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Klasicka agardzova elektroforeza

Separace proteinl séra na zakladé rozdilné pohyblivosti v el. poli

Médium — agarozovy gel

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

Rozdéleni do 5 zakladnich frakci

Odecitani — veétSinou denzitometrie
* Pokud zname koncentraci celkové bilkoviny

(ref. meze 60-85g/l) 2> j
prepocet % zastoupeni frakce na koncentraci \/'\-/\f\

Albumin oL, o, B

Imunologie — zajem o gamafrakci

Pozn. Detailni princip elektroforézy a denzitometrie Ize najit v u€ebnicich
klinické biochemie nebo instrumentalni techniky
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Bilkovina
Relativni molekulova

Koncentrace Poloéas

- lektroforetickeé frakce obsahuji tyto
nlazmatickeé proteiny

Funkce

v séru | dn
hmotnost [9/1] [elny]
Prealbumin
(Transthyretin} 0,2-0.4 2 vazba hormond Stitné Zlazy a retinol vazajiciho proteinu 1 malnutrice
54 000
Albumi nejvyznamnéjsi transportni protein 1 katabolismus
umin :
T 35-53 15-19 udrZeni koloidné-osmotického tlaku 1 hepatopatie
proteinova rezerva organismu | ztraty bilkovin
cq-lipoprotein 1,0-1,6 lipoprotein o vysoké hustoté (HDL)
180 000-360 000 (Apo A-1) transport cholesterolu do jater
a1-antitrypsin inhibitor lyzosomalnich protedz (hlavné elastazy
1- =
I fonukledrnich leuk 1)
(ct1-inhibitor proteaz) 0,9-2.0 4 e yr‘r_‘.or D_”H earmt__' = GCW_J _ t akutni zanét
54 000 vrozena deficience muzZe byt pricinou onemocnéni plic
ol (emfyzém) a jater (cirhdza)
obIR=t | ar-kysely glykoprotein ba lipofilnich Istek (napF t skterych I&ki)
(orosomukoid) 05-12 . vazba lipofilnich 13 E nr"|a|.:|r. proges Er?nu a nékterych lekd ! ZAnét
40 000 podili se na regulaci imunitni ecdpovédi
fet tei fyziclogicky produkovan fetalnimi jatry a Zloutkovym vackem T hepatom
oy -fetoprotein —
! = < 7.5 pg/! 3.5 hlavni protein fetalniho séra T nékteré malignity GIT

69 000

fyziologicky pfitomen v séru téhotnych Zen

T téhotenstvi



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)

o:ltist «z-makroglobulin = tran.spt:rrt rj’laly'.fch ;::rmeinvil (:-,;t_ckiﬂ}-'. rastové faktory) a o
800 000 1.3-3.0 5 dvejmocnych iontd (napf. Zn?™) t akutni z5n&t
= diky velmi vysoké molekulové hmotnosti neprojde ani
poskozenou glomeruldrni membranou
Ceruloplasmin 0206 s » oxidoredukéni aktivita (oxidace Fe®* na Fe3*) 1 Wilsonowa choroba
160 000 - ’ = vazba médi (vaZe aZ 90 % Cu v séru) (hepatolentikuldrni degenerace)
T nedostatek Zeleza
Transferrin 50-36 7 : ; Ny — 1 malnutrice
p Ty [ ]
27 000 ransport a vychytavani volného Zeleza | hepatopatie
1 zanét
Hemopexin 0.5-1,1 3-7 ba |
Lo—1, = = hemu
B 57 000 vazba L
oblast
. . = |ipoprotein o nizke hustoté (LDL)
B-lipoprotein 0.7-0,9 : T —
[ ]
5 750 000 (Apo B-100) ransport cholesterolu urikam
= velmi vysoka molekularni hmotnost
C4 sloika komplementu T zanét
P 0.1-0.4 1 m soucast komplementu : -
206 000 1 autoimunitni stavy
C3 slofka komplementu T zanét
P 0,8-1.4 1 m spuéast komplementu i L
180 000 1 autoimunitni stavy
-mikroglobulin ] T hematologické nado
B2 =! 0.001-0,002 m spudist leukocytarnich antigend d . v
B2 17 800 1 porucha tubularni resorpce
oblast | Fibrinogen xz = 0 - .
=] 15-45 » soufast koagulaéni kaskady, prekurzor fibrinu " zAndt
340 000 = fyziologicky jen v plazmé, neni v séru
C-reaktivni tei
realtival protein 1,5-5 mgy/I 1 » aktivace komplementu I akutni zanét (bakterialni)

1717 000



Y
oblast

Iﬂz 000 8.0-180 24 | = pozdni protilatky 1 (chronicky) zdnét
oA 0.5-3.0 6 = protilatky shiznicni imunity T zanéty sliznic a jater
160 000
'gM 0.6-2.5 5 » Zasné protildtky 1 akutni zanét
300 000
|
) 1 o P 3 P
Awin: (o | = B T

Elektroforéza plasmatickych proteind
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Elektrotoréza

E") sérove proteiny mohou byt elektroforeticky separovany
Albumin
Apply | alpha-
ST e 20 rrin glokulins
imunoglobulin
beta- imu uliny
— glozulina
S—— J—
globulins
e Albumin p-a g e
. . = -‘
Py clecrophoreat - T

F
Normal IgG

- 1ze zachytit pouze hrubé zmény:
hypergamaglobulinémii,

hypogamaglobulinemii ¢i monoklonalni ——
gamapatie



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 stfevni zanéty (Crohnova choroba, ulcerdzni kolitida)
* Rozsahlé popaleniny
* Hyperhydratace — dochazi k naredéni bilkovin séra — téhotenstvi (fyziologicky), nevhodné podana infuze



Klasicka elektroforéza - screening

Nevyhoda — detekce pouze velkych zmén v proteinovych frakcich

™~

Hypergamaglobulinemie

7Zanét Hypogamaglobulinemie mor ,
(monoklonalni gamapatie)



Vyuziti elektroforézy v klinické praxi
screening chorobnych stavu

Izoelektricka fokusace: kvalitativni prukaz intratékalni syntézy imunoglobulini
Vysetfovany 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
protilatky

Diagnostika roztrousené sklerdzy — pruiikaz 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 pomeérné typicky

Hematolikvorova bariéra — neumoznuje prestup imunoglobulint z krve do likvoru

fenestrace

-------------------------------- bazalni membrana

choroidealni buriky
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tight junction
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Typy intrathekalni protilatkové odpovédi

(DGLN, Editor Dr. M. Wick: Ausgewihlte Methoden der Liquordiagnostik und
Klinischen Neurochemie; 4. vydani, Mnichov 2020: str. 24-25)

Zadna ith. syntéza
IgG, IgA, IgM

Dominance IgG

Dominance IgA

Dominance IgM

IgG + IgA + IgM

Casna faze bakteridlnich meningitid a virovych meningoencefalitid
Syndrom Guillain-Barré

Roztrousena skleroza (IgM v 50%, IgA ve 20%)

Neurosyfilis (IgG + IgM, nékdy dominance IgM; velmi vzacné IgA)
HIV encefalitida (jen IgG)

Infekce pomalymi viry

Encefalitida asociovana s protilatkami proti NMDA-receptoru

Neurotuberkul6za (IgA 1zolované nebo spolu s méné vyraznou ith. syntézou IgG)
Mozkovy absces
Nékdy u HSV a VZV meningoencefalitidy

Lymeska neuroborreliéza (IgM > IgA > IgG)
Meningoencefalitida pii pfiusnicich (IgM + IgA + IgG)
Klistova meningoencefalitida

Neékdy u lymfomt s postizenim CNS (monoklonalni IgM)
Neurotrypanosomiaza (IgM + IgA + IgG, IgM v 95% piipadi)

Oportunni infekce pt1 imunodeficitech (CMYV, toxoplazmo6za, mykotické infekce)
Neurocysticerkéza a jiné parazitozy

Autor snimku: David Zeman,
ULM-OKB FN Brno



Klasicka elektroforéza - screening
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Obrazek pfevzat z http.//www.sebia-usa.com/products/reagents.html



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

Modifikace elektroforezy - 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 amyloidoza
* 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 pacient( (1 pacient = 6 drah)
Sablona = umélohmotny prouzek s vyrezanymi tvory ktery se pfrilozi 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
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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'___?

SPE
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pacient A
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pacient B

SPE IgG IgA oM K
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denaturace pfi 60°C

pacient A

sPE G loA lgM K A

pacient B

sPE G loA laM KA




* Pro vyhodnoceni se provadi barveni imunofixovanych vzork( a poté jejich vyhodnoceni.
e Pokud vysetfované sérum nebo moc pacienta obsahuji zmnoZeny jeden klon imunoglobulind nebo
jen jejich ¢ast — k 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
., s | ! 1 -
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

a lehkymi retézci A , ,
Pacient s paraproteinem IgA k



Imunofixace — odecitani vysledku

ElP G A M Kk A - MOC
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ELF G A 1 k. 5 ELP G A i K L
Pacient s paraproteinem IgM A Pacient s paraproteinem IgM k Volné lehké fetézce A
-

Biklonalni gamapatie .

1gG K + IgM A -. - - . .

ELP G A M K L



HYDRAGEL IF @ HYDRAGEL IF
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HYDRAGEL IF @ HYDRAGEL IF
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sehia sebia

lgG Kappa + IgM Kappa biclonal gammapathy. laD Lambda monoclonal gammapathy



HYDRAGEL IF @ HYDRAGEL IF
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ELP G A M K L - ELP G A M K

Lambda light chains desease, to be confirmed with Hydragel

Alpha heavy chains desease, with oligoclonal profile (IgG (K+L). Bence Jones Kit (cat. nbr- 4033)



HYDRAGEL 2 IF

I e ]

IhdtH

Serum nbr 1

ELP : No monaclonal abnormality
Diffused zones corresponding to polyclonal Ig

Conclusion : Normal immunofixation

Serum nbr 2

ELP : Monoclonal band

Detection of a monoclonal band with anti gamma- heavy chains
and anti Kappa light chains.

Conclusion : Monoclonal gammapathy of IgG Kappa type.



HYDRAGEL 2 IF
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ELP A K L ELP aAGM . D E
Serum™ Serum 2

sebia

Serurm nbr 1

ELP : Monoclonal band
- No abnormality with anti heavy chains sera (a, v, )
- Presence of a monoclonal band with anti Kappa light chains.

Conclusion : Process to a complementary test with anti Kappa
free light chains or IgD and IgE.

Serum nbr 2

ELP : Monoclonal band

- No abnormality with anti heavy chains sera (a, v, p)

- Presence of a monoclonal band with anti Kappa light chains.
- Presence of a monoclonal band with anti IgD.

Conclusion : Monoclonal gammapathy of IgD Kappa type.



HYDRAGEL 2 IF

RS S S S S

: '

E z E 4 §

ELP A K ELP G M K
Serum 1 Serum 2

Serum nbr 1

ELP ; Presence of 2 monoclonal bands

- Monoclonal band with anti gamma heavy chains
- Meonoclonal band with anti alpha heavy chains

- 2 monoclonal bands with anti Lambda light chains

Conclusion : Biclonal gammapathy of IgG Lambda + IgA Lambda |
types.

Serum nbr 2

ELP : Presence of multiple bands
- Multiple bands detected with anti gamma heavy chains anti
Kappa and anti lambda light chains.

Conclusion : Oligoclonal profil of IgG (Kappa and Lambda) types.



IMUNOFIXACE

Nékdy na sebe paraprotein (zejm. IgM) vaze jiné
bilkoviny (Ig) a nedari se ho urcit. ReSenim je pridani
malého mnozstvi merkaptoethanolu nebo dithiothreitolu.
Vievo: vzorek bez DTT, vpravo. vzorek s pridavkem 10

mmol/l DIT

Autor snimku: David Zeman,
ULM-OKB FN Brno



Mnohocetny myelom a biologicka lécba

* Terapeutické monoklonalni protilatky mimikuji paraprotein
(interference) — nutno brat ohled na |écbu u pacienta!

* NejCastéji izotyp IgG kappa

ELP G K ELP G K ELP G K
— — —

- — - |
TR R -.'-
THT

Daratumumab 0 g/L 0.5g/L 0.5g/L
CD38 0g/L 0g/L 0.125 g/L




Modifikace elektroforézy reakci Ag-Ab —
historické metody

Vyroba polyklonalnich protilatek

1975
| Vyroba monoklonalnich protilatek
Metody kvalitativni )
Imunolektroforéza (dle Graba a Williamse)
Protismérna elektroforéza Tyto metody jsou v dnesni dobé
Metody kvantitativni zastaralé a vyuzivaji se pouze
>_

vyzkumné (pochazeji z dob, kdy
nebyl znam proces vyroby
monoklonadlnich  protilatek a
pouzivala se tedy pouze
— polyklonalni smésna antiséra)

Raketkova imunoelektroforéza (dle Laurella)
Dvourozmérna elektroforéza




Imunoelektroforéza

e 2 faze:
1) Rozdéleni proteint 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

PREALBUMIN

& -ANTITRYPSIN
OROSOMUKOID
#1-LIPOPROTEIN

HAPTOGLOBIN

ALBUMIN

EEHLJLDPLnl.?_M:’N

TRANSFERIN

| || HemopEXiN
| |ot,-MAKROGLOBULIN

.- GLYKOPROTEIN.
M

|g£l.
A =LIPOPROTEIN

c3




[ —
vzorek

c

d vzorek
Imunoelektroforegram normalniho lidského séra:
zlabek a polyspecifické antisérum proti lidskym sérovym proteinim
zlabek b monospecifické antisérum anti - 1gG
zlabek c monospecifické antisérum anti - IgM
zlabek d monospecifické antisérum anti - IgA

Nevyhody:

Diky difuzi velmi zdlouhavé
zpracovani

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

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



Protismeéerna elektroforéza

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

e Jedna blize anodé — pipetujeme protilatku
e 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 prikaz antigenl 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
L

N
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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
(obsahuijici polyvalentni antisérum) = elektroimunodifuze probiha ve
smeéru kolmém na gel se separovanymi proteiny

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

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



