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Elfo frakce plazmatickych proteinu

Frakce Zastoupeni| ¢ (g/l)
(%)
Albuminy : albumin 52 - 58 34 - 50

prealbumin (transthyretin)

o-globuliny : globulin vazajici thyroxin, transkortin, 24-44 2-4
a,-kysely glykoprotein, o -antitrypsin, o,-lipoprotein
(HDL), a,-fetoprotein

o,-globuliny : haptoglobin, makroglobulin, 6,1-10.1 5-9
ceruloplasmin
B-globuliny : transferin, hemopexin, lipoprotein 8,5-14,5 6 —11

LDL, fibrinogen, C-reaktivni protein, C3 a C4
slozka komplementu

y-globuliny : 1gG, IgM, IgA, IgD, IgE 10 — 21 8-15

Jana Svarcovd. Plazmatické proteiny. http://slideplayer.cz/slide/2345714/



Pouziti zonové elektroforézy v klinické
praxi

Polyclonal hypergammaglobulinemia /\
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Imunoelektroforéza

A.  Kvalitativni imunoelektroforetické metody
1.  Imunoelektroforéza

2. Protismérna elektroforéza

B.  Kvantitativni imunoelektroforetické metody
1.  Elektroimunodifuze podle Laurella (raketkova)

2. Dvourozmérna imunoelektroforéza



Imunoelektroforéza (podle Grabara a Williamse)

imunoelektroforéza je kombinaci elektroforetického déleni s
imunodifuznim

rozdéleni sledované latky (séra) elekjroforézou ng gelu (ptsobenim

ste fnosmernehg roudu), po ukonceni se gel nesusi ani nebarvi, ale
nasleduje druha faze

vedle rozdélenych slozek se do gelové vrstvy vykroji (izky zldbek, do Sk . ®
nej se pipetuje protilatka (polyvalentni antisérum), nasleduje inkubace

mezi antigenem jednotlivych slozek a protildtkou se vytvori a e
precipitacni linie, které se zvyrazni obarvenim

zjist'ovdni nékterych gamapatii
poruchy v biosyntéze imunoglobulini o .

http://ciselniky.dasta.mzcr.cz/CD/hypertext/AJBAG.htm
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Imunoelektroforegram normdlniho lidského séra
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Krdliéi antisérum proti lidskym sérovym proteinim

pri pouziti polyspecifického antiséra
az 35 precipitaénich obloucku
(kazdy obloucek = 1 protein), které
maji charakteristicky tvar a umisténi
na imunoelektroforegramu

vzorek

http://biochemie.upol.cz/doc/skripta/imch/8.%20lmunoelektroforeza.pdf
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normalniho lidského séra:

polyspecifické antisérum proti lidskym sérovym proteiniim
monospecifické antisérum proti IgG

antisérum proti IgM

antisérum proti IgA

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



Imunoelektroforegramy normalnich lidskych sér (a)

a sér obsahujicich myeldmovy IgG (b),

myelédmovy IgA (c)

Waldenstromav makroglobulin IgM (d)

Ve Zlabcich je polyspecifické antisérum proti lidskym sérovym proteinim. Monoklonové (patologické) imunoglobuliny

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



Protisméerna imunoelektroforéza

* protismérna elektroforéza vyuziva opacny pohyb antigenu a
protilatky v elektrickém poli. Je to imunodifuze za pomoci ,
elektrického proudu, ¢imz se imunodifuzni reakce znacné zrychli

- je obménou jednorozmeéné dvojité difuze. Pohyb molekul antigenu a
protilatek je vsak urychlovan stejnosmérnym elektrickym polem,
takze vysledek muzeme odecitat obycejne uz za 30 minut.

» antigen a protilatka se umisti do dvou proti sobé polozenych
startovacich jamek v gelu tak, aby protilatka byla blize k anodé a
antigen ke katode

» v elektrickém poli se antigen pohybuje k anodé a protilatka naopak
ke katodé, v misté jejich setkani se vytvori precipitacni linie,
které se zvyraznuji barvenim
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Kvalitativni diikaz antigenu, které maji anodickou pohyblivost

Kds J. a kol. Laboratorni techniky biochemie. VSCHT. Praha 2006
http.//biochemie.upol.cz/doc/skripta/imch/8. %20Imunoelektroforeza pdf



Raketova imunoelektroforéeza

* umozfiuje stanovit koncentraci proteint az 0.1mg/|

» jedna se o jednoduchou imunodifuzni techniku probihajici v
elektrickém poli (elektroimunodifuze)

(3 4

» molekuly antigenu se zde nevpohybufu volnou difuzi, ale jejich
pohyb je uréovan stejnosmérnym elektrickym polem.

» vétsina proteinovych antigent putuje k anodé, v gelu se

o/

stretavaji s molekulami protildtek

. pokdosaieni ekvivalentniho poméru vznikaji precipitaty ve tvaru
rakety

- vyska raketky je primo dmérnd koncentraci antigenu

* je mozné i opacné usporaddni - stanoveni koncentrace
protilatek v séru (do gelu antigen)
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Dvourozmeérna imunoelektroforéza

» tato technika je kombinaci elektroforézy a raketkové
imunoelektroforezy (elek’rr'oimunodifuzigl

* na gelu (agarosa, polyakrylamid) se nejprve provede elektroforéza
bilkovin (smés antigenu) na jednotlivé Trakce

* poté se neobarveny prouzek ggly prenese na hovou desku, plocha se
doplni gelem obsahujicim protilatku (folyvalen’rm antisérum), stane
se startem elektroimunodifize; elektroimunodifize probiha ve
sméru kolmém na gel se separovanymi bilkovinami

» vznikaji piky nebo oblouky, jejichZ vyska nebo plocha je imérnd
koncentraci prislusné bilkoviny

* porovnadni se standardem

» vyhodnd imunochemickd metoda na analyzu smési antigend. V. _
lidském séru lze touto metodou rozdelit az 50 ruznych proteinu.
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Imunofixace

* PFi podezreni na_pritomnost monoklondini komponenty (mopoklondini
protein, M-projein, ,paraprotein’) pri elektroforetickem vysetreni
proteinu krevniho sera je provedena tzv.imunofixace (pro urceni
typu paraproteinu)

» po elektroforetickém rozdéleni bilkovin sérqg se postupné pridaji na
povrch gelu specificke Xro’nlm‘ky profi tézkym retézcum =
imunoglobulinu IaG, IgA.a IgN\,,(pmp.I?D) a proti lehkym retézcum
kappaa lambda, kterée difunduji do goe u. Mista, kde dojde |
k precipitaci na podkladé reakce anfigenu se specifickou protilatkou,

jsou vizualné vyhodnocena.
» analyza séra a moci je nezbytnd u vsech paraproteinemii

* na pritomnost paraprofeinu nds mize upozornit nezvykle vysoka
koncentrace celkové bilkoviny séra (90'g/l a vice)



Monoklondini protein je tvoren bud’ celou molekulou prislusného imunoglobulinu (H i L retézec)
charakterizovdna tridou (y, a, p, 8, €) a antigennim typem (x nebo 1), anebo je tvorena pouze tézkymi (H)
nebo lehkymi (L) Fetézci. Rozdil proti normdlnim imunoglobulinim je predevsim v jeho homogenité.

Monoklonalni gammapatie neznamého vyznamu (MGUS) - Je nutné periodické sledovdni pacientd, protoZe u
mnoha z nich prejde MGUS béhem péti let v myelom (16%), makroglobulinémii (3%) nebo v primarni
amyloidozu (3%). Lymfoproliferativni onemocnéni vznika u 17% béhem 10 let, u 33% béhem 20 let.

Maligni monoklondini gammapatie
Mnohocetny myelom (IgG, IgA, IgM, IgD, IgE a z volnych lehkych Fetézcl kappa nebo lambda)
Plazmocytom

Maligni lymfoproliferativni onemocnéni
Waldenstromova makroglobulinémie
Maligni lymfomy
Chronicka lymfaticka leukémie (CLL) - koncentrace M-proteinu v séru je zpravidla 1g/| a vétsinou (88%)
jde o M-protein IgM, imunofixaci zahusténé moce lze BJB v moci prokdzat u 65% CLL

Nemoc téZkych retézcl (heavy-chain disease) - gamma, alpha, mi, delta (produkce tézkych retézci
proliferaci jednoho klonu plazmatickych B lymfocytl bez asociace s retézci lehkymi)
Primdrni AL amyloidéza



Imunofixace vzorku séra pacienta s paraproteinem IgGk
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(Bossuyt et al. 1998)



Imunoblot

- jde o kombinaci elektroforézy, blotingu (neboli otisku) a vizualizaéni metody
(fluorescencni, enzymatické apod.)

« antigen je mnohem |épe definovany, na rozdil od klasickych EIA testd, kde se pracuje
se smésnym antigenem. NejCastéji se jednd o proteiny, glykoproteiny, DNA a RNA

« smés proteinl aplikuje na gelovou elektroforézu v nosné matrici, aby doslo k
rozdéleni proteinl podle velikosti, ndboje, nebo jinych rozdili v jednotlivé proteinové
pdsy

» oddélené proteinové pasy jsou pak preneseny pomoci jednosmérného elektrickeho

proudu do nosné membrany (napr. nitrocelulozy nebo nylonu). Tento proces se hazyva
bloting (video)

* proteiny prilnou na membrdnu ve stejném rozloZeni, jako byly rozdéleny v gelu a jsou
zde fixovdny

* membrdna se nareze na jednotlivé prouzky, které se nazyvaji stripy. Kazdy strip se
pouzivd pro jednoho pacienta
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Postup pro imunoblot

* vanicku se stripy vlozit do analyzatoru

e pridan blokovaci roztok , inkubace — zabranéni nespecifickych vazeb
* promyti

 do prislusnych zlabku pridano sérum pacienta, inkubace

e promyti

 pridan konjugat (sek. protilatka znacena enzymem)

e promyti

* inkubace se substratem

e stop Cinidlo

* stripy osusit



AutoBlot 3000
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Signature

Vyhodnoceni vysetreni
antinukledrnich protildtek
programem AID Western Blot
Scanner (Autoimmun Diagnostika
GmbH, Némecko).

Na obrdzku vidime pacienta se
silnou pozitivitou anti-SS-A
a pozitivitou anti-SS-B protildtek.



