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je analyticka separacni metoda

k déleni latek dochazi diky jejich rozdilné pohyblivosti vlivem vnéjsiho
elektrického pole (stejnosmérny el. proud)

Princip:

vyuziti rozdilné pohyblivosti (migrace) nabitych castic (iontd) v elektrickém
poli. Pfi elektroforéze se jedna o mechanicky prenos hmoty vlivem

E|EktrOfOI‘éza pUsobeni elektrického pole.

Rozdéleni elfo metod:
* Volna elektroforeza

- provadi se ve vodnych roztocich, kde castice putuji smérem k
elektrodé s opacnou polaritou.

* Zonova (zonalni) elektroforéza na nosicich
* agarozovy (AGE) nebo polyakrylamidovy gel (PAGE)




Zonova

elektroforeza

* Rychlost migrace protein0 zavisi

na téchto faktorech:
Elektricky naboj molekuly

Velikost a tvar molekuly — vétsi se
pohybuji pomaleji

Sila elektrického pole
Vlastnostinosneho media

Teplota

* Proteiny s rozdilnou pohyblivosti migruji

v gelu jako pasy (bandy).

Albumin

(L




Gelova nedenaturacni elektroforeza

* Nativnigelovd elektroforéza

probiha bez denaturacnich cinidel

migrace protein0 gelem zavisi na jejich naboiji, velikosti a
tvaru

Hlavni typy

citlivost elektroforézy je dana charakterem péru gelu

gelove
e | e kt rOfO ré Zy Gelova denatura¢ni elektroforéza

* SDS gelovd elektroforéza

proteiny jsou denaturovany dodecylsiranem sodnym (SDS) a

B-merkaptoetanolem

Proteiny jsou separovany podle své molekulové hmotnosti




SDS gelova

elektroforeza

SDS je anionaktivni detergent, ktery nese pomeérné vysoky
naboj, a proto ve vazbé na bilkovinu vyrovnava nabojové
rozdily bilkovin, které se potom pohybuji v gelu jen podle
velikosti.

Vzorek proteinu se zpracuje s tzv. vzorkovym pufrem - obsahuje
SDS a redukeni 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, asi1,4 g
SDS na 1 g bilkoviny, a tim charakteristicky méni svou
konformaci.

Vysledné komplexy SDS-bilkovina:
maji stejnou hodnotu povrchového naboje

konformace bilkovin se do jisté miry unifikuje



*  Po probéhnute elektroforéze je nutne gel susit nebo fixovat
fixacnim roztokem (obsahuje  kyselinu, napr. kys. octova) -
dojde k denaturaci proteinu a jejich imobilizaci v nosném médiu,

ZpraCOva Ni 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.

gelu po
Sepa raCi Barvy —amidocern, kysela violet, ...

*  Mnozstvi barviva, ktere se béhem barveni vaze na proteiny zalezi
na mnoha faktorech. Je ovlivnéno typem proteinu nebo stupném
denaturace pfi fixaci.




Vyhodnoceni:

Detekce a
kvantifikace

* Po_elektroforeticke separaci a barveni, je mozne kvantifikovat
jednotlive zony jako procentualni podil pfimou denzitometrii.

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.

Pri denzitometrii se méri intenzita zareni prochazejiciho
prOhlednou plochou, ziskava se graficky zaznam fotometrovaného
useku.

Plocha po kfivkou téchto pik0 pripadajici jednotlivym frakcim, je
umerna relativnimu zastoupeni jednotlivych frakci v délené smesi.

Elektroforeogram se automaticky posunuje nad sterbinou, kterou
prochazi svetlo zvolené vinove delky (400 —700 nm), v misté frakc
dochazi k castecné absorpci zareni — to se projevi pri dopadu na
detektor.

Po zpracovani signalu integratorem ziskame Cciselne vysledky
jednotlivych frakcl.



Gelova

elektroforeza
v praxi (SPE)

* pribézné elektroforéze se sérum rozdéli na frakci albuminu, az, a2,

B1, B2 a y-globuling

- proteiny migruji v gelu jako pasy (bandy)

- stanoveni zastoupeni jednotlivych frakci mUze mit orientacni vyznam

pri hodnoceni stadia zanétliveho procesu (akutni zanét - T a1 a
pozdéji i a2; chronicky zanét - [albumin, 1 gamma globuliny)
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ALBUMIN
* 55-65 % z celkovych proteinG plasmy
- denné produkce v jatrechazi12 g

- elipsoidni tvar — nezvysuje viskozitu plasmy

Gelova f
, » funkce:
elektrofO reza » proteinova rezerva (zdroj AMK)
. « transport — bilirubin, hem, steroidni latky, kovy, leky
V praXI (S P E) - vazba vody — ztraty albuminU pfi 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

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

- dale kysely alfa-1 globulin, transkortin, transkobalamin

a2 GLOBULINY

* intenzitu a morfologii bandu ovliviuji stejnym dilem alfa2-
makroglobulin a haptoglobin 0

* Haptoglobin:
* vazba hemoglobinu z rozpadlych

erytrocytl (zabranuje ztratam Fe)
« 1 pri akutnim zane,tu a pri zvatezll j \/\/\f'\/\_
» | prirozpadu velkého mnozstvi s ;
erytrocyt0
| =
|
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Gelova
elektroforeza
v praxi (SPE):

Frakce

B GLOBULINY
* Ba1 =transferin —vazba a transport Zeleza

*B2=G3

y GLOBULINY
* 1gG, IgM, IgA, IgD, IgE

* lehke retézce kA

* Produkovany B-lymfocyty (plazmatickymi bunkami)

Take that
flu virus!!!

= V -’ll

»
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Protilatky:

struktura

12



Detekce

paraproteinu

- imunoelektroforéza je v soucasné dobé pouzivana témér vyhradné

k prikazu 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 Mlg = vyrazny nefyziologicky band obvykle v gama

zone

» pricinou jasného 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




Elektroforeza s

naslednou
imunofixaci

Provadi se ve Ctyrech krocich:

Separace proteinU elektroforézou na agarézovém gelu.

Imunofixace  (imunoprecipitace) protein0  rozdélenych
elektroforézou — pfrislusné migracni stopy jsou prekryty
jednotlivymi antiséry. Antiséra difunduji do gelu a precipituji
pritomne antigeny. Proteiny v referencni stopé jsou jsou
fixovany fixaCnim roztokem.

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

Precipitovane proteiny jsou vizualizovany obarvenim
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Gelova

elektroforeza
Zpracovani




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

Masque dy

Imunofixace
zpracovani



Imunofixace:

zpracovani
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Hodnoceni

elektroforezy

- Hemolyza = 1250 mg/l (norma o0-50) =

* Fibrinogen (plazma)

e 1,\ N
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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 2
zonou

21



Hodnoceni

pentafixace

Elfo Pentavalentni
antisérum

Elfo Pentavalentni
antisérum

Elfo Pentavalentni
antisérum

22



Hodnocenl' 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




Izoelektricka

fokusace

- elektroforeticka separacni metoda, prfi niz dochazi k déleni

biomolekul v gradientu pH dle jejich izoelektrickeho bodu

- gradientu se dosahuje pomoci amfolytU obsahujicich smési NH2+

a -COOH-, ktere se ve stejnosmernem elektrickém poli seradi
podle sveho izoelektrického bodu a vytvori tak gradient pH (cca 5-
10)

- izoelektricky bod = hodnota pH pfi niz je pro danou latku vyvazen

pocCet kladnych a zapornych naboj0, takZze se molekula jevi
navenek jako neutralni = izoelektricke pH = pl

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

nepohybuji

- délené latky v prdbéhu IF putuji fo svych izoelektrickych bodU, kde

fokusuji = koncentruji se
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- proteiny vykazuji znacné rozdily v izoelektrickych bodech: vétsina
maplvpH4-7

- obecné by se vzorky nemély aplikovat na plochy, kde se oCekava
jejich fokusace

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

Izoelektricka

» proteiny mUzeme pred extrémy pH chranit také tim, ze gradient
fokusace pH vytvofime pred aplikaci vzorku (pre-migrace)

HYDRAGEL 2 CSF ISOFOCUSING sebla
AR LR B &N & DA T

|||||i|'|||.II|“|
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* Pritomnost intrathekalniho 1gG je vyznamnou informaci k diagnoze
zanétliveho onemocneni CNS, jehoz pficinou je napr. rostrousena
skleroza. Oligoklonalni pasy nachazime u vice nez 95 % téchto
pacient0.

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

: , pro sklerozu multiplex. Potvrzuje diagnozu u pacientd s klinickymi
IZOG'Ektflea pfiznaky choroby a pomaha p?l diagnostice pacientd s

nepresvédcivymi klinickymi projevy.

fokusace:
pOUiItII neurosyfilis atd.

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

HYDRAGEL 2 CSF ISOFOCUSING sebla

YRR ¥ SRS YT AT Y

H
[ =]
-
. 3
Ll
.

X




|zoelektricka

fokusace:
hodnoceni

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 synteza IgG (napf. u roztrousene
sklerozy);

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 prdniku 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.
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|zoelektricka

fokusace:
hodnoceni

- Metoda zahrnuje izoelektrofokusaci na agarozovem gely,
nasledovanou immunofixaci s anti-lgG antisérem.

» Vzorky CSF a séra od téhoz pacienta jsou pak vizualné porovnany.

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

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

* Fyziologicky maji imunoglobuliny v seru i mozkomisnim moku
polyklonalni charakter a vyjadruji heterogenitu individualnich
protilatek produkovanych jako odpovéd na nejriznéjsi antigeny, s
nimiz se jedinec setkal.

28



|zoelektricka

fokusace:
hodnoceni

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

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

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

likvorey

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

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

- V takovem pripade se jedna o zavazny stav s komunikaci
likvorovych cest a nosni dutiny, ohrozujici pacienta prestupem
bakterialni flory na mozkove blany (meningy)

- Likvor mdze odtékat napf. z dutiny nosni i ucha

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

* Srovnani hladin v seru pacienta a v jine biologické tekutine
(sekrety, vytoky z nosu, tekuté, nebo nasaté do tampon0)
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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:
* < 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 - pritomnost likvoru nepravdépodobna
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* Detekce pomoci elektroforezy, Sebia, Hydrasys

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

- Ze séroveho transferinu se v likvorovych prostorach odstépi

Beta- 2 zbytky kyseliny sialové (mozkovou neuraminidazou), vznika
asialotransferin

transferin

- Vyhodnoceni:
* Vizualni pozorovani elektroforetickeho zaznamu umoznuje detekci
desialylované frakce transferinu (nebo-li o-sialo frakce) ve vzorcich
sekretu.

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

hodnoceni

* Vizualni pozorovani elektroforetického zaznamu umoznuje

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

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

Cerebrospinal fluid sam,cife (= positive cdntrol)

f\ Fractions Yo
/
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|
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] x 1
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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