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e Analytické separacni metody

e K délenilatek dochazi diky jejich rozdilné pohyblivosti vlivem
vnéjsiho elektrického pole (stejnosmérny el. proud)

* Rychlost migrace protein0 zavisi na téchto faktorech:

Elektroforeticke e Elektricky naboj molekuly

e Velikost a tvar molekuly — vétsi se pohybuji pomaleji

metody

e Sila elektrického pole
e Vlastnosti nosného média
e Teplota
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Elektroforeticke

metody:
rozdeleni

e Typy elektroforézy

Agarozova elektroforéza — sérové proteiny, hemoglobiny.

Kapilarni elektroforéza — séroveé proteiny, HbAx1c,

hemoglobinopatie, DNA fragmenty.

Isoelektricka fokusace (IEF) — oligoklonalni pasy, izoenzymy.
Polyakrylamidova elektroforéza (PAGE, SDS-PAGE) —
proteinurie, vyzkum, proteomika — mensi pory, detailnéjsi analyza
2D elektroforéza (IEF + SDS-PAGE) — proteomika (separace podle

naboje a velikosti).




Hlavni typy

gelove
elektroforezy

Gelova nedenaturacni elektroforéza

* Nativni gelovad elektroforéza
e probiha bez denaturacnich cinidel

e migrace proteind gelem zavisi na jejich naboji, velikosti a
tvaru

® RozliSovaci schopnost (U¢innost) elektroforézy je dana velikosti pord
a slozenim gelu

Gelova denaturacni elektroforéza

* SDS gelova elektroforéza

e proteiny jsou obvykle denaturovany dodecylsiranem

sodnym (SDS) a redukovany 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, které se potom pohybuiji 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 povrchového naboje

e konformace bilkovin se do jisté miry unifikuje




SDS gelova

elektroforeza

Klinickeé vyuziti: analyza proteinurie (zcela jasné odlisuje bilkoviny
tubularni od bilkovin glomerularniho pivodu.
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Elektroforeza bilkovin

séra a moce




Nativni gelova
elektroforeza
bilkovin v
moci a seru

Technicka
InNstrumentace

SAS Vitrési (Helena Biosciences)

Hydrasys (Sebia)




HYDRASYS

(Sebia)

HYDRAGEL 30 R1-f32 kit

e Elektroforetické rozdéleni bilkovin lidského séra a moci do Sesti
hlavnich frakci na alkalicky pufrovanych agarozovych gelech o
L B

pH 8,6. e |
J 8 |

e Separovane bilkoviny jsou obarveny roztokem amidocerni
e Vyhodnoceni je bud vizualni nebo denzitometricke (relativni
kvantifikace jednotlivych zon).

T

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 vzorkU, elektroforetickou migraci,
suSeni, barveni, odbarvovani, a konecné osuseni gelové plotny




HYDRASYS

(Sebia)

HYDRAGEL 30 31-R2 kit

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

e pufrované stripy: slouzi jako rezervoar pufru a zajistuji
kontakt mezi gelem a elektrodami

e amidocern + fedici roztok pro amidocern

e odbarvovaciroztok (destain)

® odstranéni prebytecné mnozstvi barvicky a odbarvuje se
pozadi agarozove plotny

® vyplachovani barviciho prostoru po promyvacim kroku

® promyvaci roztok — ¢isténi barviciho modulu
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HYDRASYS
Sebia

(Francie)

HYDRAGEL 30 31-2 kit
e Migrace

Vsechny casti migracniho ramecku jsou snizeny — stripy s pufrem i
aplikatory jsou v kontaktu s povrchem gelu — probiha aplikace vzorkd
do gelu.

Nosic aplikatord vzork( se zvedne, Casti s elektrodami nesouci stripy
s pufrem zUstavaji v kontaktu s povrchem gelu.

Probéhne migrace pfi 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).

e Barveniv barvicim modulu amidocerni.

e Denzitometrické skenovani nabarvenych elektroforetickych obraz0 /
jednotlivych proteinovych zén (stanoveni procentualnich hodnot) -
elektroferogram
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HYDRASYS

(Sebia)




HYDRASYS

(Sebia)




Zpracovani

gelu po
separaci

Po probéhnuté elektroforéze je nutné gel susit nebo fixovat
fixaCnim roztokem (obsahuje  kyselinu, napr. kys. octova) -
dojde k denaturaci proteind a jejich imobilizaci v nosném
meédiu, aby se zabranilo difuzi jednotlivych zon.

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

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

Po elektroforeticke separaci a barveni, je mozne kvantifikovat
jednotlivé zony jako procentuadini podil pfimou denzitometrii.

Denzitometr je pristroj, ktery slouzi k vyhodnoceni hustoty
zbarveni v plosném usporadani (scanner). Jedna se o postup,
ktery je podobny fotometrickému stanoveni, zaznamenava ménicl
se hodnotu absorbance v zavislosti na intenzité zbarven.

Pfi denzitometrii se méFi intenzita zareni prochazejiciho
pruhlednou plochou, ziskava se graficky zaznam fotometrovaného
Useku.

Elektroforeticky obraz se automaticky posunuje nad Stérbinou,
kterou prochazi svétlo zvolené vinové delky (400 — 700 nm), v misté
frakci dochazi k ¢astecné absorpci zareni — to se projevi pfi dopadu
na detektor.

Plocha pod kfivkou pikd pripadajici jednotlivym frakcim, je
Umeérna relativhimu zastoupeni jednotlivych frakci v délené
smesi.

Po zpracovani signalu ziskame ciselné vysledky jednotlivych frakci —
prepocet z celkové bilkoviny.
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Gelova
elektroforeza
v klinicke
praxi (SPE)

e Prielektroforéze sérovych bilkovin dochazi k rozdéleni na frakci

albuminu, az, a2, B1, B2 a y-globulin{

e Proteiny migruji v gelu jako pasy (bandy)
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e Stanoveni zastoupeni jednotlivych frakci m0Zze mit orientacni

vyznam pfi hodnoceni stadia zanétlivého procesu (akutni zanét - 1
a1 a pozdéji i a2; chronicky zanét - |albumin, T gamma globuliny)

® Vyhodnocovani zastoupeni jednotlivych zén je dnes z velké casti
nahrazeno automatizovanymi metodami stanoveni specifickych

protein{!

® Hlavni vyznam elektroforézy sérovych bilkovin: detekce
monoklonalnich imunoglobulind (M-proteinu).
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ALBUMIN
® 55-65 9% z celkovych proteind plasmy

e denné produkce v jatrechaz12 g

Gelova' e elipsoidni tvar — nezvysuje viskozitu plasmy
’ e funkce:
e | (S kt I’OfO rezZa e proteinova rezerva (zdroj AMK)
. _ e transport —bilirubin, hem, steroidni latky, kovy, leky

v p raxi (S P E) " e vazba vody — ztraty albuminU pri poruchach ledvin vedou k
prestupu vody do tkani — otoky

Frakce

Abumin' (o | o B T
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a1 GLOBULINY

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

Gelova
elektroforeza

e dale kysely alfa-1 globulin, transkortin, transkobalamin

v praxi (SPE): a2 GLOBULINY

e intenzitu a morfologii bandu ovliviuji stejnym dilem alfa-2-
makroglobulin a haptoglobin.

Frakce

* Haptoglobin:
* vazba hemoglobinu z rozpadlych
erytrocytl (zabranuje ztratam Fe)
* 1 pfiakutnim zanétu a pri zatézi e 25
~
« | pfirozpadu velkého mnoZstvi - T ey
erytrocytd
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Gelova
elektroforeza
v praxi (SPE):

Frakce

B GLOBULINY
e [1=transferin —vazba a transport zeleza

e 32 = komplement C3

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

e |ehke retézce kA

e Produkovany B-lymfocyty (plazmatickymi burikami)

Take that
flu virus!!!
.LY)-

_— ‘.!!ll

b
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Protilatky:

struktura
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Detekce

paraproteinu

=<

Imunoelektroforéza je v soucCasné dobé pouzivana temé
vyhradné k prdkazu monoklonalniho imunoglobulinu
paraproteinu

Paraprotein (PP, Mlg) je produkovan klonem nadorovych
plasmatickych bunék = plazmocytom, plazmocytarni myelom

Mnohocetny myelom = nador vychazejici z plazmatickych bunék

CRAB symptomy

Pritomnost Mig = vyrazny nefyziologicky Uzky band obvykle v
gama zoné

Pricinou jasneho pruhu je fakt, Ze se PP pohybuje velmi
uniformé, protoze kazda molekula ma stejné aminokyselinoveé
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)

6&

Presence of
bone damage
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Elektroforeza
s naslednou
imunofixaci

Provadi se ve Ctyrech krocich:

Separace proteind elektroforézou na agarézovém
gelu.

Imunofixace (imunoprecipitace) proteind rozdélenych
elektroforézou — prislusné migracni stopy jsou prekryty
jednotlivymi antiséry (anti-lgG, -IgM, IgA, -kappa a -
lambda). Antiséra difunduji do gelu a precipituji pfitomné
antigeny. Proteiny v referencni stopé jsou jsou fixovany
fixaCnim roztokem.

Neprecipitované, rozpustné proteiny jsou z gelu
odstranény odsatim a promytim. Komplex antigen-protilatka
zUstava v gelové matrix.

Precipitované proteiny jsou vizualizovany obarvenim
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Imunofixace
zpracovani




Anfisérums et Fixateur / Antisera and Fixative
Immunofixa*on (IF)
B c mas |

Imunofixace:

zpracovani




Imunofixace:

zpracovani




e Penta fixace
. Dc|>viedné stopy se nanese smés vsech péti antisér: IgG, IgA,
IgM, K, A.
* Slouzi k rychlé orientaci —ukaze, zda v séru je néjaka
monoklonalni komponenta.

* Pokud se objevi pozitivni pruh, je nutné provest rozliseni
jednotlivymi antisery.

e Plnafixace

« Kazdé antisérum (IgG, IgA, IgM, Kk, A) se aplikuje do samostatné
stopy.

* Umozni pfesné urcit tfidu a typ lehkého retézce
monoklonalniho imunoglobulinu.

* Je definitivnim potvrzenim a typizaci M-proteinu.
e Specialnifixace

* Cilena na vzacné nebo atypické monoklonalniimunoglobuliny
(napf. IgD, IgE, heavy-chain disease, Cisté lehkeé retézce).

» Detekce terapeutickych monoklonalnich protilatek
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Nativni ELFO
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Hodnoceni - - - = -

elektroforezy: .

Pentafixace

Imunofoxace
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Hodnoceni

elektroforezy:
specialni fixace —
terapeuticke

protilatky

Terapeuticka protilatka moize mit _ste{'nou elektroforetickou
pohyblivost jako Mg pfitomny v seru pacienta.

Mdze simulovat pfitomnost patol%gického M(Ijg, ktery ve skutecnosti
neni pritomen, a tak falesné podhodnocovat odpovéd'na lécbu.

Imunofixacni  postup  HYDRASHIFT  (SEBIA) s  pouzitim
antidaratumumabu provedeny na gelu HYDRAGEL IF 2/4 je zalozen
na vytvoreni komplexu daratumumab/antidaratumumab a jeho
posunuti mimo oblast gamaglobuliny.

A - IgG kappa A - IgA kappa, IgG kappa

B - IgG kappa (postup HYDRASHIFT) B - IgA kappa ( tup HYDRASHIFT)
FEae==sare daratumumab - \
A i I : ! B
: | | : e daratumumab -;-------, L
- | i P i i i : ! ]
i i - . v | = ; Poo-
i i 1
! : - ! - i
-‘i' ) = ! i 4 ¥
r 9 & S . : -
A s
L T i1 T 1.
1 H 1 ! 1 el | : o — . A .
ELP Ea A M 11' L ELP :1 A M EK L i : 1 i i
1 1 1 i 1 H | T T
! ! i 1 ! ELPF 6 R M W L
i i b i EF G 4 KL j i
fommmees -- 1aG kappa --—-- ; E" ; ;
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Hodnoceni

elektroforezy /
imunofixace

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

e Fibrinogen (plazma)
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e NATIVNi ELEKTROFOREZA E

Imunoparéza  Hemolyza

UTURGTY

Hodnoceni

Imunoparéza

* izolované zvyseni jednoho typu
imunoglobulinu (paraproteinu) se

= souCasnym snizenim ostatnich

imunoglobulind

elektroforezy

UTTNHoTI

Hemolyza

* prisilné hemolyze se vytvari
samostatny band mezi a2 a B2
zonou
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Hodnoceni

pentafixace

Elfo Pentavalentni
antisérum

—

Elfo Pentavalentni
antisérum

Elfo Pentavalentni
antisérum
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Hodnoceni

imunofixace

=

Elfo

Anti-G  Anti-A

-

Elfo

Anti-6  Anti-A  Anti-M Anti-k Anti-A

Anti-M  Anti-k

Anti-A

=

Elfo  Anti-6  Anti-A

Anti-M  Anti-x

Anti-A
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Kapilarni
elektroforeza

Cathode -

° Positive charge:
of the buffer solution
Negative chare

° ges
of the capillary walls

Princip

<
| VB LLTRAS J
- /
y
| |

Separace proteinU v tenké kapilare naplnéné pufrem pfi vysokém
napéti.

Detekce pomoci UV absorbance (nejcastéji 200—220 nm).
Migrace podle naboje, velikosti a interakce s pufrem.

Vysledek: elektroferogram = krivka absorbance vs. migracni cas.

B
| |

V8 UltraCE, (Helena Biosciences) Capillarys ( Sebia)
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__/. ITCONT 26 Mar 2025 IgG 26 Mar 2025

Albumin Al A2 B1 B2 Gamma

IgA 26 Mar 2025 IgM 26 Mar 2025

Kapilarni
elektroforeza

Kappa 26 Mar2025 | Lambda 26 Mar 2025

+
i Mun Otyp | Zace elektroforéza

imunotypizace

Imunotypizace spociva v pfidani specifickych antisér, které navazi monoklonalni
imunoglobulin, vytvofi nerozpustny komplex a zpuisobi vymizeni jeho piku v
elektroferogramu, ¢imz Ize urcit typ paraproteinu.




Gelova vs.
kapilarni

elektroforeza
v klinicke praxi

Vlastnost

Princip

Vystup

Cas analyzy

Automatizace

RozliSeni

Citlivost
Prehlednost

Cena

Pouziti

Agarézova elektroforéza

Migrace protein(i v agar6zovém
gelu, barveni a vizualizace pasu

,Gelovy obraz® — barevné pasy +
denzitometricka krivka

30-60 minut

SpiSe manualni (nanaseni vzorku,
barveni, suseni)

Niz8i, frakce se mohou prekryvat
Niz§i — malé M-komponenty
nemusi byt vidét

Vizualizace pasu vhodna pro
vyuku

Nizsi (gel, barviva)

Rutinni screening, vyuka — hl.
monoklonalni gamapatie,

Kapilarni elektroforéza

Migrace proteinu v tenké kapilare
- pfi vysokém napéti, detekce UV
_ absorbanci

Elektroferogram — kfivka
absorbance vs. migracni Cas

< 10 minut

PIné automatizovana, minimalni
zasah obsluhy

Vysoke, ostré piky, moznost $1/2

Vysoka citlivost k detekci M-
komponent

Jen kfivka — méné nazorné pro
laiky

VyS§Si (pfistroj + reagencni sety)

Moderni screening, sledovani

~ monoklonalnich gamapatii,
- glykovany hemoglobin
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lzoelektricka fokusace (IEF)




|zoelektricka

fokusace (IEF)

Elektroforeticka separacni metoda, pfi niz dochazi k déleni
biomolekul v gradientu pH dle jejich izoelektrického bodu.

Gradientu se dosahuje pomoci amfolytd obsahujicich smési
NH2+ a -COOH-, které se ve stejnosmérném elektrickém poli
seradi podle svého izoelektrického bodu a vytvori tak gradient
pH (cca 5-10).

Izoelektricky bod = hodnota pH pfi niz je pro danou latku
vyvazen pocet kladnych a zapornych nabojU, takze se molekula
jevi navenek jako neutralni = izoelektrické pH = pl

pl je hodnota pH, pri které se molekuly vlivem elektrického
pole nepohybuiji.

Délené latky v prdbéhu IF putuji do svych izoelektrickych bodd,
kde fokusuji = koncentruji se.
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|zoelektricka

fokusace (IEF)

Proteiny vykazuji znacné rozdily v izoelektrickych bodech:
vétsina ma plv pH 4 -7.

Obecné by se vzorky nemély aplikovat na misto, kde se ocekava
jejich fokusace.

Aby se proteiny chranily pfed pisobenim extrémnich hodnot pH,
nemély by se aplikovat blize nez 1 cm od elektrod.

Proteiny mdzeme pred extrémy pH chranit také tim, ze gradient
pH vytvorime pred aplikaci vzorku (pre-migrace)
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lzoelektricka

fokusace:
klinicke aplikace

e Oligoklonalni pasy (OCB) v mozkomisnim moku
IEF + imunofixace — detekce intratekalni syntézy IgG.

Zasadni vysetreni v diagnostice RS.

e PriUkaz B-2-transferinu

Marker mozkomisniho moku (likvorhea do ucha/nosu).

IEF oddéli transferrinove isoformy — B-2-transferin je
specificky pro CSF.
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|zoelektricka

fokusace:
Detekce

oligoklonalnich
pasu (OCB)

HYDRAGEL 8 CSF ISOFOCUSING

[ =] ! L]
= =
: =
)
'
" '

e Slouzi k prikazu intratekalni syntézy IgG v CNS, coz je

zasadni v diagnostice a diferencialni diagnostice
roztrousené sklerozy a dalSich chronickych zanétlivych
onemocnéni CNS.

Oligoklonalni pasy (OCB) nachazime u vice nez 95 %
pacientd s roztrousenou sklerézou (nejsou specifické pro
roztrousenou sklerozu, ale jsou soucasti diagnostickych
kritérii — diseminace v Case).

Dale Ize pasy prokazat u chronickych zanétd CNS, pfri
neuroborrelioze, neurosyfilis atd.
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lzoelektricka
fokusace:
hodnoceni

HYDRAGEL 8 CSF ISOFOCUSING
11 2 F 3 ¥ 4 & 5 F & 8 T T @

- TP
2 _ 8
" I

Metoda zahrnuje izoelektrofokusaci na agarozovém geluy,
nasledovanou immunofixaci s anti-lgG antisérem znacenym
enzymem (napfr. peroxidaza, zvysuje citlivost).

Vzorky CSF a séra odebrany soucasné!!! od téhoz pacienta jsou
pak vizualné porovnany.

Citlivost metody dovoluje analyzu CSF bez predchoziho
zahustovani.
K potvrzeni intratekalni syntézy Ig je nutno analyzovat sérum a

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

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

fokusace:
hodnoceni OCB

CSF S CSF S CSF S CSF S CSF S

Typ 1 Typ 2 Typ 3 Typ 4 Typ 5

Typ 1 - v séru i v moku pouze polyklonalni IgG — normalni nalez;

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

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 priniku 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 pUOvodu
(myelom, monoklonalni gamapatie) — paraproteinovy obraz.
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lzoelektricka

fokusace:
hodnoceni OCB

Intratékalne produkovaneé protilatky se vyznacuji pouze
omezenou (oligoklonalni) heterogenitou, coz se pri
izoelektricke fokusaci projevi jako izolované prouzky,
které nejsou patrné pfi analyze séra.

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

Srovnava se pritomnost ¢i nepritomnost identickych pruhd
IgG v séru a CSF; pocet a lokalizace prouzkd nema
diferencialné diagnosticky vyznam.
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lzoelektricka

fokusace:
Prukaz likvorey

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

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

V takovem pripadé se jedna o zavazny stav s komunikaci
likvorovych cest a nosni dutiny, ohrozujici pacienta prestupem
bakterialni fléry na mozkové blany (meningy).

Likvor m0Ze odtékat napr. z dutiny nosni ¢i ucha.

Pro prukaz 2 specifické parametry: beta-trace protein, beta-
transferrin.

Srovnani hladin v séru pacienta a v jiné biologickeé tekutiné
(sekrety, vytoky z nosu, tekuté, nebo nasaté do tamponU)
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Beta-trace

protein

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

BTP v sekretu:

e <0,7mg/l-pritomnost likvoru nepravdépodobna
e >1,3mg/l-pritomnost likvoru pravdépodobna
e 0,7-1,29 mg/l -> poméry

BTP sekret/sérum <2 - pfitomnost likvoru nepravdépodobna

BTP sekret/sérum = 2 - pritomnost likvoru nepravdépodobna
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Beta-2

transferrin

Detekce pomoci IEF na agarézovém gelu + imunofixace anti-
transferrinovymi protilatkami

Zlaty standard pro prUkaz likvoru v biologickych sekretech

Beta-2 transferrin je desialylovana forma transferinu a
nachazi se pouze v likvoru, perilymfé a sklivci oka (ani
Vv séru, aniv slzach, ....).

Pritomnost beta-2 transferrinu Ize pokladat za specificky
prUkaz likvoru nebo jeho prfimési.

Ze séroveho transferrinu se v likvorovych prostorech
pUsobenim neuraminidaz odstépuji zbytky kyseliny sialové
— vznika asialotransferrin (B,-transferrin).

Vyhodnoceni:

e Vizualni pozorovani elektroforetického zaznamu umoznuje detekci
desialylované frakce transferinu (neboli 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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e Vizualni pozorovani elektroforetickeého zaznamu umoznuje

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

e KdyzZ je desialylovana frakce transferinu vice vizualizovang, nez
frakce disialo transferinu, je vzorek pozitivni.

B e t a 2 Cerebrospinal fluid sample (= positive control)

transferin:
hodnoceni

O-sialo

2-sialo
Fractions %

2-sialo 9.7
0-sialo 14.4

O-sialo
= =1.49
2-sialo




ELFO + |IEF:

Priklady dalsich
aplikaci

Iso-ALP (izoenzymy alkalické fosfatazy)
* Metoda: agarozova elektroforéza + inhibice/lektiny

* Princip: rozliSeni isoenzym( ALP (kostni, jaterni, placentarni, intestinalni)
podle mobility a reakce s lektinem

* Kilinicky: diferencialni diagnostika zvysené ALP (hepatopatie vs. osteopatie)
Frakce hemoglobinu
* Metoda: agardzova elektroforéza

* Princip: separace HbA, HbA,, HbF a patologickych variant (HbS, HbC, HbE)
podle naboje/mobility

* Klinicky: diagnostika hemoglobinopatii a talasemii
CDT (carbohydrate-deficient transferrin)

* Metoda: izoelektricka fokusace + imunofixace / kapilarni zénova
elektroforéza

* Princip: transferrin se separuje podle poctu sialovych kyselin (tetrasialo vs.
disialo/asialo formy)

* Klinicky: marker chronického abuzu alkoholu (zvyseny podil disialo- a asialo-

transferrinu)
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Denzitometrie,
reflexni a vertikalni

fotometrie




e Metody kvantitativniho hodnoceni
elektroforetickych a fotometrickych vysledkd

« Denzitometrie

- Reflexni fotometrie

- Vertikalni fotometrie

Metoda

Denzitometrie

Reflexni fotometrie

Vertikalni
fotometrie

Princip

Absorpce barvenych
pasl

Odraz svétla od
povrchu

Prichod svétla skrz
vzorek

Typické pouziti
Elektroforézy

Testovaci prouzky,
POCT

Sucha chemie,
mikrodesticky

Poznamka

Potfeba barveni

v v

Nutnost pfesné
optiky
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Denzitometrie

Opticka metoda, ktera se zabyva mérenim optické hustoty

Méreni intenzity zbarveni pasu po elektroforéze (napfr. proteing,
lipoprotein0).

Svetelny paprsek prochazi barvenym gelem/filmem —
absorbance je umeérna koncentraci.

4 I

Denzitometr zaznamenava meénici se hodnotu absorbance v
zavislosti na intenzité zbarveni.

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

Jednotlive frakce délené smesi tvori na zaznamu v idealnim
pfipadé soumerne krivky zvonovitého tvaru. Plocha techto piku
pfipadajici  jednotlivym  frakcim, je Umérna relativnimu
zastoupeni jednotlivych frakci v délené smési.
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Denzitometrie

V misté frakci dochazi k castecné absorpci zareni — to se
projevi pri dopadu na detektor

Po zpracovani signalu ziskame Cciselné vysledky
jednotlivych frakci.

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

Vedle grafickeho vystupu (kfivka elektroforeogramu)
vypocitava software = denzitogramu procentualni
zastoupeni jednotlivych bilkovinnych frakci
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Reflexni

fotometrie

Méreni intenzity zareni odrazeného od neprdhledné
(homogenné zbarvene) podlozky.

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

Pouziti: sucha chemie, mocova analyza, denzitometrické
hodnoceni tenkovrstevnych chromatografu

Reflexni fotometr: Pristroj slouzi ke kvantitativnimu vyhodnoceni
reakci probihajicich na pevné fazi se suchymi Cinidly po jejich
aktivaci vodou obsazenou v méreném vzorku.
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Reflexni

fotometrie

e Ulbrichtova koule (integracni koule)

Proc se pouziva: svételny signal odrazeny od reagencni plochy
je slaby — koule zajistuje jeho zachyceni a zesileni.

Princip: duta koule s vnitfnim povrchem potazenym vysoce
odrazivym difuznim materialem (drive siran barnaty, dnes spise
teflon/PTFE).

Jak funguje: svétlo ze zdroje se uvnitf mnohondasobné rozptyli a
rovnomérné dopada na reagencni plosku; veskeré odrazené
svétlo je pak smérovano na detektor.

Vysledek: presné a stabilni méreni odrazeného zareni, nezavislé
na smeéru odrazu.

Soucasnost: princip integracni koule se stale vyuziva, dnes je
zabudovan v optickych modulech modernich analyzatord (sucha
chemie, reflexni fotometrie).
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Reflexni
fotometrie

e Mocova analyza - Urinalysis Hybrid Diuri FUS-3000Plus

Stanovené parametry: pH, nitrity, bilkovina, glukdza, ketony,
bilirubin, urobilinogen, leukocyty, krev

Postup:

* vzorek modi se nanese na diagnosticky prouzek,

 jednotlivé zény prouzku obsahuji imobilizovana Cinidla, ktera reaguji s
analyty,

* vznika barevna reakce Umérna koncentraci analytu.

Detekce:

* intenzita odrazeného svétla se méfi pri 4 vinovych délkach (525, 572,
610, 660 NmM),

* vysSi koncentrace analytu — vice absorbovaného svétla — vyraznéjsi
zbarveni zony.

Vyhodnoceni:
* CCD kamera snima prouzek,

 software vyhodnoti intenzitu barvy a vypocita koncentraci kazdého
parametru.

57




Vertikalni
fotometrie

Svételny paprsek prochazi optickym prostredim ve vertikalnim
smeéru.

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

Specialni vertikalni spektrofotometry - ELISA readr

Vztah mezi zmérfenym signalem (absorpci) a koncentraci se
urCuje kalibraci. Obvykle se zméfi absorbance 6 standardnich
roztok( o znamé vzristajici koncentraci.

Z kalibracni kfivky (namérené hodnoty absorbance standardd na
ose y, hodnoty koncentrace na ose x) se odecCte hodnota
koncentrace neznameého vzorku.
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Detektor

Metoda Zdroj svétla Vzorek/ ploSka (opticky modul)

Princip méreni

Absorbance —
’ Denzitometrie Halogenova/ Glel s obarvenymi Fotodioda tmvay’SI pas =
LED lampa pasy vySSi
koncentrace

Hlavni casti
detekcnich

o

Ulbrichtova koule Odrazene svétlo

systemu

Reflexni Reagencni ploska — vySSi

. LED gv P + CCD kamera / y _
fotometrie prouzku . bx koncentrace =

fotonasobic o
mensi odraz

Vertikalni LED/ Kyveta, jamka, Detektor pod Prgchazeum

. . . . svétlo (Lambert—
fotometrie halogen ploSka suché chemie vzorkem

Beerlv zakon)
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Dekuji za

pozornost




