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Klasicka elektroforéza - screening

e Separace proteinu séra na zakladé rozdilné pohyblivosti v el. poli
e Médium — agarozovy gel

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

e Rozdéleni do 5 zakladnich frakci

e Odecitani — vetSinou denzitometrie
* Pokud zndme koncentraci celkové bilkoviny =

prepocet % na koncentraci jednotlivych frakci j \/-\_/\_/"'\

Albumin oL, o, B

* Imunologie — zajem o gamafrakci

97 A

. :
Pozn. Detailni princip elektroforézy a denzitometrie lze najit v u€ebnicich 2
klinické biochemie nebo instrumentalni techniky




Elektroforéza
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Klasicka elektroforéza - screening

Nevyhoda — detekce pouze velkych zmén v proteinovych frakcich
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Hypergamaglobulinemie

7Zanét Hypogamaglobulinemie mor _
(monoklonalni gamapatie)



Elektroforéza
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Priklady elektroforetického
rozdéleni rady pacientskych sér

B Ohraniceny band v y- globulinové
oblasti = pacienti k dovysetreni

/ imunofixaci
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Obrazek pfevzat z http.//www.sebia-usa.com/products/reagents.html|



http://www.sebia-usa.com/products/reagents.html

Vyuziti elektroforézy v klinické praxi
screening chorobnych stavu

e VySetfovany material: sérum, moc, likvor

Hyperproteinémie — hypergamaglobulinemie je vzacna:
e Zanét
* monoklondalni gamapatie (v moci — Bence-Jonesova bilkovina)
* chronické dlouhotrvajici infekce, napt. AIDS (zvySend syntéza imunoglobulin()
* Neékteré autoimunitni onemocnéni — napf. Sjogren(iv syndrom

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



Bilkovina
Relativni molekulova

Koncentrace Poloéas

- lektroforetickeé frakce obsahuji tyto
nlazmatickeé proteiny

Funkce

v séru | dn
hmotnost [9/1] [elny]
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T akutni zanét

Haptoglobin® ! . 1 hepatopatie
0,3-2,0 2 hytava volny h lob
85 000—1 000 000 " Vychytava voiny hemoglobin 1 intravaskularni hemolyza

(konzumpce haptoglobinu)

= inhibitor proteaz (trombin, trypsin, chymotrypsin, pepsin)
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plazmatické proteiny

Elektroforetické frakce obsahuji tyto
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Elektroforéza plasmatickych proteind
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Vyuziti elektroforézy v klinické praxi
screening chorobnych stavu

Izoelektricka fokusace: kvalitativni prikaz intratékalni syntézy imunoglobulini
VysSetrovany material: Likvor (CSF) + sérum (S) soucasné

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

1 CSF S
protilatky

Diagnostika roztrousené sklerdzy — prulikaz oligoklonalnich past v likvoru (pozitivita az v 98%

pripadu)

Obrazek vpravo: oligoklondlni pdasy jsou pritomny pouze v likvoru (CSF), zatimco v séru chybi —jednd se o

intratékalni syntézu Ig — tento nalez je pro roztrousenou sklerézu pomérné typicky -

il
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Modifikace elektroforézy - Imunofixace

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

paraprotein = monoklonalni imunoglobulin
e produkovan 1 klonem B-lymfocytu

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



Monoklonalni gamapatie

* Onemocnéni s vyskytem monoklonalniho imunoglobulinu v séru
* Monoklondlni gamapatie nejasného vyznamu (MGUS)
* Mnohocetny myelom

* Plazmocytom
* Waldenstromova makroglobulinemie

* AL amyloiddza
* Nemoci tézkych retézcl

* Imunofixace slouzi k:
* Diferencialni diagnostice gamapatie
» Sledovani vyvoje onemocnéni v Case

* Sledovani terapie
* VysSetfeni séra + moci soucasné!!




Imunofixace - zpracovani

vzorky jsou aplikovany do 6ti specificky T

pfiprava Cistého agarézového gelu

sablony
pacient A pacient B
pacient A pacient B
Start — misto -/
prilozeni || M eememe =emadoo
Sablony

Na agardzovy gel se na pozici start nanesou pomoci Sablony séra pacientl (1 pacient = 6 drah)
Sablona = umélohmotny prouzek s vyfezanymi tvory ktery se prilozi na vyznacené misto na gelu pro start



Agarozovy gel pred elektroforetickym
rozdélenim

start elektroforetické migrace




elektroforeticka separace proteint v alkalicke

O ‘ pacient A pacient B
smér rychlost pﬂhylﬁu je zavisla
pohybu na velikosti molekuly a sile naboje
start

sSmér . e ) "
pohybu b h




Agarozovy gel po elektroforetickém rozdéleni

separovane imunoglobulinove molekuly



Na agarézovy gel se po elektroforetickém rozdéleni vzorku séra se prilozi maska
- umelohmotna félie s vyfezanymi otvory tak, aby se na jednotlivé linie dalo aplikovat
prislusné antisérum

prilozeni magnetické masky

pro aplikaci roztoklu antisér

Vyrezany
otvor

Maska —L .




aplikace monospecifickych antiser

pacient A cient B

EEEEE | CEEEEE

SPE ILS Jf‘ g H:I H -EF" IJ-IIILA-IJH K ;‘
ﬁ%iﬁﬁggﬁhﬁﬁgﬁﬁ ﬁg‘" L *-Eg- '-E'l ﬁ? ﬁ

T & &+ & & o S



Pri inkubaci s monospecifickymi antiséry dochazi k jejich vazbé na prislusné molekuly
imunoglobulint a dochazi k precipitaci

monospecificka antiséra inkubace,

imunoprecipitace s monospecifickymi antise




Po uplynuti inkubacni doby se cely gel zahreje na 60°C, ¢imz dojde k denaturaci vzniklych precipitatu a
jejich pfilnuti k podkladové membrané gelu.

inkubace,

imunoprecipitace s monospecifickymi antl'___?
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* Pro vyhodnoceni se provadi barveni imunofixovanych vzork( a poté jejich vyhodnoceni.
* Pokud vysetfované sérum nebo moc pacienta obsahuji zmnozeny jeden klon imunoglobulin nebo
jen jejich ¢ast — kK nebo A fetézce - vytvori se ohraniceny prouzek tzv. band (paraprotein)

* Pfivyhodnocovani plati pravidlo, Ze band —paraprotein- v pivodnim elektroforetickém rozdéleni
musi mit ve vSech pruzich stejnou polohu ve vzdalenosti od startu.

e

pacient A | pacient B pacient A pacient B
- alburmirs alburmin -
- = | : =
- - - - | I
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Stejna poloha L___ S D_|___.1 J__;______s D_'___:ﬂ
. SPE 195 1A loM K A | | sPe 16 IBA aM K A SPE 19G lA M K A SPE 196 1A laM K A,
paraprotienu
vzhledem ke startu

paraprotein IgG kappa paraprotein IgG lambda



Imunofixace — odecitani vysledku
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Polyklonalni Ig — zdravy ¢lovék Pacient s paraproteinem IgG A
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Imunofixace — odecitani vysledku
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Modifikace elektroforézy reakci Ag-Ab

e Zvysenou (i snizenou) koncentraci gamaglobulinu je nutno vzdy dale dosetrit

* Metody kvalitativni

* Imunolektroforéza (dle Graba a Williamse)
* Protismérna elektroforéza

Tyto metody jsou v dnesni dobé
zastaralé a vyuZivaji se pouze
vyzkumné (pochazeji z dob, kdy

* Metody kvantitativni ~— nebyl znam proces vyroby

, . , monoklondlnich  protilatek a
* Raketkova imunoelektroforéza (dle Laurella) oousivala se tedy  pouze

* Dvourozmérna elektroforéza polyklonalni smésna antiséra)

Pozn. Pro ucely zkousky je treba dikladné znat klasickou elektroforézu, imunofixaci a imunoblot, ostatni metody
jsou rozsSirenim znalosti.



Imunoelektroforéza

e 2 faze:
1) Rozdéleni proteinl klasickou ELFO

2) Aplikace polyspecifického antiséra
do podélné vykrojeného zlabku
v gelu = difuze do gelu

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

* _ ' Figure:
'mmmlhx Immunoelectrophoresis of an antigen mixture.
O @

- -An antigen preparation (orange) is first

: — | electrophoresed, which separates the

E “|| component antigens on the basis of charge.
O -

( _ —*Mh—-d'-| : ]|

———————————— b h e ) pntiserum (blue) is then added to troughs on
O a» one or both sides of the separated antigens

and allowed to diffuse.
& 7 ; : 3|
P e h | -In time, lines of precipitation (colored arcs)

form where specific antibody and antigen
interact.




Imunoelektroforeogram normalniho lidského séra

* Pouzito polyspecifické antisérum - az 35
precipitacnich oblouck
(kazdy obloucek = 1 protein)

* Obloucky maji charakteristicky tvar a umisténi na
imunoelektroforeogramu
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vzorek

vzorek
Imunoelektroforegram normalniho lidského séra:
zlabek a polyspecifické antisérum proti lidskym sérovym proteinim
zlabek b monospecifické antisérum anti - I1gG
zlabek c monospecifické antisérum anti - IgM
zlabek d monospecifické antisérum anti - IgA

Nevyhody:

Okometrické odeditani
Vysledky pouze kvalitativni
Nutna zkuSenost odecitajiciho —
rizné monografie, atlasy

http://biochemie.upol.cz/doc/skripta/imch/8.%20Imunoelektroforeza.pdf



Protismeéerna elektroforéza

* Imunodifuze urychlena el. polem (vysledek za 30 min)
* \/yuzivd opacnych pohybl 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
koncentrace obou slozek se tvori precipitat

 Kvalitativni priukaz antigent s anodickou
pohyblivosti

- (katoda)




Raketkova imunoelektroforéza

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

» Rozdil od predchozi metody — protilatka (antisérum) se primicha do agarézového
gelu

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

* Diky pohybu proteinl 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

ELEKTROFOREZA V PRVOM ROZMERE
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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

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



