Elektroforéza

e Stejnosmerny el. proud
e Specialni elektroforetické vany

* Vhodny pufr a nosic (drive papir,
acetatceluldza, agar) nyni agaroza
polyakrylamidovy gel



Elektroforeza v imunologii

molekuly s (=) nabojem — k anodé (+)
(+) ndbojem — ke katodé (-) proti zrychleni pusobi odpor prostredi

1. velikosti povrchového naboje

- elektrochemicky se uplatnuji pouze skupiny na povrchu globule ~
KONFORMACN/ STRUKTURA

- velmi silné se méni viastnosti pfi denaturaci ~ na povrch se dostanou dalsi
skupiny — méni se elektrochemické vlastnosti

2.velikosti molekul

- vétSi se pohybuji pomaleji ~ odpor prostredi

- zalezi i na velikosti sita nosice

3. tvaru molekul

- kulovité se pohybuiji rychleji

4. podminkami prostredi

* typ nosice ~ agardza, polyakrylovy gel * hodnota pH tlumivého prostredi /pufru/
* jontové slozeni prostredi



e volna ~ volny elektrolyt, elektrody volné v roztoku
e - po vypnuti proudu molekuly difunduji zpét
e — nakladné a nepresné

e e zOnovd ~ zvyseni viskozity prostredi, ve kterém se
elektroforéza provadi

* (vevodé vétsi rychlost difuze nez ve skrobu )

e -vytvari se tedy porovité gely - skrob, acetylceluloza,
agar, polyakrylamid, agaroza

POROVITE NOSICE jsou ponoteny do vodivého roztoku /pufru/
- funkce: prenos el. proudu
- udrzovani konst. pH — délené molekuly béhem elektroforézy nemeéni naboj
elektroforéza globulini
- kvalitativni a kvantitativni ur€eni, popf. 1 pro separaci
deleni: o podle naboje
e podle velikosti molekul (M)



Imunoelektroforeticke metody

kombinace metod elektroforetickych a imunodifuznich

Bilkoviny se déli v zavislosti na molekulové vaze a elektrickém naboji
jednotlivych molekul v pritomnosti vhodného pufru a na vhodném
nosici. Pri bézné elfo se sérum déli na zénu albuminu,a-1,a-2,8,y
globulind. Stanoveni zastoupeni jednotlivych frakci mize mit vyznam
pri hodnoceni stadia zanétlivého procesu.

stoupa zastoupeni a — 1, pozdéji i a — 2, pri chronickych zanétech
dochazi ke zvyseni zastoupeni y globulinl a poklesu albuminu.

imunoelektroforéza podle WILLIAMSE a GRABARA
RAKETOVA imunoelektroforéza

PROTISMERNA imunoelektroforéza
DVOJROZMERNA imunoelektroforéza

Déleni
- jednotlivé obloucky znamenaji jednotlivé bilkoviny
— detekce az 35 sérovych proteinu



Imunoelektroforéza podle WILLIAMSE a

GRABARA:

- 1963 Williams a Grabar
- 2 stupné: 1. naliti desticky ( agardzni gel s pufrem )
vytvoreni 2 Zlabku a naneseni Ag mezi né

po rozdéleni elektroforézou se do Zlabku 2. napipetu;ji
protilatky
Inkubace 48 hodin v lednici — dochazi k DIFUZI

— v misté ekvivalence se vytvafi PRECIPITACNI
obloucky
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e -Laurell 1966

Raketova

- kombinace jednoduché radialni imunodifuze

s elektroforézou

* - monospecificka Ab + jeden Ag /¢i smés Ag/
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PROTISMERNA imunoelektroforéza

e obména jednosmeérné dvojité imunodifuze, kdy je
pohyb urychlovan el. proudem

+ 2 Fady jamek:
Ab...vzdy k (-)
Ab® 3 o ._':'. Ag...pouze ty se (-) nabojem
- —
AgD © O O
- v misté ekvivalence vzniknou precipitacni

. obloucky



DVOJROZMERNA imunoelektroforéza

* vypracovana nezavisle na sobé : 7965 Laurell a Laurellova

1966 Clair a Frieman
- postup: e Cisty gel + Ag — elektroforéza, rozieze se
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¢ nanese na Cisté sklicko a zalije se gelem, ktery obsahuje
rozptylené polyspecifické protilatky:
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v séru lze detegovat az 50 protein(




Metoda | KVALITATIVNI | KVANTITATIVNI
1. ++ -
2. - ++
3. ++ -
4. e -
legenda:
++...velmi vhodna
+.....vhodna




Imunoelektroforetické metody

Vyuziti: Imunoelfo séra se v soucasné dobé pouziva vyhradné k priukazu
monoklonalniho imunoglobulinu v lidském séru — paraproteinu —
monoklonalni gamapatie. Je vzdy produkovan klonem bunék vychazejici z
jedné plazmatickeé b., majici genetickou informaci pro tvorbu jedné variabilni
oblasti lehkych a tézkych retézcu a jedné tfidy Ig molekuly. Na rozdil od
imunoglobulinl béZzného séra s velkym mn. rGznych variabilnich oblasti Ig
molekul.

Pri podezdreni na monokl. gamapatii se stanovuje mn.
mono,-bi,-nebo oligoklonalnich protilatek, které jsou produkty
jednoho nebo nékolika malo patologicky zmnozenych kmenut B
lymfocytU
Paraprotein se nachazi. 1. u nemocnych s myelomem (nador
vychazejici z plazmatickych bunék) 2. pri jinych malignitach
lymfatického systému, 3. pri chronickych zanétech 4. ve vyssich
vek. skupinach



Imunofixace

Rozdéleni rliznych proteinl na zakladé jejich pohyblivosti v el. poli modifikacni

metodou

1. stupen: Elfo vySetrovaného séra

2. Stupen: na agardzu se polozi plastikované maska s vyrezy, naplni se s antiséry
(antilgG, IgA, IgM, anti kappa, anti lambda), pak porovnani s precip. reakce s
normalnim sérem ,TSP — testovana séra pacientu
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e Vysledek:

TSP levé patologické, vpravo normalni nalez
Leva ELFO patologicka v paraproteinu IgG, retézec kappa
Vpravo ELFO normalni

Vznika neobvykly pruh pfi klasické elfo séra, nebot
paraprotein se pohybuje uniformné (stejny naboja Mr). V
urcitém misté elektroforetického pruhu zpUsobi vysokou
koncentraci Ig prislusné tridy. Pri nasledné precipitaci s
pridanym antisérem je v oblasti, kam paraprotein doputoval,
vyrazne vice antigenu, precipitacni linie je deformovana a
posunuta blize ke zlabku s antisérem




