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Klasicka elektroforéza - screening

e Separace proteinU séra na zdkladé rozdilné pohyblivosti v el. poli
 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 zname koncentraci celkové bilkoviny =

prepocet % na koncentraci jednotlivych frakci
/\/\f\
Albumin QL L, B
* Imunologie — zajem o gamafrakci
B “'
Pozn. Detailni princip elektroforézy a denzitometrie lze najit v uebnicich = i

klinické biochemie nebo instrumentalni techniky




Elektroforetickeé frakce obsahuji tyto
plazmatické proteiny

Bilkovina .
Koncentrace Poloéas
Relativni molekulova Funkce

Vv séru | dn
hmotnost [g/1] [eny]

Prealbumin

(Transthyretin) 0.2-0.4 2 » vazba hormon( &titné Zldzy a retinol vazajiciho proteinu 1 malnutrice
54 000

. ® nejwyznamnéjii transportni protein 1 katabolismus
Albumin . .. N . ;
i 35-53 15-19 | = udrieni koloidné-osmotického tlaku 1 hepatopatie

= proteinova rezerva organismu 4 ztraty bilkovin

oq-lipoprotein 1,0-1,6 m |ipoprotein o vysoke hustoté (HDL)
180 000-360 000 (Apo A-l) = transport cholesterclu do jater

] ] m inhibitor lyzosomalnich proteaz (hlavné elastazy
oty -antitrypsin L .
z polymorfonukledrnich leukocyta)

(c1-inhibitor proteaz) 0,9-2.0 4 ) o . _ _ T akutni zanét
54 000 m yrozena deficience muZe byt pfi¢inou onemocnéni plic
o (emfyzém) a jater (cirhdza)
oblast ai-kysely glykoprotein ba linofilnich tek (na . ctergch 4kd)
" . ¥
(orosomukoid) 0,512 5 Jazdf, ipofilnic la E Hr1.5||.:nr Jprzgez :-.::-nu a nékterych 1&ku | zAnét
40 000 = podili se na regulaci imunitni odpovédi
. » fyziclogicky produkovan fetalnimi jatry a Zloutkovym vackem t hepatom
oq-fetoprotein ) . _ o . . . _
£9 000 < 7.5 pg/l 3.5 »  hlavni protein fetalniho séra T nékteré malignity GIT

= fyziologicky pfitomen v séru td&hotnych Zen T téhotenstwi



T akutni zanét

Haptoglobin® ' 1 hepatopatie

0.3-2.0 2 hytava volny h lobi
85 000—1 000 000 " Vychytava volny hemoglobin | intravaskularni hemolyza
(konzumpce haptoglobinu)
= inhibitor proteaz (trombin, trypsin, chymotrypsin, pepsin)
o:::ust az-makroglobulin = tran.spt:rrt rj’lalr,'.fch ;:tr::rteinvlil (:it_ckiﬂ}-'. rastové faktory) a o
800 000 1.5-3.0 5 dvejmocnych iontd (napf. ZnZ) ¢ akutni z5n&t
= diky velmi vysoké molekulové hmotnosti neprojde ani
poikozenou glomerularni membranou
Ceruloplasmin 0306 e » oxidoredukéni aktivita (oxidace Fe?* na Fe3*) 1 Wilsonova choroba
160 000 - ’ = vazba médi (vaZe aZ 90 % Cu v séru) (hepatolentikuldrni degenerace)
T nedostatek Zeleza
Transferrin 50-36 7 : ; A — 1 malnutrice
p bty u
27 000 ransport a vychytavani volného Zeleza | hepatopatie
1 zanét
Hemopexin
B 57 {?'G'GP 0.5-1.1 3-7 = vazba hemu
oblast
. . = lipoprotein o nizké hustoté (LDL)
B-lipoprotein 0.7-0.9 : -
u
5 750 000 (Apo B-100) ransport cholesterolu urikam
= yelmi vysoka molekularni hmotnost
C4 sloika kemplementu T zanét
- 0,1-0.4 1 m soucast komplementu . -
206 000 1 autoimunitni stavy
C3 sloZka komplementu T zanét
P 0,8-1.4 1 m spouddst komplementu ) L
180 000 1 autoimunitni stavy
-mikroglobulin ) T hematologické nado
B2 ! 0.001-0,002 m soudast leukocytarnich antigend d . v
B2 171 800 1 porucha tubularni resorpce
oblast | Fibrinogen - = o . .
=] 15.45 m spucast koagulaéni kaskady, prekurzor fibrinu " zAndt
340 000 = fyziologicky jen v plazmé, neni v séru
C-reaktivni tei
reaktivnl protein 1,5-5 mg/I 1 m aktivace komplementu I akutni zanét (bakterialni)

1117 000



Elektroforetickeé frakce obsahuiji tyto
plazmatickeé proteiny

I G - -y - s
-Jﬁ_.;{;. 000 6.0-18.0 24 » pozdni protilatky t (chronicky) zanét
IgAl= 2!

-::I::Tast 'J'E:i{?' 000 0.9-3.0 6 = protilatky sliznicni imunity t zanéty sliznic a jater
gt _ - -
;D{:I 000 h6-2.5 . = Casné protilatky T akutni zanét
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Albumin a, a, B v

I

Elektroforéza plasmatickych proteint
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Elektroforéza

sérove proteiny mohou byt elektroforeticky separovany

Albumin

alpha-
globulins

btz
dlokulins

ganma-
dlekulins

Separating serum proteins

- Ize zachytit pouze hrubé zmény:

by electrophoresis

Albumin p-4 - e o

Normal IgG

hypergamaglobulinémii,
hypogamaglobulinemii ¢i monoklonalni —
gamapatie

imunoglobuliny




Vyuziti elektroforézy v klinické praxi
screening chorobnych stavu

e \/ySetfovany material: sérum, mog¢, likvor

Hyperproteinémie — hypergamaglobulinemie je vzacna:
e Zanet
* monoklonalni gamapatie (v moci — Bence-Jonesova bilkovina)
» chronické dlouhotrvajici infekce, napr. AIDS (zvySend syntéza imunoglobulin()
* Nékteré autoimunitni onemocnéni — napf. Sjogrenliv syndrom

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



Klasicka elektroforéza - screening

Nevyhoda — detekce pouze velkych zmeén v proteinovych frakcich

Hypergamaglobulinemie

Zanét Hypogamaglobulinemie “or _
(monoklondlni gamapatie)



Vyuziti elektroforézy v klinické praxi
screening chorobnych stavu

Izoelektricka fokusace: kvalitativni prukaz intratékalni syntézy imunoglobulin(
VySetrovany material: Likvor (CSF) + sérum (S) soucasné

Intratékalni syntéza protilatek v centralnim nervovém systému pochazi z perivaskularnich
infiltratd B lymfocytl, které lokdlné proliferuji, dozravaji v plazmocyty a produkuji prislusné

- © CSF S
protilatky

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

pripadt)

Obrazek vpravo: oligoklonalni pasy jsou pfitomny pouze v likvoru (CSF), zatimco v séru chybi —jedna se o

intratékalni syntézu Ig — tento nalez je pro roztrousenou sklerézu pomérné typicky -
Hematolikvorova bariéra — neumoznuje prestup imunoglobulin( z krve do likvoru —

1"



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



Elektroforéza

HYDRAGEL PROTEIN(E) 15/30
6 17 18 19 20 21 22 23 24 28

26 27 28 20 0

1]
1

Priklady elektroforetického
rozdéleni rady pacientskych sér

|

Ohraniceny band v y- globulinové

oblasti = pacienti k dovysetreni
/ imunofixaci
1]

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



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

Monoklonalni gamapatie

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

e Plazmocytom
* Waldenstromova makroglobulinemie

* AL amyloiddza
* Nemoci tézkych retézct

* Imunofixace slouzi k:
* Diferencialni diagnostice gamapatie
* Sledovani vyvoje onemocnéni v Case
* Sledovani terapie
* VySetreni séra + moci soucasne!!




Imunofixace - zpracovani

priprava €istého agarézového gelu vzorky jsou aplikovany do 6ti specifickychis

Sablony
pacient A pacient B
pacient A pacient B
Start — misto -/
prilozeni || —m e st
Sablony

Na agarézovy gel se na pozici start nanesou pomoci Sablony séra pacientt (1 pacient = 6 drah)
Sablona = umélohmotny prouzek s vyrezanymi tvory ktery se prilozi na vyznaené misto na gelu pro start



Agarozovy gel pred elektroforetickym
rozdelenim

start elektroforetické migrace




elektroforeticka separace proteint v alkalicks

pacient A pacient B

rychlost pohybu je zavisla
na velikosti molekuly a sile naboje

v Y-




Agarozovy gel po elektroforetickem rozdéleni

separované imunoglobulinové molekuly




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

prilozeni magnetické masky

pro aplikaci roztoku antisér

Vyrezany
otvor |

Maska — o e s t, G Inp |




aplikace monospecifickych antisér

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

monospecifickd antiséra inkubace,

imunoprecipitace s monospecifickymi an
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Po uplynuti inkubacni doby se cely gel zahreje na 60°C, ¢imz dojde k denaturaci vzniklych precipitatl a

jejich pfilnuti k podkladové membrané gelu.

inkubace,

imunoprecipitace s monospecifickymi antj!

SPe laG IgA IgM K }u. SPE laG IgA IgM K 1
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denaturace pfi 60°C

pacient A
Eo—
— —

SPE 166G IgA IgM K A

pacient B

SPE laG IgA IgM K 71.




* Pro vyhodnoceni se provadi barveni imunofixovanych vzork( a poté jejich vyhodnoceni.
* Pokud vySetfované sérum nebo moc pacienta obsahuji zmnoZeny jeden klon imunoglobulinti nebo
jen jejich ¢ast — k nebo A fetézce - vytvofri se ohraniCeny prouzek tzv. band (paraprotein)

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

barveni

pacient A

—
F_ - -
Stejna poloha

paraprotienu
vzhledem ke startu

L B J 4 JL =4 — "q"‘
SPE 1gG IgA IgM K A

pacient B

LT

SPE 1aG IgA IgM K }u

albumin

pacient A pacient B

- albumin |~ .
= —
| [ — | fe—
| f - -
sPE G IgA IgM K 7» SPE IgG IgA IgM K }u

paraprotein IgG kappa paraprotein IgG lambda



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

a lehkymi retézci A , _
Pacient s paraproteinem IgA k



Imunofixace — odecitani vysledku
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ELP G A M K L ELP G A M K L

Pacient s paraproteinem IgM A Pacient s paraproteinem IgM K Volné lehké fetézce A
-

Biklonalni gamapatie .

1gG Kk + IgM A .' - - . .

ELP G A M K L
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