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Klasicka elektroforéza - screening

» Separace proteinu na zakladé rozdilné pohyblivosti v el. poli
 Médium — agarozovy ge

* pH = 8,6 =2 anodicka pohyblivost /\
(vétSina proteinu izoel. bod kolem pH 5 - 6)

e Rozdéleni do 5 zakladnich frakci

e Odecitani — vetSinou denzitometrie
j VaV/AN2aN
* Imunologie — zdjem o gamafrakci Al o | % | B
¥
Pozn. Detailni princip elektroforézy Ize najit v u€ebnicich klinické . s

biochemie nebo instrumentalni techniky




Klasicka elektroforéza - screening

Nevyhoda — detekce pouze velkych zmén v proteinovych frakcich
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Hypergamaglobulinemie

7Zanét Hypogamaglobulinemie mor ,
(monoklonalni gamapatie)



Vyuziti elektroforézy v klinické praxi
screening chorobnych stavu

* \ySetfovany material: sérum, moc, likvor

Hyperproteinémie:
e Zanét
* monoklonalni gamapatie (v moci — Bence-Jonesova bilkovina)
* chronické dlouhotrvajici infekce (zvySena syntéza imunoglobulini)

Hypoproteinémie - vétsina chorobnych stavi:
e porucha syntézy bilkovin v jatrech
* nadmeérné ztraty — nefroticky syndrom (vySetreni moci — zvySené koncentrace bilkovin)
e poruchy vyzivy — malnutrice
» poruchy traviciho traktu — maldigesce a malabsorpce — nespecifické stfevni zanéty (Crohnova choroba, ulcerdzni kolitida)
* Rozsahlé popaleniny
* Hyperhydratace — dochazi k naredéni bilkovin séra — téhotenstvi (fyziologicky), nevhodné podana infuze



Vyuziti elektroforézy v klinické praxi
screening chorobnych stavu

Likvor (CSF) + sérum (S) soucasné
* |zoelektricka fokusace: kvalitativni prtukaz intratékalni syntézy imunoglobulint

 Intratékalni syntéza protilatek v centralnim nervovém systému pochazi z perivaskularnich
infiltratl B lymfocytd, které lokalné proliferuji, dozravaji v plazmocyty a produkuji prislusné

. CSF S
protilatky

* Diagnostika roztrousené sklerozy — priikaz oligoklonalnich past v likvoru (pozitivita az v 98%
pripadu)

|
|

» Obrazek vpravo: oligoklondlni pasy jsou pritomny pouze v likvoru (CSF), zatimco v séru chybi —jedna se o
intratékalni syntézu Ig — tento nalez je pro roztrousenou sklerézu pomeérné typicky

r
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Modifikace elektroforézy

e ZvySenou (i snizenou) koncentraci gamaglobulint je nutno vzdy dale
dosetrit

* Metody kvalitativni

Tyto metody jsou v dnesni dobé

* Imunolektroforéza (dle Graba a Williamse) zastaralé a vyuZivaji se pouze

* Protismérna elektroforéza vyzkumné (pochazeji z dob, kdy
—  nebyl znam proces vyroby

° I\/Ietody kvantitativni monoklonadlnich  protilatek a

pouzivala se tedy pouze

* Raketkova imunoelektroforéza (dle Laurella) oolyklonalni smésné antiséra)

* Dvourozmerna elektroforéza -

Pozn. Pro ucely zkousky je tfeba dikladné znat klasickou elektroforézu, imunofixaci a imunoblot, ostatni metody
jsou pouze rozsirenim znalosti.



Imunoelektroforéza

e 2 faze:
1) Rozdéleni proteinu klasickou ELFO

2) Aplikace antiséra do podélné
vykrojeného zlabku -
difuze do gelu

* V misté ekvivalentni koncentrace
obou slozek se vytvori obloukovita
precipitacni linie

< _ “|| Figure:
\""w{f\:\\ Immunoelectrophoresis of an antigen mixture.
ON 3
-An antigen preparation (orange) is first
- = electrophoresed, which separates the
E “|| component antigens on the basis of charge.
O -
Antibody )
|
———————————— N S /I -Antiserum (blue) is then added to troughs on
O & one or both sides of the separated antigens
and allowed to diffuse.
C { ‘ = D
__________ et gL N | -In time, lines of 'p.reapl'tatlon (coloreq arcs)
O = form where specific antibody and antigen

interact.




Imunoelektroforeogram normalniho lidského séra

HAPTOGLOBIN Ig6
* Poutzito polyspecifické antisérum - az ik § s
35 precipitacnich obloucku S i
(kazdy obloucek = 1 protein) N0 i
* Obloucky maji charakteristicky tvar a o1 LIPOPROTEIN A ~UPOPROTEN
umisténi na imunoelektroforeogramu PREALBUMIN i 3
TRANSFERN |
| || HEMOPEXiN, |
|| |ee,-MAKROGLOBULIN |
C?RULOPLA|ZM5N '




Nevyhody:
Okometrické odeditani
Vysledky pouze kvalitativni
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b o | vzorek * Nutnazkusenost odecitajiciho —
i rdzné monografie, atlasy
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Imunoelektroforegram normalniho lidského séra:

zlabek a polyspecifické antisérum proti lidskym sérovym proteinim
zlabek b monospecifické antisérum proti IgG
zlabek c monospecifické antisérum proti IgM
zlabek d monospecifické antisérum proti IgA

http://biochemie.upol.cz/doc/skripta/imch/8.7%20Imunoelektroforeza.pdf



Protismeéerna elektroforéza

* Imunodifuze urychlena el. polem (vysledek za 30 min)
* \Vyuziva opacnych pohybu Ag a Ab v el. poli
e 2 jamky

* Jedna blize anodé — pipetujeme protilatku

* Druha blize katodé — pipetujeme antigen - ' +

* V el. poli se bude antigen pohybovat k anodé

a protilatka ke katodé = v misté ekvivalentni $(ncsa)

koncentrace obou slozek se tvori precipitat

* Kvalitativni priakaz antigent s anodickou o
pohyblivosti AE © O O O

- (katoda)



Raketkova imunoelektroforéza

* Umoznuje kvantitativni hodnoceni, citlivost od 0,1 mg/I
* Imunodifuze probihajici v el.poli

* Rozdil od predchozi metody — protilatka (antisérum) se prfimicha do
agarozového gelu

* Migrace proteinu — stretavaji se s molekulami protilatky v gelu — v
misté ekvivalentni koncentrace obou slozek se tvori precipitat

* Diky pohybu proteinu ziskava tvar piku — ,raketky”




Raketkova imunoelektroforéza

Il &=

o 6 , :
S1 S2 S3 S4 v S1 S2 83 sS4

koncentrace [mg/l]

Kds J. a kol. Laboratorni techniky biochemie. VSCHT. Praha 2006



Dvourozmerna (2D) elektroforéza

* Kombinace elektroforézy s raketkovou imunoelektroforézou
* Krok 1: klasicka elektroforéza séra

* Krok 2: Po ELFO slouzi gel s rozdelenymi proteiny jako start
elektroimunodifuze — gel se otoci kolmo a k nému se doplni novy gel
(obsahujici polyvalentni antisérum) = elektroimunodifuze probiha ve
smeéru kolmém na gel se separovanymi proteiny

* Vznik piky, jejichz plocha / vyska je umérna koncentraci daného
proteinu

e Poloha piku charakterizuje druh antigenu
* Lidské sérum — touto metodou Ize stanovit az 50 ruznych proteinu



Dvourozmerna (2D) elektroforéza

ELEKTROFOREZA V PRVOM ROZMERE
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Imunofixace

Pouziti:
* |dentifikace paraproteinu- sérum, moc a likvor

paraprotein = monoklonalni imunoglobulin
* produkovan 1 klonem B-lymfocytu

stav, kdy ma pacient v séru paraprotein se nazyva paraproteinémie nebo
monoklonalni gamapatie



Monoklonalni gamapatie

* Onemocnéni s vyskytem monoklonalniho imunoglobulinu v séru
 Monoklonalni gamapatie nejasného vyznamu (MGUS)

Mnohocetny myelom

Plazmocytom

Waldenstromova makroglobulinemie

AL amyloidoza

Nemoci tézkych retézcu

* Imunofixace slouzi k:
 Diferencialni diagnostice gamapatie
» Sledovani vyvoje onemocnéni v Case
» Sledovani terapie
 \/ySetreni séra + moci soucasné!!




Imunofixace - postup

vzorky jsou aplikovany do 6ti specifickychs start elektroforetické migrace |
o pacient A
pacient A pacient B

S O G a .- - ---/ start ' o= - - - -e - ) GEh D N e -

Sablony



Imunofixace - postup

elektroforeticka separace proteint v alkalie separované imunoglobulinové molekuly
o [ | = - | B |
‘ pacient A pacient B pacient A

rychlost pohybu je zavisla
na velikosti molekuly a sile naboje

r




prilozeni magnetické masky

pro aplikaci roztoku antisér

Imunofixace - postup
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Imunofixace - postup

monospecifickd antiséra inkubace,

imunoprecipitace s monospecifickymi antisel
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inkubace,

Imunofixace - postup

imunoprecipitace s monospecifickymi anti
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Imunofixace - postup

barveni vyhodnoceni

pacient A pacient B pacient A pacient B

— J albumiry . albumin J
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S;E lgG lgA rlgM K _}ud SPE lgG lgA IgM K }7 éPE 7'961 ¢ IQA igM K 7x SPE/ lgG lgA IgM K }
paraprotein IgG kappa paraprotein IgG larthbda

Odecitame typ monoklonalniho Ig — v jednotlivych drahach patrame po prouzcich se shodnou polohou na elektroforeogramu



Imunofixace — odecitani vysledku
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Polyklonalni Ig — zdravy Clovék Pacient s paraproteinem IgG A

a lehkymi retézci A , _
Pacient s paraproteinem IgA k



Imunofixace — odecitani vysledku
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Pacient s paraproteinem IgM A Pacient s paraproteinem IgM « Volné lehké fetézce A
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Biklonalni gamapatie .

IgG K + IgM A .. - - . '
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Imunoblot

o Slouzi k diagnostice autoprotilatek

o Priprava blotu (vyrobce):

o Proteiny elektroforeticky rozdéleny v gelu — prenos (otisk) na
nitrocelulézovou membranu (bloting)

o Membrana je rozstrfihana na jednotlivé diagnostické prouzky
o kazdy protein ma na prouzku definovanou polohu
o Vyrobce v kitu dodava i Sablonu, podle které se bloty odecitaji

AESKUBLOTS,

(R AESKU.DAGNOSTICS

ANA-17 Pro

reference line

function control

cut-off control

dsDNA
m—)—— Nucleosome
mmp— Histone
—)——— SmD1
—— PCNA
m==p—— Rib-PO
—— SS-A/Ro 60kD
—— S§S-A/Ro 52 kD
m—f—— S5S5-B/La
m—)——— CENP-B
Scl-70
m==p—— UI-sn RNP
—— AMA-M2
Jo-1
——" PM-Scl
— Mi-2
Ku

function control




Imunoblot

o Princip stanoveni:

o Pokud je autoprotildtka proti uritému proteinu (antigenu) pfitomna v séru, navaze se
na tento protein (antigen) imobilizovany na stripu

o Detekce vazby autoprotilatky pomoci diagnostickych protilatek znacenych enzymem
o Enzym preméni substrat na barevny produkt
o Vysledkem je vznik barevného prouzku na stripu

Substrate

BLOKING STRIPS SERA SAMPLES CONJUGATE SUBSTRATE Chromogen
“ AP-labeled
” “ " anti-human
U antibody
= Yol
™ ™ Specific human
antibody

— > ) Ll

Incubate and wash Incubate and wash Incubate and wash

Membrane



Imunoblot

o Jednotlivé barevné prouzky se porovnavaji s kontrolni Sablonou
o Hodnoti se pritomnost kontrolnich prouzku (interni kontrola)
o Odecet vizualné nebo denzitometricky (% pozitivity — semikvantitativni stanoveni)

gag+p17/p24 gag+ gag+ p17/p24

o Imunoblotem se vysetruji pacienti, které nelze
vysetrit jinou metodou (ELISA) s il alalulul ik

o Diagnostika — zejména roztrousena skleroza

P55(Gag) = W = "

P40(Gag) ~ =~ - -

oo
=™

P25(Gag) -™ M = - - -l

P18(Gag)

Intemalcontrol su = m = C N B B B A B A N



