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Elektroforeza

e je analyticka separacni metoda

e k déleni latek dochazi diky jejich rozdilné pohyblivosti vlivem vnéjsiho
elektrickeho pole (stejnosmeérny el. proud)

* Rychlost migrace proteinU zavisi na téchto faktorech:
e Elektricky naboj molekuly
e Velikost a tvar molekuly — vétsi se pohybuji pomaleji
e Sila elektrického pole
e Vlastnosti nosneho media

e Teplota

@ Proteiny s rozdilnou pohyblivosti migruji

v gelu jako pasy (bandy). j
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Gelova nedenaturacni elektroforeza

* Nativni gelova elektroforéza
e probiha bez denaturacnich ¢inidel

e migrace protein0 gelem zavisi na jejich naboji, velikosti a

tvaru
H |avn | ty py e citlivost elektroforézy je dana charakterem péru gelu
gelove
e | e kt rofo ré Zy Gelova denaturacni elektroforéza

* SDS gelova elektroforéza

e proteiny jsou denaturovany dodecylsiranem sodnym (SDS) a

B-merkaptoetanolem

e Proteiny jsou separovany podle své molekulové hmotnosti




SDS gelova

elektroforeza

SDS je anionaktivni detergent, ktery nese pomérné vysoky
naboj, a proto ve vazbé na bilkovinu vyrovnava nabojove rozdily
bilkovin, ktere se potom pohybuji v gelu jen podle velikosti.
Vzorek proteinu se zpracuje s tzv. vzorkovym pufrem - obsahuje
SDS a redukcni Cinidlo B-merkaptoethanol.

Pdsobenim téchto latek dojde k rozruseni kvarterni, terciarni
a do znacné miry i sekundarni struktury.

Vsechny bilkoviny vazi SDS v konstantnim poméru, asi 1,4 g
SDS na 1 g bilkoviny, a tim charakteristicky méni svou
konformaci.
Vysledné komplexy SDS-bilkovina:

® maji stejnou hodnotu povrchoveho naboje

e konformace bilkovin se do jisté miry unifikuje



SAS Vitresi (Helena)

Nativni gelova
elektroforeza

Technicka
Instrumentace
Hydrasys (Sebia)




HYDRAGEL 30 31-32 kit
e elektroforeticke rozdéleni bilkovin lidskeho séra a moci do Sesti
hlavnich frakci na alkalicky pufrovanych agarézovych gelech o pH
8,6.
HYD RASYS e Separované bilkoviny jsou obarveny roztokem amidocerni
e Vyhodnoceni je bud vizualni nebo denzitometrické (relativni

Sebia kvantifikace jednotlivych zon).
(FranCie) e 30 SPE vzorku na gel

e poloautomatizovany systém

e manualni kroky: Manipulace se vzorky, gely, vkladani reagencii a
nastaveni pristroje k uvedeni do chodu

e automatické kroky: naneseni vzork(, elektroforetickou migraci,
suseni, barveni, odbarvovani, a konecné osuseni gelové plotny




HYDRAGEL 30 31-32 kit

® gel
® agaroza saturovana alkalickym roztokem pH 8.6 + 0.5
® nosné medium pro elektroforezu

e pufrovane stripy: slouzi jako rezervoar pufru a zajistuji kontakt

HYD RASYS mezi gelem a elektrodami

Se b | a e amidocern + redici roztok pro amidocern

(FranCie) e odbarvovaci roztok

e odstraneni prebytecné mnozstvi barvicky a odbarvuje se pozadi
agarozove plotny
e vyplachovani barviciho prostoru po promyvacim kroku

® promyvaci roztok - Cisténi barviciho modulu




HYDRASYS
Sebia

(Francie)

HYDRAGEL 30 31-132 kit
® migrace
® VSechny casti migracniho ramecku jsou snizeny — stripy s pufrem i
aplikatory jsou v kontaktu s povrchem gelu — probiha aplikace vzorkd
do gelu.
® Nosic aplikator0 vzorkd se zvedne, Casti s elektrodami nesouci stripy s
pufrem z0stavaji v kontaktu s povrchem gelu.
® Probéhne migrace pri konstantnich 20 W, 20 °C, 7 min
® zvednuti nosice elektrod, odpojeni elektrod
® Teplota migracni plochy stoupa az na 65 °C na dobu 10-ti minut, po
kterou se gel susi
® Migracni plocha je ochlazena na 5o °C a slysitelné pipnuti signalizuje
odjisténi vika migracniho modulu. Teplota se udrzuje na 5o °C az do
otevreni
® vika. Potom teplota klesa na 20 °C (v necelych 5-ti minutach)

® Barveni v barvicim modulu amidocerni.

e Denzitometrické skenovani nabarvenych poli elektroforegramd
(procentualnich hodnot) jednotlivych proteinovych zon.



HYDRASYS
Sebia

(Francie)




HYDRASYS
Sebia

(Francie)




Zpracovani

gelu po
separaci

Po probehnute elektroforeze je nutne gel susit nebo fixovat
fixacnim roztokem (obsahuje kyselinu, napr. kys. octova) -
dojde k denaturaci protein0 a jejich imobilizaci v nosném médiu,
aby se zabranilo difuzi jednotlivych zon.

Dale je nutne gel obarvit, aby doslo k vizualizaci jednotlivych
proteinovych frakci. Po promyti prebytku barviva, se gel susi.
Barvy —amidocern, kysela violef, ...

Mnozstvi barviva, které se béhem barveni vaze na proteiny zalezi
na mnoha faktorech. Je ovlivnéno typem proteinu nebo stupném
denaturace pri fixaci.
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Vyhodnoceni:

Detekce a
kvantifikace

e Po elektroforetické separaci a barveni, je mozne kvantifikovat
jednotlive zony jako procentualni podil primou denzitometrii.

e Denzitometr je pristroj, ktery slouzi k vyhodnoceni hustoty
zbarveni v plosnem usporadani. Jedna se o postup, ktery je
podobny fotometrickemu stanoveni, zaznamenava menici se
hodnotu absorbance v zavislosti na intenzit& zbarveni.

e Pfi denzitometrii se meri intenzita zareni prochazejiciho
prOhlednou plochou, ziskava se graficky zaznam fotometrovaného
useku.

e Plocha pod kfivkou techto piku pfipadajici jednotlivym frakcim, je
umerna relativnimu zastoupeni jednotlivych frakci v délene smési.

e Elektroforeogram se automaticky posunuje nad stérbinou, kterou

prochazi svétlo zvolené vinove delky (400 — 700 nm), v misté frakci

dochazi k castecné absorpci zareni — to se projevi pri dopadu na
detektor.

® Po zpracovani signalu ziskame Ciselneé vysledky jednotlivych frakci.
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Gelova

elektroforeza
v praxi (SPE)

® pri bézné elektroforéze se sérum rozdéli na frakci albuminu, az, a2,
B1, B2 a y-globuling

e proteiny migruji v gelu jako pasy (bandy)

@ stanoveni zastoupeni jednotlivych frakci mUZze mit orientacni vyznam
pri hodnoceni stadia zanétliveho procesu (akutni zanét - T a1 a
pozdéji i a2; chronicky zanét - [albumin, T gamma globuliny)

Albumin oy | oz | B 7

‘
- -
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ALBUMIN
® 55-65 % z celkovych proteint plasmy

e denné produkce v jatrech az 12 g

’ e elipsoidni tvar — nezvysuje viskozitu plasm
Gelova i o e
; e funkce:
e I o) kt rofo reza e proteinova rezerva (zdroj AMK)
. e transport — bilirubin, hem, steroidni latky, kovy, leky
V p raXi (S P E) . ® vazba vody — ztraty albumin0 pri poruchach ledvin vedou k prestupu

vody do tkani — otoky

Frakce |

Albumin oy | oz | B 7

‘
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Gelova
elektroforeza
v praxi (SPE):

Frakce

a1 GLOBULINY

e prakticky jedina bilkovina, ktera ovliviuje tvar a intenzitu alfa 1 zony
— alfa1-antitrypsin
e chrani pred enzymy zanétlivych bunék, inhibitor proteaz

e dale kysely alfa-1 globulin, transkortin, transkobalamin

a2 GLOBULINY

e intenzitu a morfologii bandu ovliviuji stejnym dilem alfaz-
makroglobulin a haptoglobin 0

Haptoglobin:
* vazba hemoglobinu z rozpadlych
erytrocytl (zabranuje ztratam Fe)
e 1 pfi akutnim zane,tu a pri zvatez,| j \/\/\f'\/\_
» | prirozpadu velkeho mnozstvi s ;
erytrocyt0
|
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Gelova
elektroforeza
v praxi (SPE):

Frakce

B GLOBULINY
® B1 = transferin —vazba a transport Zeleza
®f2=0C3

y GLOBULINY
e |gG, IgM, IgA, IgD, IgE

e lehke retézce kA

e Produkovany B-lymfocyty (plazmatickymi burikami)

Take that ﬂ
flu virus!!!

= V -’ll
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Protilatky:

struktura
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Detekce

paraproteinu

e imunoelektroforéza je v soucasné dobé pouzivana témér vyhradné
k prikazu monoklonalniho imunoglobulinu = paraproteinu

e paraprotein (PP, Mig) je produkovan klonem nadorovych
plasmatickych bunék = plazmocytom, plazmocytarni myelom

e Mnohocetny myelom = nador vychazejici z plazmatickych bunék

e CRAB symptomy

e pritomnost Mlg = vyrazny nefyziologicky band obvykle v gama
zoné

e pricinou jasneho pruhu je fakt, ze se PP pohybuje velmi uniformé,
protoze kazda molekula ma stejné aminokyselinove slozeni (tudiz
stejny naboj a molekulovou hmotnost)
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CRAB

symptomy

High levels of
calcium in the
blood

Decreased kidney
(renal) function

Q
SO

Low amount of
red blood cells
(anemia)

&
I

Presence of
bone damage
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Elektroforeza

s naslednou
imunofixaci

Provadi se ve Ctyrech krocich:

Separace proteinu elektroforézou na agarozovéem gelu.

Imunofixace  (imunoprecipitace) proteind rozdélenych
elektroforezou — prislusné migracni stopy jsou prekryty
jednotlivymi antiséry. Antiséra difunduji do gelu a precipituji
pritomné antigeny. Proteiny v referencni stopé jsou jsou
fixovany fixacnim roztokem.

Neprecipitovane, rozpustne proteiny jsou z gelu odstranény
odsatim a promytim. Komplex antigen- protilatka zdstava v
gelove matrix.

Precipitované proteiny jsou vizualizovany obarvenim
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Gelova

elektroforeza
Zpbracovani




Antisérums et Fixateur / Antisera and Fixative
Immunofixa*ion (IF)

Masque dy

Imunofixace:
zpracovani



Imunofixace:

zpracovani




Hodnoceni
elektroforezy:

Pentafixace

Imunofoxace

aaaaaaaaaaaaaaaaaaa

ELP G A M K L

ELP G A M K L



Hodnoceni

elektroforezy

e Hemolyza = 1250 mg/l (horma 0-50) e

I |A 4

e Fibrinogen (plazma)
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® NATIVNIi ELEKTROFOREZA

UTUNTY

Imunoparéza  Hemolyza

Hodnoceni

Imunopareéza

* izolované zvyseni jednoho typu
imunoglobulinu (paraproteinu) se

< souCasnym snizenim ostatnich

imunoglobulinG

elektroforezy

urngoTs

Hemolyza

* pfisilné hemolyze se vytvari
samostatny band mezi a2 a 1
zonou
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Hodnoceni

pentafixace

Elfo Pentavalentni
antisérum

Elfo Pentavalentni
antisérum

Elfo Pentavalentni
antisérum

27



H 0 d nocen I' Elfo Anti-6  Anti-A  Anti-M Anti-k  Anti-A

imunofixace

Eifo Anti-6  Anti-A  Anti-M  Anti-k  Anti-A Elfo  Anti-6  Anti-A  Anti-M  Anti-k  Anti-A




Denzitometrie

e Opticka metoda, ktera se zabyva mérenim optické hustoty

e Denzitometr zaznamenava meénici se hodnotu absorbance v
zavislosti na intenzite zbarveni

e Méreni intenzity zareni prochazejiciho prihlednou plochou,
ziskava se graficky zaznam fotometrovaného Useku.

e Jednotlive frakce delené smési tvori na zaznamu v idealnim
pripadé soumérné krivky zvonovitého tvaru. Plocha téchto pik0
pripadajici jednotlivym frakcim, je Umérna relativnimu zastoupeni
jednotlivych frakciv délené smési

i

Albumin oy | oz | B 7

‘
- -
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Denzitometrie

e V misté frakci dochazi k Castecné absorpci zareni — to se projevi pfi
dopadu na detektor

e Po zpracovani signalu ziskame ciselne vysledky jednotlivych frakci

e Kvantitativni  vyhodnoceni  jednotlivych  frakci  ziskanych
elektroforetickym délenim bilkovin v biologickem materialu

e Vedle grafického vystupu (krivka elektroforeogramu) , vypocitava
software denzitogramu procentualni zastoupeni jednotlivych
bilkovinnych frakci

Albumin oy | oz | B 7

‘
- -
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Reflexni

fotometrie

e Méreni intenzity zareni odrazeného od neprdhledné (homogenné
zbarvené) podlozky.

e Hodnoti se pomér intenzity dopadajiciho svétla a svétla
odrazeného od barevné plochy

e Pouziti: sucha chemie, mocova analyza, denzitometrické
hodnoceni tenkovrstevnych chromatografU

e Reflexni fotometr: Pfistroj slouzi ke kvantitativnimu vyhodnoceni
reakci probihajicich na pevne fazi se suchymi cinidly po jejich
aktivaci vodou obsazenou v mérenem vzorku.

e Méri se intenzita zareni odrazeneho od homogenné zbarvené
podlozky.
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Reflexni

fotometrie

Ulbrichtova koule

e svételny vytézek odrazeného svétla je pomérné maly -> pouziva se
bily kulovy reflektor - Ulbrichtova koule

e duta koule jejiz vnitfni povrch je potazen vysoce reflexnim materialem
(siran barnaty)

e Svetlo ze zdroje se po vstupu do koule mnohonasobné odrazi od stén
a jako dokonale difuzni dopada na reagencni plosku

e fokusuje veskere odrazeneé svétlo z reagencniho policka na fotonku
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Reflexni

fotometrie

Mocova analyza
e Urinalysis Hubrid Diuri FUS-3000Plus

Princip chemické analyzy je reflexni fotometrie. Chemickou analyzou se
stanovuje pH, nitrity, bilkovina, glukoza, ketony, bilirubin, urobilinogen,
leukocyty a krev. Po naplpetovanl vzorku moce na dlagnostlcky prouzek
mocove analyty reaguji s Cinidly imobilizovanymi na jednotlivych zonach a
vybarvi se v zavislosti na koncentraci jednotlivych komponent. Sleduje se
odrazene zareni paralelne pri ctyfech vinovych deélkach 525, 572, 610 a 660
nm. Neodrazené svetlo je absorbovano. Cim je koncentrace parametrd
v jednotlivych zonach vyssi, tim vice svétla je absorbovano a zona prouzku se
vice vybarvi. CCD kamera zachyti snimky vsech zon. Software kvantitativné
vyjadruje reflektanci kazde zony.

FUS 3000Plus
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Vertikalni

fotometrie

e svételny paprsek prochazi optickym prostredim ve vertikalnim
Smeéru

e Vyuziti : pro méreni absorbance v jamkach mikrotitracnich
desticek (ELISA)

e specialnivertikalni spektrofotometry - ELISA readry

e Vztah mezi zmérenym signalem (absorpci) a koncentraci se urcuje
kalibraci. Obvykle se zméri absorbance 6-ti standardnich roztoks
0 znameé vzrUstajici koncentraci

e Z kalibracni krivky (namérené hodnoty absorbance standard( na
ose Yy, hodnoty koncentrace na ose x) se odecte hodnota
koncentrace neznameho vzorku
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|zoelektricka

fokusace

e elektroforeticka separacni metoda, prfi niz dochazi k déleni
biomolekul v gradientu pH dle jejich izoelektrického bodu

e gradientu se dosahuje pomoci amfolytU obsahujicich smési NH2+
a -COOH-, ktere se ve stejnosmérnem elektrickém poli seradi
podle sveho izoelektrickeho bodu a vytvori tak gradient pH (cca 5-
10)

e izoelektricky bod = hodnota pH pfi niz je pro danou latku vyvazen
pocCet kladnych a zapornych naboji, takZze se molekula jevi
navenek jako neutralni = izoelektricke pH = pl

e pl je hodnota pH, pri které se molekuly vlivem elektrickeho
pole nepohybuiji

e délené latky v prUbéhu IF putuji do svych izoelektrickych bodg,
kde fokusuji = koncentruji se
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e proteiny vykazuji znacné rozdily v izoelektrickych bodech: vétsina
maplvpHs4-7

@ obecné by se vzorky nemély aplikovat na plochy, kde se ocekava
jejich fokusace

® aby se proteiny chranily pred pUsobenim extrémnich hodnot pH,
nemély by se aplikovat blize nez 1 cm od elektrod

|zoelektricka

e proteiny mUzeme pred extrémy pH chranit také tim, Ze gradient
fo kU sace pH vytvorime pred aplikaci vzorku (pre-migrace)

HYDRAGEL 2 CSF ISOFOCUSING sebla
AR LR B &N & DA T
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e Pritomnost intrathekalniho 1gG je vyznamnou informaci k diagnoze
zanétliveho onemocneéni CNS, jehoz pricinou je napr. rostrousena
skleroza. Oligoklonalni pasy nachazime u vice nez 95 % téchto
pacient0.

e Oligoklonalni prouzkovani neni ani diagnosticke ani specifické pro
toto onemocneéni, ale je Siroce pouzivano jako podpurna informace
a povazovano za zakladni vysetreni dle konsenzu Evropské komise

: ’ pro sklerozu multiplex. Potvrzuje diagnozu u pacientu s klinickymi

IZOelektana fiznaky choroby a pomaha ?I diagnostice pacientd s

P )4 )4 P P g P

nepresveédcivymi klinickymi projevy.

fokusace:
pOUiItII neurosyfilis atd.

e Dale |ze pasy prokazat u chronickych zanétd CNS, neuroborelioze,

HYDRAGEL 2 CSF ISOFOCUSING sebla

YRR ¥ SRS YT AT Y

H
[ =]
-
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CSF S CSF S CSF S CSF S CSF S

: I Typ 1 Typ 2 Typ 3 Typ 4 Typ 5
Izoelektricka
fo kU sqace: Typ 1—v séru i v moku pouze polyklonalni IgG — normalni nalez;

Typ 2 - oligoklonalni prouzky pouze v likvoru — lokalni syntéza IgG (napf.
U roztrousené sklerozy);

hodnoceni

Typ 3 - oligoklonalni prouzky v likvoru a dalsi oligoklonalni prouzky v likvoru i v séru —
lokalni syntéza IgG a produkce protilatek v organismu (systémové onemocnéni)

Typ 4 — identické oligoklonalni prouzky v séru i moku (tzv. ,zrcadlovy" obraz prouzkd v
séru a v likvoru — dochazi k pridniku protilatek z krve do likvoru) — systémova imunitni
aktivace bez lokalni syntézy IgG v CNS;

Typ 5 — identické monoklonalni prouzky v séru i moku v kratkém Useku pH gradientu,
jde o pritomnost monoklonalniho paraproteinu v likvoru sérového pdvodu
(myelom, monoklonalni gamapatie) — paraproteinovy obraz.




|zoelektricka

fokusace:
hodnoceni

eMetoda zahrnuje izoelektrofokusaci na agardzovem gely,
nasledovanou immunofixaci s anti-lgG antisérem.

e\/zorky CSF a séra od téhoz pacienta jsou pak vizualné porovnany.

oCitlivost metody dovoluje analyzu CSF bez predchoziho
zahustovani.
oK potvrzeni intratékalni syntézy Ig je nutno analyzovat sérum a

mozkomisni mok paralelné ve stejnych koncentracich, aby byl
demonstrovan rozdil v distribuci IgG.

eFyziologicky maji imunoglobuliny v séru i mozkomisnim moku
polyklonalni charakter a vyjadruji heterogenitu individualnich
protilatek produkovanych jako odpovéd na nejriznéjsi antigeny, s
nimiz se jedinec setkal.
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|zoelektricka

fokusace:
hodnoceni

Intratekalné produkovane protilatky se vyznacuji pouze
omezenou (oligoklonalni) heterogenitou, coz se pri izoelektricke
fokusaci projevi jako izolované prouzky, ktere nejsou patrne pfi
analyze séra.

Z toho vyplyva nutnost provadét soucasné analyzu
imunoglobulind likvoru i séra.

Srovnava se pritomnost Ci nepfitomnost identickych pruht IgG v
séru a moku; pocet a lokalizace prouzkd nema diferencialné
diagnosticky vyznam.
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Detekce

likvorey

e Likvorea = vytok mozkomisniho moku/likvoru, k némuz dochazi
pri poranéni lebky

e Nékdy je dilezité urcit, zda u pacienta po Urazu hlavy je sekret
vytekajici z nosu jen zanetlivy exsudat z nosni sliznice nebo
mozkomisni mok

eV takovem pripadé se jedna o zavazny stav s komunikaci
likvorovych cest a nosni dutiny, ohrozujici pacienta prestupem
bakterialni flory na mozkoveé blany (meningy)

e Likvor mdze odtékat napf. z dutiny nosni Ci ucha

e Pro prUkaz 2 specifické parametry: beta-trace protein, beta-2-
transferin

e Srovnani hladin v séru pacienta a v jine biologické tekutine
(sekrety, vytoky z nosu, tekuté, nebo nasaté do tamponU)

42



Beta-trace

protein

e Prostaglandin D syntaza
e V likvoru jsou koncentrace 20-30 x vysSi nez v seru
e U nas stanoveni nefelometricky (Atellica, Siemens)

e BTP v sekretu:
® < 0,7 mg/l —pritomnost likvoru nepravdépodobna

® > 1,3 mg/l — pfitomnost likvoru pravdépodobna
® 0,7-1,29 mg/l -> poméry

® BTP sekret/sérum <2 - pritomnost likvoru nepravdépodobna

® BTP sekret/sérum = 2 - pfitomnost likvoru nepravdépodobna
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Beta-2

transferin

e Detekce pomoci elektroforézy, Sebia, Hydrasys

® Beta-2-transferin je desializovana forma transferinu a nachazi se
pouze v likvoru (ani v séru, aniv slzach, ....). Pfitomnost beta-2-
transferinu Ize pokladat za specificky prikaz likvoru nebo jeho
primési

e Ze séroveého transferinu se v likvorovych prostorach odstépi

zbytky kyseliny sialové (mozkovou neuraminidazou), vznika
asialotransferin

e Vyhodnoceni:

e Vizualni pozorovani elektroforetického zaznamu umoznuje detekci
desialylované frakce transferinu (nebo-li o-sialo frakce) ve vzorcich
sekretu.

e Kdyz je desialylovana frakce transferinu vice vizualizovana, nez
frakce disialo transferinu, je vzorek pozitivni.
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Beta-2
transferin:

hodnoceni

e Vizualni pozorovani elektroforetického zaznamu umoznuje

detekci desialylované frakce transferinu (nebo-li o-sialo frakce) ve
vzorcich sekretu.

e Kdyz je desialylovana frakce transferinu vice vizualizovana, nez
frakce disialo transferinu, je vzorek pozitivni.

Cerebrospinal fluid sam,cife (= positive cdntrol)

f\ Fractions Yo
il

N

[l 2-sialo 9.7
| ll 0-sialo 14.4

O-sialo

2-sialo
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Beta-2

transferin:
hodnoceni

Disialo-transferin
Asialo (desialo)-transferin
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Dekuji za

pozornost
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