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Elektroforetické metody - princip

» Rozdéleni proteint na zakladé jejich pohyblivosti v
elektrickém poli (naboj, velikost)

o Gely:
> Agar - nehomogenni smés polysacharidd z mofskych ras

o Agardza — homogenni; polymer slozeny z disacharidovych
jednotek (agarobidzy); pouziva se v koncentraci 0,5 — 2%
(kfrehky)

> Polyakrylamid — homogenni, hydrofilni, ma vyborné
mechanicke vlastnosti, nizkou elektroosmozu a nizkou

absorpci; zakladni monomer karcinogenni; poziva se v
ruznych koncentracich (2 — 20 %)



Imunoelektroforéza

» Elektroforeticka separace nasledovana imunoprecipitaci
rozdélenych proteinu specifickymi protilatkami, vétSinou v
prostfedi agardzy (imunologicka reakce antigen — protilatka)

» V soucCasnosti se nejvice pouziva pri stanoveni paraproteinu
(€ili neuplnych fetézcd imunoglobulind) pfi monoklonalnich
gamapatiich

» Vyhody a nevyhody: metoda imunoelektroforézy je
nenarocna na cas i vybaveni, neni draha. Pouze proces
odecitani a interpretace vysledkul jsou do znaéné miry zavislé
na zkusenostech pracovnika.



Imunofixace

» Modifikaci imunoelektroforézy

» Po elektroforéze se na agardzovy gel polozi maska s vyfezy,
otvory se naplni pfislusnymi protilatkami anti IgG, anti IgA,
anti IgM, anti kappa, anti lambda

» Vzniklé precipitacni 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:

» orientaCni vySetrfeni bilkovin krevni plasmy (albumin, a1 a2 3
a y globulin)

» rozdéleni antigenl pro imunoblotting
» obecné déleni bilkovin v experimentalnich studiich



X. Uloha — Raketova
elektroimunodifuze podle
Laurella



Princip

« Zkoumany antigen je stejnosmernym elektrickym proudem
unasen po gelu s protilatkou

» Vazbou antigenu a protilatky vznikaji imunokomplexy, které
se projevi jako precipitat v podobe tzv. raket

» Putovani antigenu a tvorba imunokomplexu az do
vzdalenosti, ve které je veskery antigen ze vzorku vyvazan
protilatkou v gelu

» Vyska raketky je umérna koncentraci antigenu



Chemikalie a roztoky

» Komercni lidské sérum obsahuijici 1IgG (IgG 23 g/l)
» Protilatka - serum s anti-lgG protilatkami
» Fyziologicky roztok
» Agaroza
» Borat-fosfatovy pufr (pH 6,8)
» Roztok Coomassie
» Barvici roztok
(225 ml CH;0H + 25 ml CH;COOH + 0,25 g amidocerni 10B)
» Odbarvovaci diferenciacni roztok
(CH;0H : CH4,COOH - 10:1)

e Vzorek - komercni lidské sérum obsahujici neznameé
mnozstvi IgG (Orion Diagnostica)



Pristroje a pomucky

o Sklenéné plotny 5x5 cm
o Korkovrt

* Vyveva

o Zdroj napeti

» Elektroforetické komory
» Vihkou komurku
 FiltraCni papir



Postup

1. Vyvazime podlozku na nalévani do vodorovné polohy

2. Sklenénou plotnu (6x5 cm) ocistime alkoholem a nechame
oschnout

3. Na plotnu naneseme 2,4 ml 1% roztoku agardzy v borat—
fosfatovem pufru s anti-IgG sérem

4. Gel nechame nékolik minut zatuhnout na kalibrované
vodorovneé plose

5. Z misky a vihkého filtracniho papiru pripravime vihkou
komurku, do které umistime sklenénou plotnu s agarozou,
aby tato nevyschla



Postup

6. Ze zasobniho komercniho séra o znamé koncentraci IgG si
pripravime dalsi redeni podle tabulky

Oznaceni zkumavky 1. 2. 3. 4.
Coomasie Blue - - - 10 i

Fyziologicky roztok - 10 Ml 10 i -

Antigen (sérum) | 20 pl - - -

Redéni: - 2x 4x 8x

Koncentrace [g/l]:

Celkovy objem: 10 i 10 10 i 20




Postup

7. Podle Sablony vysekame do gelu s protilatkou fadu péti
jamek

8. Do jamek naneseme:
* do prvnich Ctyf jamek 5 pl ze zkumavek 1-4
« do paté jamky 5 ul séra 0 neznamé koncentraci

9. Do elektroforetickych komor nalijeme borat-fosfatovy pufr, na
hranici mezi katodou a anodou polozime pfipravena skliCka a
ze dvou protilehlych stran (od katody a anody) prilozime na
kraj gelu filtraCni papir nasaty borat-fosfatovym pufrem za
ucelem vedeni elektrického proudu

10. Kazdou komoru obsahuijici tfi skliCka zakryjeme a zapojime
elektricky obvod tak, aby do kazdé elektroforetické komory
ved| proud o velikosti 60 mA (20 mA na sklicko)

11. Elektroforéza bude probihat cca 1 hodinu, pricemz jeji
prubéh budeme sledovat na séru oznaceném roztokem
Coomassie blue



Postup

12. Po skoncCeni elektroforéezy pereme skla nejvysSe 2 minuty ve
fyziologickeém roztoku, zabalime je do chromatografického
papiru navlh€eného fyziologickym roztokem a pres noc
susime pri pokojové teplote

13. V dalSim cviCeni sejmeme ze sklicek papir, skla opereme
pod tekouci vodou a barvime barvicim roztokem do
dostateCneého obarveni linii

14. Pozadi odbarvime diferenciacnim roztokem
15. Nakonec opereme v destilované vodé a ususime bez papiru



Hodnoceni a vystup
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Hodnoceni a vystup

» Kalibraéni graf zavislosti vysky precipitacnich utvart na
koncentraci kontrolniho séra s rovnici regrese a hodnotou
spolehlivosti

» Tabulka s hodnotami vysky jednotlivych precipitaCcnich
utvaru, hodnotami koncentraci kontrolniho séra a vypoc¢tem
koncentrace IgG ve vzorku lidského séra



