1 Elektroforetické metody

Princip

Rozdéleni proteinl (nej¢astéji krevnich bilkovin) na zakladé jejich pohyblivosti v elektrickém poli. Po
tomto kroku vétSinou navazuji dalSi metody zaloZené na reakci antigen — protilatka. Dulezité je, ze
bilkoviny se déli podle povrchového naboje. Krealizaci elektroforetickych metod je nutny zdroj
stejnosmérného elektrického proudu, specialni elektroforetické vany, vhodny pufr a vhodny nosic.
Jako nosi¢ se v minulosti pouZival papir, acetatcelul6zovd membrana nebo agar, dnes se prakticky
vyluéné pouziva agaréza nebo polyakrylamidovy gel.

Rozdil mezi agarézou a agerem spocCiva vtom, Zze agar je nehomogenni smés polysacharidu
ziskanych z morskych fas, zatimco agardéza je homogenni, po chemické strance se jedna o polymer
slozeny z disacharidovych jednotek — agarobidzy. Agardza se pro elektroforézu pouziva v koncentraci
0,5 — 2 %. Pri této koncentraci tvofi gel, ktery vyhovuje pozadavkim, pouze je kifehky, coz mirné
komplikuje manipulaci.

Polyakirylamid je homogenni, hydrofilni, ma vyborné mechanické vlastnosti, nizkou elektroosmézu a
nizkou absorpci. Lze ho pFipravit v rlizné hustoté, zkoumané latky se potom déli nejen podle naboje,
ale i podle velikosti molekul. Nevyhodou je pouze toxicita zakladniho monomeru.

Imunoelektroforéza: jedna se o elektroforetickou separaci nasledovanou imunoprecipitaci
rozdélenych proteint specifickymi protilatkami, vétSinou v prostfedi agardzy. V této metodé je tedy
obsazena i imunologicka reakce antigen — protilatka. Metoda imunoelektoforéza (imunoelfo) byla
poprvé publikovana v roce 1952 a od té doby nasSla rozsahlé uplatnéni v imunologickém vyzkumu i
diagnostice. V sou€asnosti se nejvice pouziva pfi stanoveni paraproteinu (Cili neldplnych fetézct
imunoglobulinG) pfi monoklonalnich gamapatiich.

Vyhody a nevyhody: metoda imunoelektorforézy je nenarona na €as i vybaveni, neni drahd. Pouze
proces odecitani a interpretace vysledkl je do znaéné miry zavisly na zkuSenostech pracovnika, o
slozitosti této problematiky svéd¢i fakt, Ze o imunoprecipitaci proteinl existuji celé samostatné
monografie.

Imunofixace: je modifikaci imunoelektroforézy; spociva v tom, Ze po elektroforéze se na agarézovy
gel polozi maska s vyrezy. Otvory se naplini pfislusnymi protilatkami anti IgG, anti IgA, anti IgM, anti
kappa, anti lambda. Vzniklé precipitaéni linie se pak porovnavaji se standardnim sérem a lze tak
posuzovat odchylky ve smyslu poklesu nebo narustu jednotlivych tfid protilatek, resp. lehkych fetézcu.

Vyuziti elektroforetickych metod:

- orientaéni vySetfeni bilkovin krevni plasmy: zde se nejCastéji posuzuji linie odpovidajici albuminu, a1
a2 B ay globulinu. Pfi imunologickych vySetfenich Ize touto metodou zachytit zvySeni, resp. snizeni y
globulinové frakce.

- rozdéleni antigend pro imunoblotting

- obecné déleni bilkovin v experimentalnich studiich



ULOHA 10: Raketova elektroimunodifuze podle Laurella

Princip

Zkoumany antigen je stejnosmérnym elektrickym proudem unasen po gelu s protilatkou. Vazbou
antigenu a protilatky vznikaji imunokomplexy, které se projevi jako precipitat v podobé tzv. raket.
Podstatou techniky je putovani antigenu a tvorba imunokomplex(i az do vzdalenosti, ve které je
veskery antigen ze vzorku vyvazan protilatkou v gelu. Jde o jednu z nejpfesnéjSich kvantitativnich
elektroimunodifuznich metod.

Vyhody a nevyhody

Metoda je pomérné presna a jednoducha na provedeni. Vyzaduje vS§ak nakladné pfistrojové vybaveni.
Je také nutné pocitat s nejméné hodinovou rezervou pfi elektroforetické fazi a vyhodnoceni vysledku
je mozné az po urcité dobé.

Chemikalie a roztoky

1. Komer¢ni lidské sérum obsahuijici IgM pro kalibraci (Orion Diagnostica)
Obsah IgM je 2 g/l.

2. Protilatka - sérum s anti-IgM protilatkami

3. Fyziologicky roztok

4. Agardza v praskové formé

5. Borat-fosfatovy pufr (pH 6,8)

6. Roztok Coomassie blue - malé mnozstvi rozpusténé v dH,O

7. Barvici roztok
225 ml CH;OH + 25 ml CH3COOH + 0,25 g amidocerni 10B

8. Odbarvovaci diferenciacni roztok
CH;0H : CH;COOH - 10:1

Vzorek: Komer¢ni lidské sérum obsahujici neznamé mnozstvi IgM (Orion Diagnostica)
Vystupuje jako antigen.

Pristroje a pomucky

Sklenéné plotny 5x5 cm, sklenéna pipeta, korkovrt na vysekavani jamek, vyvéva, zdroj napéti,
elektroforetické komory, Petriho misky na vihkou komurku, filtracni papir.

Postup

1. Pfipravime sklenéné plotny s agar6zovym gelem:

vyvazime podlozku na nalévani do vodorovné polohy

sklené&nou plotnu (5 x 5 cm) ocistime alkoholem a nechame oschnout

pfipravenou sklenénou pipetu nékolikrat proplachneme horkou vodou

na plotnu naneseme sklené&nou pipetou 2,4 ml 1% roztoku agardzy v borat-fosfatovém pufru
gel nechdme nékolik minut zatuhnout na kalibrované vodorovné plose
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Ze zasobniho komeréniho séra o znamé koncentraci IgM si pfipravime dal3i fedéni.
a) do zkumavek 2. a 3. napipetujeme 10 pl fyziologického roztoku
b) do zkumavky 1. napipetujeme 20 ul séra se znamou koncentraci IgM
c) ze zkumavky 1. pfenasime 10 yl do zkumavky 2., diikladné promichame a preneseme 10 pl
do zkumavky 3.
d) do dalSi zkumavky si pfipravime smés 10 yl ze zkumavky 3. a 5 ul roztoku coomassie blue

Oznaceni zkumavky 1. 2. 3. 4.
Coomasie Blue - - - 5ul

Fyziologicky roztok - 10 l 10 ul -

Antigen (sérum)| 20 pl - - -

S S\

10 pl 10 pl 10 pl
_ [
Redéni: - 2x 4x -
Koncentrace [g/1]: 2 g/l 149/ 0,54/
Celkovy objem: 10 i 10 pl 10 pl 15 i

3. Podle Sablony vysekame do gelu s protilatkou fadu péti jamek. Do jamek naneseme:

a) do prvnich tfi jamek 5 pl ze zkumavek 1.-3.

b) do &tvrté jamky 5 ul séra 0 neznamé koncentraci

c) do paté jamky 5 pl nafedéného kontrolniho séra smichaného s roztokem coomassie
blue/bromfenolové modfi.
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Do elektroforetickych komor nalijeme borat-fosfatovy pufr, na hranici mezi katodou a
anodoupolozime pfipravena sklicka a ze dvou protilehlych stran (od katody a anody) pfilozime na
kraj gelu filtraéni papir nasaty borat-fosfatovym pufrem za ucelem vedeni elektrického proudu.

Kazdou komoru obsahujici tfi sklicka zakryjeme a zapojime elektricky obvod tak, aby do kazdé
elektroforetické komory ved| proud o velikosti 60 mA (20 mA na sklicko). Elektroforéza bude
probihat cca 1 hodinu, pfic¢emz jeji prubéh budeme sledovat na séru oznaéeném roztokem
coomassie blue.

Po skonc&eni elektroforézy pereme skla nejvysSe 2 minuty ve fyziologickém roztoku, zabalime je do
chromatografického papiru navihéeného fyziologickym roztokem a pfes noc suSime pfi pokojové
teploté.

V dalSim cvi€eni sejmeme ze skli€ek papir, skla opereme pod tekouci vodou a barvime barvicim
roztokem do dostate¢ného obarveni linii. Pozadi odbarvime diferenciacnim roztokem. Nakonec
opereme v destilované vodé a usuSime bez papiru.
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Hodnoceni

Vyska raketky po odecteni startovaci jamky je umérna koncentraci antigenu. Pro zjednodu$eni je
mozné zméfit pouze vysku raketky od horniho okraje startovaci jamky. Pokud jsou "raketky" u rdznych
koncentraci stejné vysoké, je nutné vypocitat plochu takového utvaru.

Zmeéfte vysku eventuelné vypocitejte vzniklych precipitacnich utvara.

Hodnoty vySky/plochy precipitacnich utvar( (cm2) u prvnich tfi jamek vyneste do bodového grafu proti
hodnotdm koncentrace séra v pfislusné jamce a zobrazte kalibraéni kfivku s rovnici regrese a
hodnotou spolehlivosti

Hodnotu vysky/plochy precipitacniho utvaru u Ctvrté jamky (lidské sérum o neznamé koncentraci IgM)
dosadte do rovnice regrese a vypocitejte koncentraci IgM.

Vystup

1) Tabulku s hodnotami vysky/plochy precipitacnich utvar(i riznych koncentraci kontrolniho séra a
vzorku.

2) Kalibracni graf zavislosti vysky/plochy precipitanich utvard na koncentraci kontrolniho séra s
rovnici regrese a hodnotou spolehlivosti.

3) Vypocet koncentrace IgM ve vzorku lidského séra.



