Mnozstvi barviva, které se béhem barveni vaze na
proteiny zalezi na mnoha faktorech. Je ovlivneno typem
proteinu nebo stupnem denaturace pfi fixaci.



Zpracovani gelu po separaci -
barveni gelu

f— e s = e e L |

Barva pouZiti Ao
[nim]

Amidocern 10B B2

Coomassie Brilant Blu B-250 barveni proteind S50

Coomassie Brilant Blu (5-250 S55

Fast Grean b1

Acid violet Imunoelektroforeza

Alcian Blu qlykoproteiny b3l

Slykoproteiny glykoproteiny
Easic Fuschin bohate na sialovou kys., S5[0
nukleové kys.

Pethyl Green B35

Ethidium Bromide LA,

(Fluorimetricka detekce)

Bromcresol Green

fethylene Blue bbo

Fyrinin % A, S0

Toluidine Blu O

20




Vyhodnoceni elektroforeogramu —

detekce a kvantifikace

Po elektroforeticke separaci a barveni, je mozné
kvantifikovat jednotlive zony jako procentualni
podil primou denzitometrii.

Denzitometr je pristroj, ktery slouzi k vyhodnoceni
hustoty zbarveni v plosném usporadani. Jedna se
o postup, ktery je podobny fotometrickemu
stanoveni (liSi se v usporadani), zaznamenava
menici se hodnotu absorbance v zavislosti na
intenzite zbarveni.



Vyhodnoceni elektroforeogramu —
detekce a kvantifikace

- Pri denzitometrii se meri intenzita zareni prochazejiciho
pruhlednou plochou, ziskava se graficky zaznam
fotometrovanéeho useku.

* Jednotlive frakce delene smesi tvori na zaznamu v
idealnim pripade soumerné krivky zvonovitého tvaru.

* Plocha po kfivkou téchto piku pfipadajici jednotlivym
frakcim, je umerna relativnimu zastoupeni jednotlivych
frakci v delené smesi. (\

Albumin o o B ¥




Vyhodnoceni elektroforeogramu —
detekce a kvantifikace

» Elektroforeogram se automaticky posunuje nad
sterbinou, kterou prochazi svetlo zvolené vinové délky
(400 — 700 nm), v misté frakci dochazi k ¢astecné
absorpci zareni — to se projevi pri dopadu na detektor.

* Po zpracovani signalu integratorem ziskame Ciselne
vysledky jednotlivych frakci.

Barva e
[nrn]

Amidocera 10B B20

Coomassie Brilant Blu E-250 S50

Coomassie Brilant Blu 5-250 S55

Fast Green B10

Acid violet

Alcian Blu B30

Basic Fuschin ataill

hethyl Green B35

Ethidium Bromide

IFluorimetricka detekce)

Bromcresaol Green

hethylene Blue bh5S

Pyrinin 510

Toluidine Blu O B20




Zakladni elektroforeticke techniky

 |zoelektricka fokusace (IEF)
* Dvojrozmerna elektroforéeza (2-DE)

« Kapilarni elektroforeza (CE = capillary
electrophoresis)



Izoelektricka fokusace (IEF)

« Metoda IEF se pouziva k separaci amfoternich latek -
aminokyseliny, peptidy a proteiny.

« V zavislosti na pH maji amfoterni molekuly kladny nebo
zaporny celkovy naboj (,net charge®).

* Pro posouzeni tohoto naboje pfi riznych hodnotach pH
je dulezita hodnota isolektrického bodu (pl).

®
NH(;B NH . NH, .
| . |
R—C—c7 i H—C—C: — R—C—C7
| OH | 0@ 0
H H H



Izoelektricka fokusace (IEF)

vyuziva gely s velkymi pory, které obsahuji smes
syntetickych alifatickych polyamino-polykarboxylovych
skupin, které se oznacuji jako nosné amfolyty.

jsou voleny tak, ze pokryvaji siroky rozsah
izoelektrickych bodu. Jakmile gel pfipojime ke zdroji
elektrickeho napeti, amfolyty vytvori stabilni linearni

LA 4 4

nejvyssi pri katodé.

Stabilita amfolytu v gelu je zajisStovana silnou kyselinou
(anoda) a silnou zasadou (katoda).
Anodovy roztok je kysely (k. fosforeCna, k. octova,

kysely pufr), katodovy roztok je bazicky. (NaOH,
triethylamin, bazicky pufr)



Izoelektricka fokusace (IEF)

Proteiny se po naneseni na gel budou pohybovat pH
gradientem az do mist, kde se pH gelu vyrovna s jejich
izoelektrickym bodem (pl).

V tomto bodée je protein elektricky neutralni — jakmile by
se z teto polohy vychylil na jakoukoli stanu, ziskal by
kladny, nebo zaporny naboj a vratil by se zpet.
Vysledkem jsou velmi uzké zony na gelu (odtud nazev
Jokusace" - ,zaostrovani").

rozliSovaci schopnost této metody vysoka a Ize ji
oddelit i proteiny, lisici se o 0,01 jednotky svych pl.
Proteiny, ktere se lisi nabojem, ale maji prakticky stejnou
molekulovou hmotnost (napr. izoenzymy), Ize separovat
pouze |IEF.



Izoelektricka fokusace (IEF)

IEF se obvykle provadi v 3-4% polyakrylamidovych
gelech, nebo v agarose.

Do roztoku pro pripravu gelu se pridavaji amfolyty v
koncentraci 2-2.5%

Jedna se 0 smes nizkomolekularnich oligoamino-
oligokarboxylovych kyselin, které maji rozdilné pl
hodnoty.

Gradienty se tvori nejCasteji v rozmezi pH 3-10, nebo v
uzsim.

Jinou moznosti tvorby gradientu je pouziti immobilinu.
Gradient je v tomto pripade immobilizovan v gelu, toho
se dosahuje pouzitim akrylamidovych derivatu
obsahujicich ionizovatelné skupiny s pufrujicimi
vlastnostmi.




Izoelektricka fokusace (IEF)

Imobilizovany pH gradient v polyakrylamidovém gelu

s disociovatelnymi karboxy- a aminoskupinami, R= kysela nebo

bazicka pufrujici skupina
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Izoelektricka fokusace (IEF)

 |soelekticka fokusace se provadi ve vertikalnim
usporadani.

« Hotoveé IEF gely s amfolyty nebo immobiliny se dodavaji
komercne spolu s pfristroji pro automatizovanou IEF.

* Vzorky se obvykle nanaseji na katodove strane.

+ + *
pH 2
- P O
= pH=pl
1 O+ Qe —
}_
5 o e — T=7
a
<C
%
O

v pH1o



Dvojrozmerna elektroforéeza (2-DE)

* je analyticka a preparativni technika

* metoda je schopna ucinné separovat
komplexni smesi bilkovin.

» 2-DE je klicovou technikou proteomiky

Poprvé byla popsana jizvr. 1975 (O’'Farrelem a
Klosem), rozsirena byla az s rozvojem proteomiky
v poslednich letech.

Proteomika je obor, ktery se zabyva globalnim
hodnocenim exprese geneticke informace na
urovni bilkovin (proteomem), rovnez vsak
zkouma strukturu a interakce proteinu.



Dvojrozmerna elektroforéeza (2-DE)

Podstatou 2-DE je vyuziti dvou odlisnych fyzikalne
chemickych vlastnosti proteinu:

* V prvnim rozmeru jsou proteiny rozdéleny podle jejich
izoelektrického bodu (pl) - pomoci izoelektricke fokuzace
(IFE)

v druhém rozmeru se proteiny deli v zavislosti na jejich
molekulové hmotnosti pouzitim elektroforézy
Vv polyakrylamldovem gelu a SDS (SDS -PAGE).

First dimension Second dimension

Isoelectric Gel rod rebuffered SDS polyacrylamide
focusin g in SDS buffer gel electrophoresis

—— Sample pH 3 S pH 10

First separation

Second separation
0
'
[]




Dvojrozmerna elektroforéza (2-DE)

Vizualizace: barveni 2-DE gelu

* proteiny jsou vizualizovany nekterou z barvicich Ci
znacicich metod (chemickych nebo radioaktivnich).

« Vysledné "mapy" proteint Ize porovnavat napr. mezi
experimentalnim a kontrolnim vzorkem nebo mezi
vzorky odebranymi od pacientl s konkrétnim
onemocnénim oproti zdravym kontrolam a identifikovat
tak odlisne exprimovaneé proteiny, ktere mohou mit
souvislost s patogenezi daného onemocnéni.

* Proto je treba overit identitu techto odlisnée
exprimovanych proteinu, nejcasteji pomoci "vyriznuti”
oblasti gelu vykazujici odlisnost a jeji naslednou analyzu
pomoci hmotnostni spektrometrie.



Dvojrozmerna elektroforéeza (2-DE)

IZOELEKTRICKA FOKUSACE

Ok

SDS - PAGE

HMOTNOSTNI SPEKTROMETRIE



Dvojrozmerna elektroforéeza (2-DE)

Nevyhody:
« problematicka analyza: velmi zasaditych

proteinu, proteinu malo rozpustnych ve vodné
fazi a membranovych proteinu

 sensitivita (proteiny pritomné ve velmi nizkych
koncentracich vyzaduji specialni typy barveni),

* reproducibilita mezi gely

« Spatna automatizovatelnost - ve srovnani s
obdobnymi technikami pro nukleove kyseliny



Kapilarni elektroforeza (CE =
capillary electrophoresis)

Zvlastnim zpusobem elektroforézy je tzv.kapilarni
elektroforéza, ktera vyziva elektrokinetickych
principu elektroforézy a elektroosmozy k
separaci latek uvnitr kapilary.

PRINCIP KAPILARNI ELEKTROFOREZY

DETEKTOR Kontrolovana teplota

=

‘ \ Pufr Pufr

Zdro] vysok&ho sebia
e napéti




Kapilarni elektroforéeza - Elelktroosmoticky tok (EOF)

*Povrch kiemenné kapilary

obsahuje negativné nabité funkcni

skupiny, které pfritahuji pozitivné
nabite ionty.

* Pozitivne nabité ionty migruji

K negativni elektrode a unasi
molekuly rozpoustédla stejnym

smerem.

*Tento celkovy pohyb kapaliny je

nazyvan elektroosmoticky tok.

Beéhem separace se neutralni

molekuly pohybuji stejnym smerem

jako EOF (s nepatrnou vzajemnou
separaci).

*Pozitivné nabité ionty jsou
EOF urychlovany, negativhé nabité
naopak zpomalovany.

Hena
kaplary



Kapilarni elektroforéza - Elelktroosmoticky tok (EOF

Al W Ny

NejdulezitéjSi praktické
disledky EOF:

* elektrolyt je pumpovan od anody
ke katode

Rlzné nabité molekuly v Katoda - Anoda +
separovaném vzorku se pohybuji
ruznymi smery podle naboje, ale
vSechny jsou neseny ve smeru
katody diky elektroosmoze.

Kladné nabité molekuly
dosahnou katody jako prvni,
nebot’ elektroforeticka migrace i
elektroosmoticky tok maji stejny
smer.

Smeér elektroosmotického_toku
vSak muze byt zmenén pridanim Ve vysledném efektu, jsou

povrchové aktivnich chemickych vechny bilkoviny unaseny ke
aditiv do elektrolytu katodickému konci kapilary.

Kladny néboi Elektro-osmoticky tok (EOT) je
@ "'adny naboj z mnohem silnéj8i nez elektrické
pufru oole.

- Zaporny naboj na

sténé capilary



Kapilarni elektroforéza — technicke usporadani

« kfemenné kapilary (Cisty oxid
kfemicity) s malym prumeérem,
ktere jsou vneé potazené tenkou
vrstvou polyimidu
 hydroxylové skupiny kfemene
mohou disociovat a nabijet tak
vnitrni stenu kapilary

*vnéjSi prumér je obvykle 180 —
375 um

e vnitfni prumér se pohybuje mezi
20 -180 um.

 Celkova délka kapilary je 20 cm
az_nékolik metru.

*Kapilary slouzi jako
elektroforeticka komora, ktera je
terminalnim koncem pfipojena na
detektor

*pres reservoar s pufrem je
napojena na vysokonapetovy
zdroj.
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Kapilarni elektroforéza — technicke
usporadani

Nejvetsi vyhodou CE oproti tradicnim
elektroforetickym technikam je moznost ucinného
odvodu tepla behem separece. To umoznuje
pouziti vysokého napéti v rozmezi 25 — 30 kV, coz
vede k zvyseni separacni ucinnosti a redukci
doby separace, v nekterych pripadech az pod 1
min..



Prakticke vyuziti elektroforetickych technik
v klinicke zdravotnické laboratori

 Elektroforéza bilkovin krevniho séra

 Elektroforéza bilkovin moce

 Elektroforéza bilkovin mozkomisniho
moku

 Elektroforéza bilkovin v sekretu



Elektroforéza bilkovin krevniho séra

 Gelova elektroforéza

* VysokorozliSovaci gelova elektroforéza (HR
elektroforéza)

 (Gelova elektroforéza s naslednou imunofixaci



Elektroforéza bilkovin krevniho séra - Gelova
elektroforéza - SPE

vzorky nanaseny v blizkosti katodickeho konce nosného media,
které je saturovano alkalickym pufrem (pH 8,6) s nizkou iontovou
silou (asi 0,05)

Jako nosné médium se nejCastéji pouziva agarézovy gel

Nosné medium je spojeno s dvemi elektrodami a proud prochazi
nosnym médiem k separovanym proteindm.

Typické parametry pfi elektroforetické migraci jsou proud 10 mA
na 1 cm sSirky gelu s €asem migrace asi 10 min.(napéti 240 V,
teploty 20 °)

Vsechny hlavni sérové proteiny nesou pfi pH 8,6 negativni
naboj a migruji k anode.

Pfi standartné pouzivané SPE se sérové proteiny déli na 5-6
proteinovych frakci.



Elektroforéza bilkovin krevniho séra - Gelova
elektroforéza - SPE

« Kazda zona obsahuje

jeden a vice serovych
proteinu.

Nejvice anodicky putuje
albumin, nasleduji a1-
globuliny a2-globuliny,
B1-globuliny, [(32-
globuliny a
gamaglobuliny.

Sifka proteinového bandu
frakce zavisi na poctu
proteinu, které jsou ve
frakci pritomny.
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Elektroforéza bilkovin krevniho séra - Gelova
elektroforéza - SPE
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Elektroforéza bilkovin krevniho séra - Gelova
elektroforéza - SPE

Po elektroforetické separaci jsou proteinove
frakce:

1. zafixovany v nosnem médiu ponorenim do
kyseleho fixaCniho média (napfr. kys. octova):

« dojde k denaturaci proteinu a

* Jejich imobilizaci v nosnem medii.

2. v dalsim kroku jsou proteiny vizualizovany
barvenim. NejCasteji se jako barvivo pouziva
Amdocern 10B nebo Coomasie blue.



Elektroforéza bilkovin krevniho séra: Vysokorozlisovaci
elektroforeza (HR elektroforeza)

« Bilkoviny séra déli na priblizné 10 frakci.

« Kazda frakce obsahuje jeden a vice sérovych
proteinu.

« Slozeni gelu, podminky elektroforézy a

volba barvicky dovoluje vynikajici rozliseni a
vysokou senzitivitu zvlaste v gama zone.

* Gely je mozne obarvit amidocerni nebo kyselou
violeti.

« Obarveneé elfogramy Ize vyhodnotit vizualne a
denzitometrii.



Vysokorozlisovaci elektroforeza (HR

elektroforéza)

Elektroforeogram - HR elektroforeza
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Elektroforeogram - HR elektroforaza
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Elektroforéza bilkovin krevniho séra: Elektroforéza
s naslednou imunofixaci

* Proteiny separovane elektroforézou na alkalicky
pufrovanych agarozovych gelech jsou
inkubovany se specifickymi antiséry proti tezkym
fetézcum Ig G, Ig A, Ig M a lehkym volnym i
vazanym kappa a lambda rfetézcum.

* Po odstraneni nezreagovanych bilkovin jsou
precipitaty obarveny kyselou violeti nebo
amidocerni.

« Elektroforeogramy se hodnoti vizualne a patra
se po pritomnosti monoklonalnich bilkovin.



Elektroforéza s naslednou imunofixaci

Provadi se ve cCtyrech krocich:

« 1. Separace proteinu elektroforézou na agarézovém
gelu.

« 2. Imunofixace (imunoprecipitace) proteinu rozdélenych
elektroforézou — prislusné migracni stopy jsou prekryty
jednotlivymi antisery. Antiséra difunduji do gelu a
precipituji pritomné antigeny. Proteiny v referencni stopé
jsou jsou fixovany fixaCnim roztokem.

* 3. Neprecipitovane, rozpustné proteiny jsou z gelu
odstraneny odsatim a promytim. Komplex antigen-
protilatka zustava v gelové matrix.

* 4. Precipitované proteiny jsou vizualizovany obarvenim.



Elektroforéza s naslednou imunofixaci

Elektroforetické déleni vzorku probiha
simultanné v Sesti stopach. Po elektroforéze —
prvni stopa (ELP) slouzi jako referencni.
Zbyvajicich 5 stop je pouzito k naneseni
specifickych antiser — trivalentni proti tézkym
retézcum (G, A, M) a anti-kappa a anti-lambda
volnym a vazanym lehkym retézcum.

Imunofixacni prouzky jsou porovnany s
odpovidajicimi frakcemi referencniho vzorku —
odpovidajici prouzek by mel mit stejnou
migracni pozici.



Elektroforéza s naslednou imunofixaci
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Elektroforéza bilkovin krevniho séra
Klinicky vyznam stanoveni

* k diagnostice a monitorovani mnohocetného myelomu a
dalSich patologickych stavu spojenych s absorpci,
nadmérnou produkci bilkovin, popf. stavu spojenych se
zvySenymi ztratami bilkovin nasledkem organoveho
postizeni nebo zménou nutricnich navyku.

* provadi se zejmeéna, zjistime-li patologicky vysledek
celkové bilkoviny, nebo potrebujeme-li podrobnejsi
informaci o sérovych bilkovinach.

« zvlast cenna je pro prukaz dysproteinemie — zména
koncentrace a kvalitativniho slozeni jednotlivych bilkovin
VvV seru, paraproteinemie — charakterizovana pritomnosti
monoklonalnich imunoglobulinu.



http://www.wikiskripta.eu/index.php/Dysproteinemie
http://www.wikiskripta.eu/index.php/Paraproteinemie

Elektroforéza bilkovin krevniho séra
Klinicky vyznam stanoveni

Velkou prednosti elektroforézy ve srovnani s kvantifikaci
specifickych proteinu je prehled, ktery poskytuje.
Elektroforeogram nam dava informace o o relativhim
zvyseni, snizeni nebo homogenite jednotlivych
proteinovych frakci.

Proteiny tvofi velkou skupinu latek pritomnych v plazme

(seru), jejich celkova koncentrace se pohybuje v rozmezi
60 - 80 g/L.

Tyto proteiny plni fadu funkci, nachazime zde
transportni proteiny, protilatky, inhibitory enzymu,
srazeci faktory, aj.



Elektroforéza bilkovin moce (UPE = urine
protein electrophoresis)

« Elektrofoforeogram bilkovin moce je podobny rozdéleni
bilkovin v séru - intenzita frakci zavisi na filtracni schopnosti
ledvin.

« K analyze pouzivame zahustené nebo nezahusténé vzorky
moce.

Zahusténi se provadi na koncentraci bilkoviny asi 15 - 20 g/L pomoci
koncentraCnich zkumavek (Vivaspine 2, Santorius):

* Tyto zkumavky obsahuji specialni hydrofilni membranu coz
zneshadnuje vazbu proteinu.

« Membrana je vyrobena z polyethylensulfonatu (PES), triacetatu
celulézy (CTA) nebo ze stabilizované celulozy (Hydrostat), ma cutoff
hodnotu podle molekulové hmotnosti pro kterou je
nepropustna.(5,10 a 30 kDa).

« Stabilita moce pro vySetreni elektroforézy je minimalné 1 tyden pfi
teploté 2 — 8 °C, neni doporucCeno vzorky mrazit.



Elektroforéza bilkovin moce (UPE = urine

protein electrophoresis)

Prehled nejvice pouzivanych elektroforetickych technik:

Gelova elektroforéeza UPE (urine protein electrophoresis)

Gelova elektroforéza s naslednou imunofixaci( ulFE=urine
immunofixacion electrophoresis)

Gelova elektroforéza na agarozovem gelu v kombinaci s

monoklonalnimi protilatkami proti vybranym proteinim

SDS - elektroforéza na agaréozovem (SDS AGE) nebo
polyakrylamidovém gelu (SDS PAGE)



Gelova elektroforeza na agarozovem gelu v
kombinaci s monoklonalnimi protilatkami proti
vybranym proteinum

Postup:Vzorek zahusténé moce je souCasné podroben
elektroforéze v 9. stopach na alkalicky pufrovaném
agardozovem gelu (pH 9.1) .

> po elektroforéze slouzi jedna stopa (ELP) jako

referencni pro znazorneni elektroforetickeho usporadani
bilkovin ve vzorku.

» zbyvajicich osm stop je imunofixovano prislusnym
antiserem.

» nevysrazene, rozpustne proteiny jsou z gelu odstraneny
pomoci odsavani a promyvani.

» precipitovany komplex antigen-protilatka je zachycen v
matrici gelu.

» vysrazene bilkoviny jsou vizualizovany barvenim kyselou
violeti. prebytecné barvivo se odstranuje kyselym
roztokem.



Gelova elektroforeza na agarozovem gelu v
kombinaci s monoklonalnimi protilatkami proti
vybranym proteinum

Bilkoviny jsou imunofixovany specifickymi antiséry proti :
« - tubularni proteiny: 32 mikroglobulin, Protein Vazajici
Retinol (RBP) a a1 mikroglobulin,

- glomerularni proteiny: (Albumin a a2 makroglobulin),

- tézké retezce gama, alfa a mu (s trivalentnim
antisérem),

- lehke retezce Kappa, volné i vazane,

- lehke retézce Lambda, volné | vazané,
- lehke volné retezce Kappa ,

- lehke volné retezce Lambda.



Gelova elektroforeza na agarozovem gelu v
kombinaci s monoklonalnimi protilatkami proti
vybranym proteinum

HYDRAGEL URINE PROFIL(E) 2/4 St
MAF Tok & O&E [ K | r:l L, ELF Tek Kb CaW OO K 1 -I L
’ . / w! |
¥ 4l il
-
=1
4 [ \
\ . /
e ==
=] - = - - -

¢ J i

InP Tub AR GAM DE K L K I|1.'Ir"|.I:J-.I:.'.i.I-.I.'II' K L K L1
i




SDS - elektroforeza na agarozovem (SDS AGE) nebo
polyakrylamidovem gelu (SDS PAGE)

Pouzivaji se neutralne pufrované SDS gely -
separuji mocove bilkoviny podle jejich
molekulove hmotnosti a zcela jasne odlisuje
bilkoviny tubularni od bilkovin glomerularniho
puvodul.

Vysledek elektroforetického déleni proteinu
obarvenych kyselou violeti je vizualne
porovnavan s proteinovymi markery v referencni
stope.

provadi se v nezahustene moci,
minimalni detekcni hladina je 15 mg/L na frakci.



SDS - elektroforeza na agarozovem (SDS AGE) nebo
polyakrylamidovem gelu (SDS PAGE)

« V prebytku detergentu SDS jsou bilkoviny
zmeneny v komplexy kde dochazi k rozruseni
nativni struktury bilkovin a zaujeti uniformni
struktury o stejnem negativnim elektrickem
naboji na jednotku hmotnosti.

jejich moleku
« Jednotlive bil

65 - 70 kDa) jsou jasne odliseny od

Pouzivaji se gely s vysokou koncentraci — 10%,
Kde dochazi k rozdeleni mocovych bilkovin dle

arni hmotnosti.
Koviny tubularniho puvodu (M.V. <

glomerularnich (M.V. > 65 - 70 kDa).



SDS — elektroforéza na agarozovem (SDS AGE) nebo
polyakrylamidovém gelu (SDS PAGE)
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Elektroforeza bilkovin moce — klinicky vyznam

* Poskytuje kvalitativni pohled na proteinurii.
* uzitecnou informaci pri diagnostikovani
selhani ledvin.

* |dentifikace hlavnich bilkovin v moci
pomaha presne urcit typ poskozeni ledvin
(tubularni, glomerularni nebo smiseny)

» dale pomaha pri identifikaci
monoklonalnich gamapatii (Bence Jonesovy
bilkoviny).



Elektroforéza bilkovin mozkomisniho moku

*\VySetfeni mozkomisniho moku (CSF) je dulezitou soudasti
diagnostiky onemocneni centralniho nervového systemu
(CNS).

*Mozkomisni mok je Cira bezbarva tekutina. Vznika hlavne
v chorioidealnim plexu mozkovych komor.

* Mozkomisni mok obtéka mozek a michu, chrani je proti
narazum a otfesum.

*Je neustale produkovan, cirkuluje a pote je absorbovan do
Krevniho reciste.
*Kazdy den vznikne asi 500 ml mozkomisniho moku. Tento

stupen produkce znamena, ze se likvor obomenuje kazdych
nekolik hodin.



Elektroforéza bilkovin mozkomisniho moku

Ochranna bariéra (HLB) mezi mozkem a krvi
oddeluje mozek od cirkulujici krve a reguluje

roZ

ozeni analytu mezi krvi a mozkomisnim

mo

KEM.

‘Pomaha k tomu, aby se velke molekuly, toxiny a
vetsina krevnich bunek nedostala do mozku. Vlivy,
které narusuji tuto ochrannou bariéru, vedou ke
zmenam ve slozeni mozkomisniho moku. Protoze
mozkomisni mok obklopuje mozek a michu,

VysS

etrovani jeho vzorku je velice prinosné pri

diagnostice onemocneni centralniho
nervoveho systemu (CNS).



Elektroforéza bilkovin mozkomisniho moku

*Cela rada onemocneni CSF se vyznacuje
zvysenim proteinu v mozkomisnim moku v
dusledku zvySené permeability hemato-
encefalicke bariery nebo zvysené syntezy
imunoglobulinu - v prvni radé
imunoglobulinu (Ig) ve tride 1IgG v CNS.
Pritomnost intratéekalniho Ig G je vyznamnou
informaci vedouci k dg. zanetliveho
onemocneni CNS jehoz pfriCinou je napf.
skleréza multiplex.



Elektroforéeza bilkovin mozkomisniho moku

*|zoelektricka fokuzace :

metoda zahrnuje izoelektrofokusaci na
agarozovem gelu, nasledovanou
immunofixaci s anti-lg G antisérem.

Vzorky CSF a séra od tehoz pacienta jsou
pak vizualne porovnany.

Citlivost metody dovoluje analyzu CSF bez
predchoziho zahustovani.



Elektroforéza bilkovin mozkomisniho moku

Test se provadi ve dvou stupnich :

1. lzoelektrofokusace na agarézovém gelu k rozdeleni
proteinu ve vzorcich CSF a séra.

2. Immunofixace anti Ig G antisérem znacenym enzymem
(peroxidaza) urcenym k detekci Ilg G oligoklonalnich
prouzku a demonstrace rozdilu nebo nepfitomnostilg G v
CSF a v séru.

« K potvrzeni intratekalni syntézy Ig je nutno analyzovat
sérum a mozkomisni mok paralelne ve stejnych

koncentracich, aby byl demonstrovan rozdil v distribuci
Ig G.
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Elektroforéza bilkovin mozkomisniho moku

 Fyziologicky maji imunoglobuliny v séru i mozkomisnim
moku polyklonalni charakter a vyjadruji heterogenitu
|nd|V|duaIn|ch protilatek produkovanych jako odpoved na
nejruznéjSi antigeny, s nimiz se jedinec setkal.

Intratékalné produkovane protilatky se vyznacuji pouze
omezenou (oligoklonalni) heterogenitou, coz se pri
izoelektricke fokusaci projevi jako izolované prouzky, které
nejsou patrné pri analyze seéra.

+Z toho vyplyva nutnost provadet soucasne analyzu
imunoglobulinu likvoru i séra.

Srovnava se pritomnost Ci nepritomnost identickych pruhu
I9G v séru a moku; pocet a lokalizace prouzku nema
diferencialne diagnosticky vyznam.



http://www.wikiskripta.eu/index.php/Likvor
http://www.wikiskripta.eu/index.php/Likvor
http://www.wikiskripta.eu/index.php/Antigen
http://www.wikiskripta.eu/index.php/S%C3%A9rum
http://www.wikiskripta.eu/index.php/IgG

EF 3

Tpi

CaF

L3

= Tpd

1INl Nl
1

Typd

(&1

1

I 1
[

= Tipl

Typl

Zakladnl typy :

Typ 1 — v sérui v moku pouze polyklonalni
IgG — normalni nalez;

Typ 2 — oligoklonalni prouzky pouze

v likvoru — lokalni syntéza IgG (napf.

u roztrousené sklerézy);

Typ 3 — oligoklonalni prouzky v likvoru

a dalsi oligoklonalni prouzky v likvoru

| v séru — lokalni syntéza IgG a produkce
protilatek v organismu (napfr. chronicka
infekce CNS, roztrousena skleréza);

Typ 4 — identickeé oligoklonalni prouzky
v séru i moku (tzv. ,zrcadlovy” obraz
prouzkd v séru a v likvoru — dochazi

K pruniku protilatek z krve do likvoru) —
systémova imunitni aktivace bez lokalni
syntézy IgG v CNS;

Typ 5 — identicke monoklonalni prouzky
v séru i moku v kratkém useku pH
gradientu, jde o pritomnost monoklonalniho
paraproteinu v likvoru sérového plavodu
(myelom, monoklonalni gamapatie)



http://www.wikiskripta.eu/index.php/Roztrou%C5%A1en%C3%A1_skler%C3%B3za
http://www.wikiskripta.eu/index.php/Myelom
http://www.wikiskripta.eu/index.php?title=Monoklon%C3%A1ln%C3%AD_gamapatie&action=edit&redlink=1

Elektroforéza bilkovin v sekretu — prukaz
likvorey

« prukaz pritomnosti mozkomisniho moku (likvorey)
provadime v tekutiné z ucha, nosu, ust nebo z operacni

rany

* nejCastéji se jedna o pacienty po urazech, operacich
nebo po komplikovanych infekCnich zanétech
centralniho nervoveho systemu

« drive se pro detekci likvorey vyuzivalo stanoveni glukozy
nebo celkove bilkoviny

* mezi specifické markery elektroforetické stanoveni beta
2 transferin



HYDRAGEL 6 2 TRANSFERRIN (SEBIA)

Princip: elektroforéza s naslednou imunofixaci s ANTI-
Transferin —PER

» mnozstvi vzorku: 10 ul bez predchozi upravy, zaroven
analyza seéra pacienta (kontaminace primesi krve)

= stabilita: pri2az 8 °C 1 tyden
= doba analyzy: 2,5 hod.

* mez detekce: 80-100 ug/i

= vyhodnoceni:

kvalitativni, kvantitativni




Kvantitativni hodnoceni

Frakce

N 2 -sialo= 9,7 %
[ O-sialo=14,4%

=

2-sialo



Hodnoceni




Vzorek ¢.1 —sekret z ucha

1- neg. kontrola — sérum
- -i!d ME 75xred
2 - poz. kontrola — likvor
3 - sérum pacienta: 10 red.
4 - sekret pacienta: ner.
5 - sekret pacienta: fed.1:1
6 - sekret pacienta: fed. 1:2

1. 23(4)5 6 d

2-sialo=3,6 %
0-sialo =10,5%
2-sialo O-sialo R = 0-sialo/2-sialo = 2,9

\ .x

4

Pomér 0-sialo/ 2-sialo TRF v sekretu > 1- pozitivni



Dekuji za pozornost



