Elektroforéza bilkovin v séru

Jednim ze zdkladnich screeningovych vysetreni je elektroforéza sérovych bilkovin.

Princip elektroforézy sérovych bilkovin

£ Podrobnéjsi informace naleznete na strance Elektroforéza.

Elektroforéza (ELFO) je zalozena na pohybu nabitych castic v elektrickém poli. Stanovované latky musi mit
charakter iontl nebo amfolytd. Bilkoviny patfi mezi amfolyty, které mohou nabyvat kladného i zaporného néboje v
zavislosti na pH pufru, pri kterém elektroforéza probiha. Je-li smés nabitych ¢astic vystavena plsobeni elektrického
pole, za¢nou se molekuly latek pohybovat. Pohyblivost bilkovin je ovlivnéna témito faktory:

= charakterem délené latky (velikost naboje, tvar a velikost molekul, relativni molekulovd hmotnost);
= vlastnostmi prostredi, ve kterém déleni probiha (hodnota pH, iontova sila, napéti, proud).

Pozitivné nabité molekuly proteind se Iépe adsorbuji nez negativné nabité molekuly, a proto pri elektroforéze
proteinl jsou vyuzivany negativni ndboje. Izoelektricky bod vétsiny sérovych bilkovin je v oblasti slabé kyselé pfi
pH 5-6. Proto v prostredi alkalického pufru, nej¢astéji pH 8,6, budou u sérovych bilkovin prevazovat zdporné naboje
a jejich pohyb bude s rliznou rychlosti smérovat k anodé. Albumin vykazuje nejvys$si negativni ndboj a tim i
nejrychlejsi pohyblivost k anodé.

Elektroforéza mlze probihat na réiznych nosicich. Historicky nejstarsim byl chromatograficky papir. V klinicko-
biochemické praxi se nejcastéji setkdvame s elektroforézou na acetatcelulézovych foliich nebo na
agarozovém gelu. Pri elektroforéze, ktera vyuziva jako nosi¢ papir nebo acetatcelulézu, putuji molekuly bilkovin
roztokem pufru, ktery je vné nosice. Molekuly se tedy déli predevsim podle svého nédboje. Podobné se budou délit
bilkoviny i v malo koncentrovaném agarézovém gelu.

Pomoci elektroforézy se bilkoviny krevniho séra rozdéli obvykle na 5-6 frakci - albuminovou, a4, a5, B, y frakce
se nékdy rozlisi na B; a By. S vyjimkou albumin(l jsou dalsi frakce tvoreny vzdy skupinou bilkovin, které maiji
priblizné stejnou elektroforetickou pohyblivost.

Provedeni

Kapka séra je pridana na sklicko s elektroforetickym agorézovym gelem a rozprostrena po ,startovni ¢are”,
kolmo na smér budouciho elektrického pole. Poté je vystavena G¢inkim elektrického pole v elektroforetické
vané. Vlivem elektrického pole zacinaji proteiny migrovat v agar6zovém gelu.

Po uplynuti urcité doby (napf. 30 minut pri napéti 120 V) se bilkoviny v gelu denaturuji (,fixuji“), zpravidla
plsobenim alkoholl (metanolu) a kyselin (kyseliny octové). Tim se zabrani jejich difuzi nebo vymyti z gelu v dalsich
krocich. Poté se bilkoviny obarvi vhodnym organickym barvivem (napf. amidocernfi). Poloha jednotlivych frakci a
koncentrace bilkovin v nich se poté hodnoti pomoci denzitometrie.

Vice informaci o elektroforéze formou on-line videa najdete napr. na strankach Masarykovy Univerzity (http://p
ortal.med.muni.cz/player_ext.php?lid=17&link=elfo_pro_480.flv%7CLF).

Hodnoceni elektroforézy sérovych bilkovin

Rerencni hodnoty jednotlivych elektroforetickych
frakci

Nazev frakce Hodnoty v relativnich % Hodnoty v g/l

Albumin 55-69 35-44
a7 1,5-4 1-3
a 8-13 5-8
B 7-15 4-10
y 9-18 5-12 ' = i ™
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Elektroforéza plazmatickych bilkovin a
Zéna prealbuminu denzitometricky zaznam

Charakteristika jednotlivych frakci

V této oblasti se pohybuje prealbumin (transtyretin), jehoz zéna je vsak
velmi diskrétni a téZzko hodnotitelna.

Zoéna albuminu


https://www.wikiskripta.eu/w/Soubor:Elektrofor%C3%A9za.jpg
https://www.wikiskripta.eu/w/Soubor:Searchtool_right.svg
https://www.wikiskripta.eu/w/Elektrofor%C3%A9za
https://www.wikiskripta.eu/w/PH
https://www.wikiskripta.eu/w/Pufr
https://www.wikiskripta.eu/w/Albumin
https://www.wikiskripta.eu/w/Alkohol
https://www.wikiskripta.eu/w/Denzitometrie
http://portal.med.muni.cz/player_ext.php?lid=17&link=elfo_pro_480.flv%7CLF

Albumin vytvari pomérné Sirokou a z obou stran dobre ohrani¢enou zénu. Pfi poklesu koncentrace albuminu pod 30
g/l je patrné jeji oslabeni. Vzacné pozorované zdvojeni frakce je projevem genetické strukturni odchylky albuminu u
heterozygotd - bisalouminemie nebo vznika pfi navazani cizorodé substance na albumin, napr. penicilinu.

Interzéna mezi albuminem a a;-globuliny

Slabé homogenni zbarveni této oblasti je podminéno a-lipoproteiny. Podobnou elektroforetickou pohyblivost
vykazuje také aq-kysely glykoprotein, ale zabarveni zény ovliviiuje minimalné.

Zéna a;-globulini

Zé6nu a-globulinl ovliviuje predevsim aq-antitrypsin. PFi akutnich zanétech je zretelné zesileni. Klinicky vyznamna
je geneticka variabilita al-antitrypsinu, kterd se v elektroforéze mze ¢asto zretelné projevit oslabenim, nékdy az
vymizenim jeho zény se sou¢asnou zménou pohyblivosti.

Interzona mezi a; a ay-globuliny

Obvykle je celd slabé homogenné zbarvena.

Zéna ay-globulin

Na vytvareni této zény se podileji pfedevsim dvé bilkoviny - a,-makroglobulin a haptoglobin. Zmény koncentrace

ay-makroglobulinu nemaji velky diagnosticky vyznam. Haptoglobin vytvari 6 fenotypd, které se lisi

elektroforetickou pohyblivosti. Elektroforetické vysetfeni neumoznuje rozliseni fenotypt haptoglobinu.
Interzéna mezi a, a B;-globuliny

Normalné se barvi pouze slabé. Pfi hemolyze vznikaji komplexy hemoglobin-haptoglobin, které v této oblasti
vytvareji samostatnou zénu.

Zéna B;-globulint

Tvar a intenzita zbarveni zény B;-globulin{ je ovlivnéna prakticky pouze transferinem. Intenzita zény dobre koreluje
s celkovou vazebnou kapacitou plazmy pro Zelezo. Pfi anemii z nedostatku Zeleza a v téhotenstvi se zvySuje
syntéza transferinu a intenzita zény se zesili. Dalsi protein s B1-elektroforetickou pohyblivosti, hemopexin, se
Spatné barvi pouzivanymi barvivy a zmény v jeho koncentraci se v elektroforéze neprojevi.

Interzéna mezi B; a B>-globuliny

V této oblasti nalézame imunoglobulin IgA, ktery podmifiuje homogenni zbarveni zény. Dale zde vytvari typickou
linii B-lipoprotein, jejiz pfitomnost zavisi na jeho koncentraci.

Zéna By-globulinu

Na vytvareni zény B,-globulinl se podili C3 slozka komplementu. Podle intenzity zbarveni se da tézko odhadnout
koncentrace C3.

Zéna y-globulini

Charakter zény y-globulinC je ovlivnén koncentracemi ¢tyr podtrid imunoglobulinu IgG. Zvyseni IgG se projevi
intenzivnéjSim zbarvenim a rozsifenim zény v obou smérech. Imunoglobulin IgM leZi blize startu. Samostatné nebo
soucCasné zvyseni koncentrace IgM pomoci elektroforézy nerozpozname.

Klinické vyuziti

Elektroforéza sérovych bilkovin (ELFO) se provadi zejména, zjistime-li patologicky vysledek celkové bilkoviny, nebo
potrebujeme-li podrobnéjsi informaci o sérovych bilkovinach. Zvlast cenné je pro prikaz:

= dysproteinemie - zména koncentrace a kvalitativniho slozeni jednotlivych bilkovin v séru,
= paraproteinemie - charakterizovana pritomnosti monoklonalnich imunoglobulinG.

ELFO u nékterych patologickych stavia

Typ elektroforeogramu Komentar Alb | a3 | a B Y Vyskyt (priklad)

= zvysSeni pozitivnich

reaktantd akutni faze = akutni faze infek¢nich
(ap-antitrypsinu, onemocnéni
Akutni zanét orosomukoidu, = akutni poSkozeni tkdné
haptoglobinu, (infarkt myokardu,
ceruloplazminu, CRP, C3) chirurgicky vykon)
= pokles negativnich = vétsSi popéleniny

reaktantd akutni faze
1 nebo


https://www.wikiskripta.eu/w/Penicilin
https://www.wikiskripta.eu/w/Lipoproteiny
https://www.wikiskripta.eu/w/%CE%911-antitrypsin
https://www.wikiskripta.eu/w/Haptoglobin
https://www.wikiskripta.eu/w/Hemoglobin
https://www.wikiskripta.eu/w/Transferin
https://www.wikiskripta.eu/w/Hemopexin
https://www.wikiskripta.eu/w/Imunoglobuliny
https://www.wikiskripta.eu/w/Komplement
https://www.wikiskripta.eu/w/Protil%C3%A1tky
https://www.wikiskripta.eu/w/IgG
https://www.wikiskripta.eu/w/Dysproteinemie
https://www.wikiskripta.eu/w/Paraproteinemie
https://www.wikiskripta.eu/w/Monoklon%C3%A1ln%C3%AD_protil%C3%A1tky
https://www.wikiskripta.eu/w/Ceruloplazmin
https://www.wikiskripta.eu/w/CRP
https://www.wikiskripta.eu/w/Soubor:ELFO_akutn%C3%AD_z%C3%A1n%C4%9Bt.jpg
https://www.wikiskripta.eu/w/Infarkt_myokardu

Chronicky zanét

Chronicky aktivni zanét

Hepatalni typ

Nefroticky typ

Hypogamaglobulinemie

Monoklonalni
gamapatie

Odkazy

Souvisejici ¢clanky

= Plazmatické bilkoviny

polyklonalni zmnoZeni
imunoglobulin{

zvyseni a-globulinl
svéddi o reaktivaci
procesu

vazne proteosyntéza v
hepatocytech

nadmérnd tvorba
imunoglobulind

nékdy se neoddéli ay
frakce (tzv. B-y mUstek -
pri zvyseni IgA)

vyrazné ztraty bilkovin
moci (prevladaji rendini
ztraty albuminu)
zvyseni bilkovin s
nejvetsi Mr - ap-
makroglobulinu a B-
lipoproteinu

pokles v oblasti y
globulind

homogenni vrchol
kdekoliv v oblasti B az y1

{ nebo N

rekonvalescence po
infekénim onemocnéni
nékterd revmaticka
onemocnéni

= chronicka aktivni

revmatoidni artritida

» chronickd jaterni

onemocnéni - jaterni
fibréza a cirhéza

= nefroticky syndrom

primarni deficity tvorby
protilatek

sekundarni deficit tvorby
protilatek

ztrdty imunoglobulind

benigni monoklonalni
gamapatie

maligni monoklonalni
gamapatie (myelom)
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= Elektroforéza
= Dysproteinemie

Externi odkazy

=Video o elektroforetickych metodach pouzivanych v klinické biochemii pro vysSetreni bilkovin v séru a moci (https:
/lel.If1.cuni.cz/elektroforeticke_metody/)
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