IMUNOELEKTROFORETICKE
METODY



Imunoelektroforetické metody

kombinace metod

elektroforetickych + imunodifuznich

gel:
v'agarozovy (1 - 2 %)

v'agarovy gel

pufry: 0,025 M — pH 8-9
veronalovy
boratovy

Tris-barbitalovy

tris-Tricinovy

Bakteriostaticka latka:
0,02 % azid sodny
0,01 % mertiolat




Rozdéleni metod (podle pracovniho postupu)

1. Klasicka imunoelektroforéza podle
GRABARA a WILLIAMSA
(pouze kvalitativni udaje)

2. Raketova imunoelektroforéza
(pouze kvantitativni udaje)

3. Stretna (protismérna) imunoelektroforéza
(pouze kvalitativni udaje)

4. Dvojrozmeérna (krizova) imunoelektroforéza
(kvalitativni i kvantitativni udaje)



Imunoelektroforéza podle Grabara a Williamse

zonova elektroforéza + Ouchterlonova metoda

Dveé faze:
v Antigen se rozdéli pusobenim stejnosmérného proudu

v Ve sméru déleni se vyrezou podélné zlabky, do kterych se
napipetuje antisérum a necha se difundovat proti sobé

vysledek: prempltacnl obloucky, které se odecitaji
-primo okem -

-po obarveni
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Vyuziti imunoelektroforézy podle Grabara a Williamse
¢ v klinickych laboratorich

zkoumani sérovych proteint a jejich zmén

pfi raznych chorobach

zonova elektroforéza:

rozdéleni proteinu krevniho séra 5-6 frakci
imunoelektroforéza:

az 35 precipitaénich obloucku

pri pouziti polyspecifického antiséra
(kazdy obloucek = 1 protein)

ma charakteristicky tvar a umisteni
na imunoelektroforegramu

“ zjiStovani nékterych gamapatii
% poruchy v biosyntéze imunoglobulina | = '=




Imunoelekiroforegram

bk 96 normalniho lidského
ALB'UMI'N A,-GLYKOPROTEIN Séra
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PREALBUMIN c3 antisérum proti
e lidskym sérovym
HEMOPEXIN N
o, ~MAKROGLOBULIN P roteinum
CERULOPLAZMIN

vzorek



vzorek

vzorek

Imunoelektroforegram normalniho lidského séra:

zlabek a polyspecifické antisérum proti lidskym sérovym proteiniim
zlabek b monospecifické antisérum proti IgG
zlabek c antisérum proti IgM

zlabek d antisérum proti IgA



Imunoelektroforegramy normalnich lidskych sér (a) a sér
obsahujicich myelémovy IgG (b), myelémovy IgA (c) a
Waldenstromuv makroglobulin IgM (d)

Ve zlabcich je polyspecifické antisérum proti lidskym
sérovym proteinim. Monoklonové (patologické)
imunoglobuliny jsou vyznaceny Sipkou.



Raketova imunoelektroforéza (RIEF)

rocket Immunoelectroforesis
Jednoducha radialni imunodifiize urychlovana stejnosmeérnym
elektrickym proudem.
1966 C.B Laurell
gelova vrstva obsahujicich monospecifické precipitujici Ab
gel: agarosa

membrana acetatu celulosy

elektrolyt: veronalové pufry s mirné alkalickym pH
vétSina antigenu se pohybuje k anodé

afinitni elektroforéza, pri které se ze smeési

rozdéelovanych latek vychytava jen antigen,

ktery muze biospecifickou vazbou

reagovat s protilatkou nachazejici se v gelu
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Molekuly Ag migruji do gelu, kde se setkavaji s Ab.

Dosazeni ekvivalentniho pomeru:

vznik precipitacénich utvaru podobnych raketam.

Vyska rakety je primo umérna koncentraci Ag.

Parametry elektroforézy: 10 az 15 V/icm (bez chlazeni)
c¢as 30 az 180 min

Detekce: 1. Pfimo
2. Zbarveni (Coomassie Blue, Amidocern B)
3. 0,5 % kyselina fosfomolybdenova
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RIEF metoda je vyhodna

v stanoveni makromolekul, proti kterym lze pripravit
monospecifické Ab

v/ migruji v agarozovém gelu

50 x citlivéjsi jak RID
Stanoveni 0,2 az 0,1 mg/l antigenu do 2 hodin.

Velmi malo pohyblivé antigeny (IgM, a.,-makroglobulin)
Ize zvysSit pohyblivost karbamylaci (reakce s KCNO)

Obraceneé Ize RIEF pouzit na zjisténi koncentrace
Ab v seru, kdyz do gelu pridame antigen




Spoijita raketova imunoelektroforéza
fused rocket immunoelectrophoresis

Proteiny rozdelené do jednotlivych frakci

ruznymi chromatografickymi technikami:

2 ruzné gely:

v' Cista agarosa, kde dvé fady jamek - vzorky
jednotlivych frakci

v" Horni Siroky gel s polyspecifickymi Ab proti proteinim

Vysledek:

v’ spojité precipitacni linie, které vytvareji vrcholy
ruznych tvaru.

v kazdy vrchol patfi jednomu proteinu, koncentraci
Ize urcit podle vysky
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PROTI -

LATKAMI

Spojita raketova imunoelektroforéza
frakci ziskanych po gelove chromatografii lidskeho séra
na sloupci Sephadexu G-200.



Urceni konkrétniho proteinu:

mezi gel Cisté agarozy a agarosy s polyspecifickymi Ab,
zaradime gel se specifickou protilatkou proti zkoumanému
proteinu.

Hledany protein, pak vytvori svuj vrchol v mezivrstve,
ostatni pres ni volné predifunduji a vytvori precipitacni linie
az ve treti vrstve s polyspecifickymi Ab.
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Stretna imunoelektroforéza (protismerna)

counter immunoelectrophoresis

Obmeéna jednorozmerné dvojité imunodifuze

Pohyb molekul Ag a Ab urychluje stejnosmeérny elektricky
proud. Vysledek je mozno odecitat uz za 30 min.

Na podloznim sklicku v agarozovem gelu 1 - 1,5 %
ve veronalovem pufru pH 8,6

priumér jamky: 2-3 mm, vzdalenost 4-5 mm,
vzdalenost mezi radami: 6 - 10 mm



Detekce: volnym okem
po zbarveni

Ab migruji ke katodé, I1ze pouzit jen pro dukaz Ag,
které maji anodickou pohyblivost

Vyuziti: vyuziva se pro rychly kvalitativni dikaz Ag




Dvojrozmeérna (krizova) imunoelektroforéza
crossed immunoelectrophoresis

Kombinace zonové elektroforézy a raketove
imunoelektroforézy -
1965 LAURELL, LAURELLOVA

1966 CLARKE H.G.M., FREEMAN

dva sméry: \& |

v' rozdéleni Ag v agarozovém nebo PAGE
vyreze se uzky pas gelu (pri 8,5 x 8,5 asi 2 x 8,5 cm),
ktery se prilozi ke kraji skla

v" doplni se gelem se specifickymi Ab
a elektroforéza probiha kolmo na prvni smer déleni
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Ag migruji do gelu s Ab
a vytvareji v zonach
ekvivalence siroke
precipitacni rakety nebo
vrcholy:

v umisténi rakety
charakterizuje druh
antigenu.

v plocha vrcholu pfFi
dostatecném case
elektroforézy a take
vyska jsou umerneé
koncentraci Ag.



Elektrolyt: veronalovy pufr

1. rozmer. 45 az 60 min

2.rozmeér: 2 az 2,5 hod

Napeti: 5 az 8 V/icm pri 20°C

Vyznam: nejvyhodnejsi imunochemicka metoda
na analyzu smési antigenu.

V lidském séru Ize touto metodou rozdelit

az 50 ruznych proteinu.

Pokud v 1. rozmeéru pouzijeme IEF, pak lze zjistit

jeste vice.

Citlivost: 0,1 az 1,0 mgl/l.

Jiny gel: acetat celulosy (Cellogel)



Vyhodnoceni:

protinani nebo splyvani precipitaénich vrcholl = Ize usuzovat
na pribuznost nebo nepribuznost Ag

Identifikace se provadi:

v porovnanim polohy a tvaru vrcholl se vzorkem znamého
antigenu, ktery se podrobil krizove imunoelektroforeze
za stejnych podminek

v pomoci specifickych antisér

v specifickych barveni Ag

v’ pouzitim Cistych Ag jako vnitrni standard









Precipitacni fenomény pfi dvojrozmérné imunoelektroforéze
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1 identické antigeny s anodovou pohyblivosti
2 castecne identické antigeny s anodovou pohyblivosti

3 neidentické antigeny s kationtovou pohyblivosti



Tandemova dvojrozmérna imunoelektroforéza

Cisty Ag se muze aplikovat

do druhé jamky vznikne
tandemova dvojrozmerna
imunoelektroforéza, v které
jeden stejny Ag (pritomny

v obou jamkach vytvori

dvojici (tandem) precipitacnich
vrcholu se znaky identity

jamka 1 - lidské sérum, jamka 2 - prealbumin
Horni gel: protilatky proti lidskym sérovym proteinim.
Dvojvrchol prealbuminu se znaky identity je oznacen sipkou



Imunofixace

- zénova elektroforéza - agarozovy gel
- izoelektricka fokusace - polyakrylamidovy gel
_ jzotachoforéza - acetylcelulozovy gel

Pomoci imunofixace se detekuji jen nekteré rozdéelené
antigeny

Na povrch gelu se aplikuji specifické protilatky, které
difunduji do gelu. Po ukon€eni migrace se gel promyje pufrem
(odstrani se neprecipitované antigeny) a pak se detekuje
Imunokomplex.



Detekce nerozpustnych imunokomplexu:

v’ barviva na proteiny

v reakce se sekundarni protilatkou
- enzym
- radioizotop



Provedeni imunofixace:
vantisérum s vysokym titrem monospecifickych Ab
v’jen na tu ¢ast gelu, kde se predpoklada Ag
(rozetrit po gelu nebo navlhcit acetylcelulozovy papir Ab)
v'na jeden vzorek asi 0,02 - 0,2 ml antiséra (pomér Ag:Ab)
(krevni sérum zredit na 0,1 - 0,5 g/l proteinu)

Doba inkubace s Ab:
agarozove gely (1 az 5 mm) 30 - 60 min
polyakrylamidoveé az2h

promyvani gelu:

odstranéni nespecifickych proteinu

- fyziologickym roztokem agarozove gely (16 - 24 h)
PAGE-gely (48 - 72 h)



Pouziti imunofixace:

Zkoumani polymorfizmu proteinu,
(geneticka fenotypizace)

které se vyskytuji v nizkych koncentracich
a daji se tézko detekovat

- slozky komplementu (C2, C3, C4, B)
- proteinasoveé inhibitory (a,-antitrypsin)
- nékteré sérové glykoproteiny



Immunoblotting
(imunopijakovée metody)

Metoda, ktera umoznuje prenos molekul z mobilni faze
(gelu) do pevné faze (nitrocelulosova membrana)

Prenos: - difuzi
- stejnosmérnym el. proudem

Detekce na membrane:

v barevné reakce

v autoradiografie

v’ specifickymi protilatkami (immunoblotting)



Historie

1975 SOUTHERN prenos fragmentu DNA z agarozového
gelu na nitrocelulosovou membranu pomoci
kapilarnich sil (hybridizace s radioaktivni
RNA a detekce autoradiograficky).
Homologni useky DNA byly detekovany jako
ostre ohraniCené pruhy na radiogramu

Metoda ,,Jizni pijakovani“ (southern blotting)

123456789101 2340L5678910 1234156782910




1977 ALVINE J.C.vylepseni metody
misto nitrocelulosy DBM
(diazobenzylmethylovany papir)
léepe se kovalentné vazi male fragmenty
DNA nebo RNA
Metoda ,,Severni pijakovani“ (northern blotting)
1979 RENART J. a TOWBIN H. metodu upravili
pro analyzu proteini (immunoblotting).



1981 BURNETTE W.N. Detekce imobilizovanych Ag pomoci

specifickych Ab a radioaktivhé znaceny
protein A (funkce druhého ligandu).
Metoda ,,Zapadni pijakovani“ (Western blotting)

Vyhody immunoblottingu

v lehka proveditelnost

v vysoka citlivost a specificnost (detekce jednoho proteinu
ze smeési)

v detekce a analyza na kopii



Etapy metody:

v. Smés antigenu se rozdéli
pomoci jednorozmeérné (SDS-elektroforéza)
dvojrozmerné elektroforezy
izoelektrickou fokusaci

- v agarozovem gelu

- v polyakrylamidovem gelu

v" Po skonceni se gel vlozi do blottovaci aparatury
a uskutec€ni se prenos antigenti na vhodnou matrici
v" Nasyceni (zablokovani) nespecifickych vazbovych
mist (aby se zamezilo nespecifickym interakcim mezi
detekcni sondou a matrici)
v Vizualizace detekéni sondy
(radiograficky, barevna reakce, fluorescencné)



Prenos proteinu:

v jednoducha difuze (malo efektivni)

v’ kapilarni tlak

v negativni tlak (vakuové pijakovani)

v elektroforetickymi silami (elektropijakovani)

Ize ziskat i nékolik kopii a s kazdou
uskutecnit jinou detekc€ni reakci.



Zarizeni na blotting Ag kapilarnim tlakem

I

filtracni papir
imobilizacni matrice
(nitrocelulosa)

gel s rozdelenymi antigeny
pufr

AgAgAgAg Ag Ag Ag  Ag




WESTERN BLOTTING

(a) ELECTROTRANSFER ANTIBODY DETECTION
Incubate with
Ab, {Y) and then wash oxcess Ab, v

b s,

Electric
current

)

SDS-polyacrylamide gel  Porous
membrane
sheet
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Incubate with enzyme-linked
Ab, (Y) and then wash axcess Ab,,
and then activate color reaction

DEVELOPMENT
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ArA filter papers
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Membrany pro blottovani

v nitrocelulosa (80 mg/cm?)

v diazobenzyloxymethylovany papir
(DBM) (kovalentni vazba 10-20 mg/cm?)
nevyhoda vzdy se musi diazotovat

v PVDF membrany
(1990 Timmons, Dunbar)

Po prenosu proteini na PVDF membranu je |ze detekovat:
v barevné reakce s proteiny
v pomoci specifickych protilatek

Pred aplikaci specifickych protilatek je treba membranu

inkubovat s blotujicim cinidlem (BSA, zelatina, odtuénéené
mléko, Tween 20, hemoglobin ethanolamin)

PVDF: polyvinyliden difluorid



Detekce proteinu na membrané

v pfimé nespecifické barveni
v’ primé specifické znac€eni (prvnim ligandem)
v neprimé specifické znaéeni



v piimé nespecifické barveni
Amidocern 10B, Coomassie Blue R 250
(citlivost 0,5 - 1 pg proteinu)
stribrné barveni (4 az 10 ng), koloidni zlato (50 pg)

v primé specifické znac¢eni (prvnim ligandem)
specificka protilatka nebo ligand, ktery uz ma znacku
(radioizotop, fluorochrom, enzym)

v'nepiimé specifické znaceni
pouzivaji se dva az tri ligandy, prvni ligand se specificky
navaze jen na analyzovany protein
druhy ligand (sekundarni protilatka) ma znacku nebo
druhy ligand protein A (specificky reaguje s Fc doménami
protilatky)
na detekci treti ligand



Znaceni protilatek

konjugat s enzymy: peroxidasa HRP
alkalicka fosfatasa (ALP)

substraty pro tyto enzymy musi tvorit barevné
precipitujici produkty (na rozdil od ELISA metod)

substraty pro HRP diaminobenzidin
4-chlor-1-naftol

substrat pro ALP 5-brom-4-chlorindoxylfosfat
(nitrotetrazoliova modr)

detekéni limit: 1 ng/mm?
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O 2-3 rady citlivéjsi je pouziti
luminiscencnich a fluorescencnich

detekcnich technik

Emitované svétlo Ize zachytit napr. film



Identifikace vrcholu ziskaného pomoci krizové

imunoelektroforézy imunoblottingem

A- Krizova imunoelektroforéza v agarozovem gelu

B- Otisk na nitrocelulosové membrane po reakci s mysi
monoklonalni protilatkou proti lidskéemu IgM,
po detekci pomoci sekundarni protilatky znacené
peroxidasou (kozi proti mysi Ab)



DOT BLOTTING

Protein aplikuje primo

na membranu bez pocatecni elektroforeticke
separace.

Detekce je stejna jako u Western blottingu.
Pro kvalitativni a semikvantitativni stanoveni.

Coupled Enzyme

Secondary Antibody
Primary Antibady 3 >
A mn o\, wed Protein
Protein Binding Membrane




