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Uvod

Elektroforéza bilkovin se dockala
vetsSiho rozmachu koncem 30.let
minulého stoleti na zakladé objevu
tzv. volné elektroforézy svédskym
védcem Arne W.K.Tiseliem,
nositelem Nobelovy ceny za chemii
zr.1948 (obr. 1).

Obr. 1

Arne Wilhelm Kaurin Tiselius
(1902-1971)
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* Vlyznamnym pokrokem byl rozvoj elektroforézy na

%) nosicich po 2.svetoveé valce.

. * Kombinaci elektroforézy a imunodifuze ve forme
v imunoelektroforézy se vyrazneé rozsirila oblast

W aplikaci této metody v klinické laboratorni

diagnostice.

* Elektroforetické metody patri dodnes k zakladnim
metodam v rutinni laboratorni praxi a jsou Siroce
vyuzivany také ve vyzkumu, zejména k analyze
proteinl a nukleovych kyselin.

Tento projekt je spolufinancovan Evropskym socidlnim fondem a statnim rozpoctem Ceské republiky
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* Ve stejnosmeérném elektrickém poli se mohou k
nékteré z elektrod pohybovat pouze castice nesouci
elektricky naboj.

| * Aminokyseliny a bilkoviny jsou amfolyty, tj. latky
schopné tzv. vnitrni ionizace v zavislosti na pH
W prostredi. Jejich Castice jsou potom elektricky nabité.

Univerzita Palackého
v Olomouci

* U koloidnich castic bilkovin rozptylenych v roztoku
elektrolytu pochazi naboj jednak z disociace
ionizovatelnych skupin (-COOH a —NH,) a jednak z
adsorpce iontU rozpoustédla.

Tento projekt je spolufinancovan Evropskym socidlnim fondem a statnim rozpoctem Ceské republiky
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Princip metody (2)

Vyklad vzniku potencialového rozdilu mezi Castici a
rozpoustédlem se opira o teorii "elektrickeé
dvojvrstvy".

Vnitrni ¢ast této dvojvrstvy je dana disociaci castice
nebo pevné vazanymi adsorbovanymiionty
rozpoustédla. Obklopuje je vnéjsi vrstva slozena z
iontl opacného ndboje zE€asti pevné vazanych, zCasti
difuzni.

O rychlosti pohybu castice rozhoduje velikost
potencialového rozdilu mezi pevné vazanou a difuzni

slozkou dvojvrstvy, ktery se nazyva elektrokineticky
potencial.

Tento projekt je spolufinancovan Evropskym socidlnim fondem a statnim rozpoctem Ceské republiky
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“Volnad” elektroforéza

Pri volné elektroforéze byly elektrody primo
zavedeny do roztoku smesi bilkovin a vhodného pufru
v kyvete tvaru U.

V elektrickém poli doslo k migraci (posunu)
jednotlivych slozek smési, pricemz faktorem, ktery
docasné branil opétovnému promichani, byl pouze
rozdil hustoty slozek smeési oproti samotnému
elektrolytu.

K hodnoceni vysledku déleni se pouzivalo sledovani
indexu lomu roztoku.

Tento projekt je spolufinancovan Evropskym socidlnim fondem a statnim rozpoctem Ceské republiky
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Elektroforéza na nosicich

Pro technickou naro¢nost a mnohé dalsi nevyhody
volné elektroforézy byly postupné vyvinuty metody,
pri nichz je stabilizujicim médiem, nosicem, porézni
prostredi.

Materialem tohoto nosice mohou byt napt. celuloza
(filtraéni papir, acetylceluldza) nebo nejruznéjsi gely
(Skrob, agar, agardza, polyakrylamid).



gf Elektroforéza na papire (1)
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* Nejstarsim nosicem pro elektroforézu sérovych
NE: bilkovin byl chromatograficky papir.
.

* Pri papirové elektroforéze byl prouzek papiru predem
navlhcen barbitalovym pufrem o pH 8,6 a roztok
W vzorku se na start nanasel pipetou v podobé carky.

Univerzita Palackého
v Olomouci

* Konce papiru byly potom ponoreny do oddélenych
elektrodovych nadob naplnénych stejnym pufrem a
elektroforéza probihala obvykle pri napéti 300V a
intenzité okolo 1,8 mA/prouzek po dobu cca 6 h.

Tento projekt je spolufinancovan Evropskym socidlnim fondem a statnim rozpoctem Ceské republiky
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* Na tomto nosici pri pH 8,6 probihalo déleni podle
N velikosti naboje; zaporné nabité ionty bilkovin se
pohybovaly riznou rychlosti od startu smérem
; k anode.
- * Po fixaci bilkovin kyselinou octovou, ususeni prouzku
@ a obarveni, napf. bromfenolovou modri nebo

amidocerni 10B, bylo mozno vizualné identifikovat
maximalné 5 frakci:
— albumin,
— alfa 1, alfa 2,
— beta globuliny
— gama globuliny.

Tento projekt je spolufinancovan Evropskym socidlnim fondem a statnim rozpoctem Ceské republiky
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* Existovaly také kvantitativni modifikace, kdy se papir
s jednotlivymi obarvenymi zonami rozstrihal, frakce
se z Ustrizkt eluovaly vhodnym rozpoustédlem a
intenzita zbarveni se mérila fotometricky.

* Jiny zpUsob kvantifikace spocival v méreni
absorbance obarvenych frakci elektroforeogramu
W reflexni fotometrii. Tento zpUsob se vyuzivd dodnes

pro kvantifikaci frakci na jinych nosiéich.

e DalSimi variantami byla:
— vysokovoltova elektroforéza (pri 1000 az 10 000 V),
— kontinuadlni elektroforéza (pro preparativni ucely),

— nebo kombinace vysokovoltové elektroforézy
s chromatografii (elektrochromatografie).

Tento projekt je spolufinancovan Evropskym socidlnim fondem a statnim rozpoctem Ceské republiky
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Elektroforéza na acetylceluloze

Ponékud lepsi separacni vlastnosti nez papirova
elektroforéza poskytuje pribuzny nosic, acetylceluléza

(obr. 2).

Prace s acetylcelul6zovymi prouzky je podobna jako pfri
papirové elektroforéze, ale podminky déleni jsou
priznivéjsi (mensi objem vzorku, nizsi napétii intenzita
proudu) a doba migrace je vyznamneé kratsi (30 minut).
Po fixaci kyselinou octovou a obarveni vykazuje
elektroforeogram 5 az 6 ostreji separovanych frakci nez
pri papiroveé elektroforéze.

Acetylceluldzové prouzky Ize projasnovat, a proto pro
ucely kvantitativniho hodnoceni navic pribyva moznost
denzitometrie.

Tento projekt je spolufinancovan Evropskym socidlnim fondem a statnim rozpoctem Ceské republiky
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gf Agar/agardza jako nosic (1)
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* Dlouho pouzivanymi nosicCi jsou dale agar a pozdéji
NE: agardza (obr. 3). Jedna se o prirodni materialy

; I Ve /7 A4 7 v
pripravované z morskych ras agar-agar.

e Agar se sklada z agardzy a agaropektinu. Agar nachazi

VVVVV

@ zivnych pud, vimunologii jako gelové médium pro

g imunoprecipitacni reakce a imunoelektroforézy a
v potravinarstvi jako zdklad barevnych ozdobnych geld.

* Rozvarenim vznika gel obsahujici podle ucelu jen maly
podil agaru (obvykle 10 - 20 g/I) a zbytek je kapalna
faze (pufr). Horky roztok se naléva na pevnou podlozku,
na niz ochlazenim gelifikuje.

Tento projekt je spolufinancovan Evropskym socidlnim fondem a statnim rozpoctem Ceské republiky
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Obr. 3 Agaroza
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Agar/agardza jako nosic (2)

Kompletni agar je jako nosic pro elektroforézu méne
vhodny, protoze jeho agaropektinova slozka obsahuje
radu kyselych disociovatelnych skupin, které zpusobuiji
fenomen zvany elektroendosmaza.

Za alkalického pH ma vétsina proteint zaporny naboj.
Vlivem elektroendosmozy je tok pufru smérem ke
katodé, a tim zpomaleni migrace aniontl k anodé,
nebo dokonce jejich unaseni na katodickou stranu od
startu.

Tento projekt je spolufinancovan Evropskym socidlnim fondem a statnim rozpoctem Ceské republiky
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Agar/agardza jako nosic (3)

Agardza (obr. 3)je neutralni polysacharid, galaktan, u
néhoz se elektroendosmadza témer neuplatnuje.

Ridka prostorova sit tohoto gelu umozfuje kvalitni
separaci i pro vysokomolekularni latky. Pouziva se
dodnes a v rutinnich elektroforézach sérovych
bilkovin se pfi ni oddéli 6 frakci:

— albumin,

— alfa 1 a alfa 2 globuliny,
— beta 1 a beta 2 globuliny
— a gama globuliny.

Tento projekt je spolufinancovan Evropskym socidlnim fondem a statnim rozpoctem Ceské republiky
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Skrobovy gel

Elektroforéza na Skrobovém gelu (obr. 4) byla vyvinuta
predevsim pro své dobré délici schopnosti. Nosic se
pripravuje z ¢astecné hydrolyzovaného skrobu
nabobtnanim (rozvarenim) v pufru a nalitim do pevné
formy.

Vznika opét ridkd prostorova sit, v niz déleni probiha
jak podle velikosti naboje, tak podle relativni
molekulové hmotnosti.

Pri elektroforéze bilkovin séra na skrobovém gelu
muUzeme ziskat 20 - 25 frakci. Vzhledem k pracnosti a
nestandardnosti pripravy gelu vsak tato metoda
nenalezla Sirsi uplatnéni.

Tento projekt je spolufinancovan Evropskym socidlnim fondem a statnim rozpoctem Ceské republiky
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Polyakrylamidovy gel (1)

Polyakrylamidovy gel (PAAG) vznika polymeraci
akrylaminu v reakci s N,N"-methylen-bisakrylamidem
(obr. 5).

Vytvori se prostorova sit, v niz se velikost péri muze
ménit zménou koncentraci obou reaktantd.

Déleni probiha jak na zakladé velikosti naboje (hlavné
ridké gely), tak na zakladé velikosti molekuly
(koncentrovaneg;jsi gely). Bilkoviny krevniho séra lze na
tomto nosici separovat az na 30 i vice frakci.

Podle zplsobu provedeni rozeznavame PAAG
elektroforézu diskovou (v trubickach), kapilarni,
tenkovrstevnou, dvojrozmérnou a SDS-PAAG
elektroforézu (viz dale).

Tento projekt je spolufinancovan Evropskym socidlnim fondem a statnim rozpoctem Ceské republiky
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Obr. 5 Vznik polyakrylamidu
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e Polyakrylamidovy gel muze byt také nosicem pri

NG izoelektrické fokusaci a pri izotachoforéze. Vsechny
tyto metody se dodnes uplatiuji ve vyzkumu a nékteré
z nich i pfi rutinnich elektroforézach sérovych bilkovin.

W * Pri SDS gelové elektroforéze (SDS-PAAG) se do

polyakrylamidového gelu pfidava dodecylsulfat sodny
(SDS, Na-laurylsulfat) a merkaptoethanol. Tato Cinidla
udéli migrujicim molekulam pri daném pH stejny naboj
a prerusi jejich disulfidové vazby. DUsledkem je, Ze se
molekuly déli predevsim podle své relativni
molekulové hmotnosti.

Tento projekt je spolufinancovan Evropskym socidlnim fondem a statnim rozpoctem Ceské republiky
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Dalsi typy a modifikace elektroforézy

V metodé zvané kapilarni elektroforéza se separace provadi
v kapilare naplnéné bud samotnym elektrolytem (kapilarni
zonova elektroforéza, CZE) nebo gelem (kapilarni gelova
elektroforéza, CGE).

Pri déleni latek metodou CZE se vyuziva elektroosmotického
toku, zatimco pri CGE je tento fenomén gelovym prostredim
potlacen. Elektroosmoticky tok je spontanni tok kapaliny

v kapilare, ktery vznika na zakladé naboje na vnitfni sténé
kapilary. Vnitrni povrch kapilary nese fixni zaporny naboj a
spolu s kationty roztoku se vytvori elektricka dvojvrstva.
Kapalna faze se pohybuje smérem ke katodé a nabité i
nenabité castice jsou unaseny rlznou rychlosti az

k detektoru.

Tento projekt je spolufinancovan Evropskym socidlnim fondem a statnim rozpoctem Ceské republiky
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lzoelektricka fokusace

Izoelektricka fokusace je separacni metoda vyuzivajici
existence izoelektrického bodu (pl) molekuly.

|zoelektricky bod je hodnota pH, pfi niz je molekula
elektroneutralni. Separacnim médiem je gel, v némz je
predem pripraven gradient pH. Nabité castice

z rozdélované smesi putuji az do mista odpovidajiciho
jejich pl a zde se zastavi.

Metoda se pouziva bud samotnad, napf. pro analyzu
proteinu v liguoru, nebo v kombinaci s elektroforézou
v tzv. dvourozmerné elektroforéze.

Tento projekt je spolufinancovan Evropskym socidlnim fondem a statnim rozpoctem Ceské republiky
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Dvourozmerna elektroforéza

Dvourozmeérna elektroforéza je tenkovrstevna gelova
elektroforéza, pfi niz se na Ctvercové plotné v jednom
smeru rozdeli molekuly na principu izoelektrickeé
fokusace a po skonceni se v kolmém sméru provede
SDS-PAAG elektroforéza.

Metoda ma vyborné separacni vlastnosti a pouziva se

7

pro analyzu i velmi slozitych proteinovych smesi
s kvalitativnhim hodnocenim.

Tento projekt je spolufinancovan Evropskym socidlnim fondem a statnim rozpoctem Ceské republiky
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 Kombinace elektroforézy a imunodifuze (imunopreci-

NG pitace) se vyuziva vimunoelektroforéze. Na gelové

plotné (nejéastéji agar 10 — 15 g/l ve vhodném pufru

; o pH okolo 8,6 ponechany ztuhnout na sklenéné
S podlozce) se z okrouhlych startu elektroforeticky

W rozdéli smés bilkovin a poté se vykroji podélné zlabky, z
nichz se necha difundovat smeés protilatek proti
jednotlivym slozkam délenych bilkovin. Za urcitou
dobu inkubace vzniknou precipitacni linie, jejichz tvar,
intenzita a poloha se po vysuseni a obarveni gelové
plotny vizualné hodnoti. Metoda je narocna na
standardni provedeni a interpretaci (obr. 6).

Tento projekt je spolufinancovan Evropskym socidlnim fondem a statnim rozpoctem Ceské republiky



gf Obr. 6 Elektroforéza a imunoelektroforéza proteint
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Imunofixace

Také imunofixace je kombinaci elektroforézy a
imunoprecipitace. Slouzi k typizaci paraproteinu.

Elektroforéza proteint séra nebo moci se provadi

v gelu obsahujicim vedle sebe specifické protilatky jak
proti tézkym retézcim imunoglobulint (bézné jsou

k dispozici anti-IgA, anti-lgG a anti-lgM), tak zvlast proti
lehkym imunoglobulinovym retézcim kappa a lambda.
Paralelné jsou tedy k dispozici jak kompletni
elektroforeogramy proteint séra (moci) véetné
pripadnych paraproteind, tak specificky lokalizované
precipitacni zony lehkych a tézkych retézcu.

Tento projekt je spolufinancovan Evropskym socidlnim fondem a statnim rozpoctem Ceské republiky
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* Specificky zpusob kombinace elektroforézy a dalsich
3 technik byl vyuzit v tzv. blotovacich metodach (blot =
X skvrna).

R * Prvni z nich popsal v r. 1975 E.M. Southern a dostala
po ném nazev southern blotting. Jednalo se o prenos
W fragmentl DNA po agardzové elektroforéze na

v Olomouci

nitrocelulozovou folii, hybridizaci s RNA, ktera byla
oznacena radionuklidem a detekci autoradiografii.

* Analogicka metoda pro detekci RNA byla pojmenovana
northern blotting.

Tento projekt je spolufinancovan Evropskym socidlnim fondem a statnim rozpoctem Ceské republiky
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Blotovaci metody (2)

V r. 1979 byly popsany blotovaci metody pro analyzu
proteinu, protein blotting, dnes znamé pod nazvem
western blotting.

Jejich principem je rozdéleni smési bilkovin
elektroforézou v PAA nebo agarozovém gelu, prenos
frakci na nitroceluldzovou fdlii, reakce se specifickou
protilatkou a detekce produktu druhou protilatkou
znacenou fluoresceinem, peroxidazou nebo
radionuklidem.

Tento projekt je spolufinancovan Evropskym socidlnim fondem a statnim rozpoctem Ceské republiky
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Pouziti elektroforézy v klinické laboratorni
diagnostice

Pro orientacni posouzeni patologickych zmén sérovych
bilkovin pfi raznych chorobnych stavech se dosud
bézné pozaduje elektroforéza bilkovin séra na
acetylceluléze nebo na agardze spolu s

kvantifikaci denzitometrickym vyhodnocenim
obarvenych frakci.

Elektroforeogram poskytuje nékolik typickych obrazu
(viz dale).

Tento projekt je spolufinancovan Evropskym socidlnim fondem a statnim rozpoctem Ceské republiky
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Elektroforeogram séra — typické obrazy (1)

Pri akutnim zanétu byvaji zvyseny tzv. pozitivni
reaktanty akutni faze (alfa-1-antitrypsin, orosomukoid,
haptoglobin, ceruloplazmin, CRP, C3-komplement), coz
se projevi zvySenim alfa-1 a alfa-2-globulinu, prip.
mirnym snizenim zoény albuminu. Globuliny gama
zUstavaji v normé. Priklad: akutni faze infekénich
onemocheéni.

Chronicky zanét ma zvysenu jen gama-globulinovou
frakci. Chronicky aktivni zanét ma typické znaky
akutniho zanétu spolu se zvysenymi gama-globuliny.
Priklad: chronicka revmatoidni artritida v aktivhim
stadiu.
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Elektroforeogram — typické obrazy (2)

Hepatalni typ elektroforeogramu s nizkou
proteosyntézou ma snizené zony albuminu, alfa-1, alfa-
2 a beta-globuliny, ale zvysenou frakci gama-globulind.
Priklad: jaterni fibroza a cirhodza.

Naproti tomu nefroticky typ elektroforeogramu ma
snizeny albumin a zvysené alfa-2 a beta-globuliny.
Gama-globuliny mohou byt v normé nebo mirné
snizeny. Priklad: u nefrotického syndromu dochazi ke
ztratam bilkovin, zvlasteé albuminu, moci. Zvysuji se
bilkoviny s velkou Mr, napt. alfa-2-makroglobulin a
mohou se vice syntézovat imunoglobuliny.
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Elektroforeogram — typické obrazy (3)

U primarni nebo sekundarni hypogamaglobulinémie
se pozoruje snizena frakce gama-globulind.

Nejvetsi vyznam tohoto typu elektroforéz spociva

v diagnostice monoklonalnich gamapatii. Slabsi nebo
vyraznéjsi zona paraproteinu se vyskytuje nejcastéji

v oblasti beta nebo gama-globulinl. Souc¢asné muze
byt oslabena albuminova a alfa-globulinova frakce.
Pritomnost paraproteinu, tzv. M-gradient, lze na
elektroforeogramu hodnotit vétSinou pouhym okem,
tj. bez denzitometrické kvantifikace.
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&+ * Diagnosticka informacni hodnota tohoto typu
elektroforéz (s vyjimkou monoklonalnich gamapatii)
. dnes ztraci na vyznamu, nebot jsou bézné k dispozici
s specificka kvantitativni stanoveni jednotlivych
@ sérovych bilkovin.

Univerzita Palackého
v Olomouci

e Jednoducha elektroforéza se Casto provadi prave pro
vyhledani paraproteinu. V pozitivnim pripadé potom
nasleduje typizace paraproteinu imunofixaci.
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Paraproteiny (1)

Monoklonalni protein (M-protein, M-gradient,
paraprotein) muze byt tvoren jak kompletnimi
molekulami imunoglobuling, tak samotnymi lehkymi
nebo tézkymi retézci.

Indikaci k vysetreni monoklonalniho paraproteinu

v séru a/nebo v modi je podezieni na monoklondlni
gamapatii nejasného vyznamu (MGUS), mnohocetny
myelom, plasmocytom, maligni lymfoproliferativni
onemocnéni (chronicka lymfaticka leukémie, maligni
lymfom, Waldenstromova makroglobulinémie), nemoc
tézkych retézcu a primarni AL amyloiddza.
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Paraproteiny (2)

Reakce paraproteinu se specifickymi protilatkami proti
lehkym a tézkym retézcum odhali jeho prislusnost

k tridé imunoglobulint a sloZzeni jeho retézcu, coz
umozni diagnostiku a usnadni [écebnou rozvahu.

Dalsim c¢astym elektroforetickym vysetrenim je
isoelektricka fokusace mozkomisniho moku (viz dale
videosekvence lzoelektricka fokusace). Klinicky vyznam
tohoto vysetreni spociva v detekci intrathekalni
produkce globulinu.
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) * V klinickych laboratofich patri elektroforézy mezi
rr pomerné casta, sériové provadéna vysetreni.
V minulosti se pro tento ucel pouzivalo mnozstvi
raznych, ¢asto improvizovanych zarizeni a odliSnych
nosicu s riznym separacnim potencialem.

OP Vzdélavani
pro konkurenceschopnost

i ita Palackého

* Dnesni snaze o standardizaci laboratornich technologii
vyhovuje fakt, ze celosvetove existuje jen nékolik
vyrobcl komercné nabizejicich pro elektroforetické
metody jak prislusna zarizeni a pomucky, tak i veskery
spotrebni material.
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Videosekvence , Isoelektricka fokusace” (2)

V Evropé je jednim z vyrobcl prostfedkud pro elektroforézu
firma Sebia, poskytujici pristroje a materialy pro elektro-
forézy, imunofixace a izoelektrické fokusace proteinu

a pro elektroforetické separace lipoproteint a nékterych
isoenzymU.

V tomto videoklipu jsou na uvod demonstrovany komercni
soupravy pro elektroforézu proteint séra a pro imunofixaci
spolu s vyslednymi elektroforeogramy.

Dale pak jsou strucné zachyceny zakladni kroky postupu pfri
isoelektrické fokusaci (IEF) vzorkd mozkomisniho moku (CSF)
pomoci pristroje Hydrasis Focusing a prislusnych pomucek
a Cinidel (Sebia, Francie).
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Videosekvence , Isoelektricka fokusace” (3)

Komercni souprava pro tuto metodu obsahuje
agarozoveé foélie (plotny), houbicky pro elektrodové
knoty, nanaseci hrebeny, masku pro antisérum, prirezy
filtracniho papiru, roztoky 2 pufri, diluent pro vzorky
CSF a roztok antiséra proti IgG.

Nejprve se zvlhCuji houbickové knoty prislusnymi pufry.
Poté se v oznacenych mikrozkumavkach pripravi
zfedéné vzorky mozkomisniho moku pacientd, a ty se
pipetuji do jednotlivych pozic 18mistného nanaseciho
hrebenu. Do okamziku aplikace na gel se hreben
uchovava ve vlihké komurce.
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Videosekvence , Isoelektricka fokusace” (4)

Nasleduje navlhceni podkladové desky na pultu
pristroje ethylenglykolem pro lepsi prilnuti plotny.

Na pult se polozi agardzova plotna a prikryje se folii
proti odparovani a zvinéni gelu. Do ZlabkU se umisti
navlhcené knoty, komora se uzavre a spusti se priprava
gradientu pH.

Po ukonceni pripravy gradientu pH v agarozovém gelu
se odstrani kryci félie a na start se umisti nanaseci
hreben se vzorky mozkomisniho moku pacientd. Spusti
se vlastni isoelektricka fokusace.
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e Jakmile je IEF ukonCena, aplikuje se na povrch
agarozove plotny roztok protilatky proti IgG. Provadi

X se to pomoci specialni masky, jejimz pohybem se
antisérum rovnomerneé rozprostre po celém povrchu
agarozového gelu. Nasleduje inkubace béhem niz

e vzniknou precipitaéni linie produktd reakce mezi IgG

P4 v CSF a anti-lgG protilatkou.

Univerzita Palackého
v Olomouci

* Po automatickém obarveni a promyti gelu, coz neni
ve videoklipu zachyceno, je mozno hodnotit a
interpretovat vysledny obraz. Hodnoceni
separovanych frakci (prouzkt) se provadi kvalitativné
pouhym okem.
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