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HYDRAGEL 7, 15 & 30 B1-82 - 2020/07
POUZITi KITU

HYDRAGEL 7, 15 a 30 B1-B2 kity jsou urgeny k elektroforetickému rozdéleni bilkovin lidského séra a moci do Sesti hlavnich frakci na alkalicky
pufrovanych agarézovych gelech o pH 8.6. Normalni bilkoviny lidského séra by se mély rozdélit na pét hlavnich frakci. Separované bilkoviny jsou
obarveny roztokem amidogerni. Kity jsou uréeny k pouZiti ve spojeni se systémem HYDRASYS. Vyhodnoceni je bud vizualni nebo denzitometrické
(relativni kvantifikace jednotlivych zon).

Kazdy agarézovy gel je uréen k analyze :
+ 7-mi vzorkl (HYDRAGEL 7 B1-B2 kit),
+ 15-ti vzorkt (HYDRAGEL 15 B1-B2 kit),
+ 30-ti vzorkdl (HYDRAGEL 30 B1-B2 kit).
Ur€eno pro diagnostické pouziti in vitro.

POZNAMKA : V tomto névodu se nazev "HYDRASYS" pouziva pro poloautomatické pristroje HYDRASYS a HYDRASYS 2.

PRINCIP TESTU

Elektroforéza bilkovin je béZnou technikou rutinné pouzivanou klinickymi laboratofemi ke skriningu abnormalit bilkovin séra a nékterych dalSich
biologickych tekutin. Agaréza slouzi jako univerzalni a efektivni podplirné medium. V diagnostickych aplika- cich se v ni sérum déli na pét hlavnich
frakei (napf. HYDRAGEL PROTEIN(E)) dle jejich naboje pii daném pH. Pokud je pozadovano vétsi rozliSeni, pak Ize bilkoviny rodélit do 6 hlavnich
frakei - HYDRAGEL B1-B2 kity : albumin, a1 a a2-globuliny, B1 a B2-globuliny a y-globuliny. Kazda zéna obsahuje jeden a vice sérovych proteint.
Elfogram bilkovin moce je podobny rozdéleni bilkovin v séru, avSak intenzita frakci zavisi na filtraéni schopnosti ledvin.

REAGENCIE A MATERIAL OBSAZENY V KITECH HYDRAGEL 7, 15 A 30 B1-B2

VAROVANI : Viz bezpeénostni listy.

POLOZKY KAT. C. 4101 KAT. C. 4121 KAT. C. 4141
Agar6zové gely (pfipraveny k pouZiti) 10 gell 10 gelli 10 gell
Houbicky s pufrem (pfipraveny k pouziti) 10 bal. po 2 ks 10 bal. po 2 ks 10 bal. po 2 ks
Redici roztok pro amidocerri (zasobni roztok) 1 lahv. 60 mL 1 lahv. 60 mL 1 lahv. 60 mL
Amidocerri (zasobni roztok) 1 lahv. 20 mL 1 lahv. 20 mL 1 lahv. 20 mL
Aplikatory (pfipraveny k pouziti) 1 bal. po 10 ks (7 zubt) 1 bal. po 10 ks (15 zubi) 2 bal. po 10 ks (15 zubt)
Tenkeé filtracni papiry 1 bal. po 10 ks 1 bal. po 10 ks 1 bal. po 10 ks

OPTIMALNI RIZENI VYSLEDOVATELNOSTI : Vechna inidla ze stejné sady se museji pouZivat spolecné.
DOSAZENI OCEKAVANYCH VYKONU : Musi se dodrzovat pokyny z piibalového letaku.

1. AGAROZOVE GELY

Priprava

Agarézové gely jsou pripraveny k pouziti. Kazdy gel obsahuje : agarézu ; tiumici roztok pH 8.6 + 0.5 ; pfidavné latky nezbytné nutné pro optimalni
provedeni, v koncentracich pro ¢lovéka neskodnych.

Pouziti

Nosné medium pro elektroforezu.

Skladovani, stabilita a znamky poSkozeni

Skladujte v horizontalni poloze v originélnich ochrannych obalech — Sipkou na predni strané krabice smérem nahoru. Lze skladovat pfi pokojové
teploté (15 - 30 °C) nebo v chladnicce (2 - 8 °C). Zamezit prudkym zménam teploty — neskladovat v blizkosti oken nebo tepelného zdroje.

Stabilni do doby exspirace vyznacené na krabici & na obalech gelt.

NEMRAZIT!

Nepouzivejte :

(i) v pripadé nalezu krystalli nebo precipitatt na povrchu gelti a pokud struktura gelu v disledku zmrazeni zmékne,

(ii) jsou-li pfitomny mikroby a plisné,

(iii) abnormalni mnoZzstvi tekutiny v obalu gelu (vysledek vypoceni pufru z gelu v disledku nespravného skladovani).

2. PUFROVANE STRIPY

Pfiprava

Pufrované houbovité prouzky (stripy) jsou pfipraveny k pouziti. Kazdy obsahuje : tlumici roztok s pH 8.5 + 0.5 ; pfidavné latky nezbytné nutné pro
optimalni provedeni, v koncentracich pro ¢lovéka neskodnych.

Pouziti

Slouzi jako rezervodar pufru a zajistuji kontakt mezi gelem a elektrodami.

Skladovani, stabilita a znamky poskozeni

Skladovat pfi pokojové teploté nebo v chladnicce.

Jsou stabilni nejméné do data exspirace vyznaéeného na baleni kitu ¢i na stitcich jednotlivych baleni.
NEMRAZIT!

Nepouzivejte stripy z otevienych baleni nebo stripy vyschlé.
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3. REDICi ROZTOK PRO AMIDOCERN

Pfiprava P

Zasobni fedici roztok barviciho roztoku musi byt pouzit podle pokyntl v odstavci "AMIDOCERN". Obsahuije kysely roztok pH = 2.

Pouziti

Ptiprava barviciho roztoku s amidocerni.

Skladovani, stabilita, znamky znehodnoceni roztoku

Zasobni roztok Fediciho roztoku pro amidocerri se skladuje pfi pokojové teploté nebo pfi teploté 2 - 8 °C. Zasobni roztok je stabilni do data exspirace
vyznaceného na obalu ¢i na Stitku lahvicky. NEMRAZIT.

Nepfidavat azid sodny.

4. AMIDOCERN

Pfiprava

Koncentrat amidocerni je viskozni roztok, ktery muize gelovatét. Citlivost zasobniho barviciho roztoku neni zménéna zvySenim viskozity nebo
ztuhnutim.

V kazdém pfipadé je pro dosazeni spravného rozpusténi barviciho roztoku nutné dodrzet nasledujici postup :

1. Pridejte 15 mL fediciho roztoku pro amidocerri do lahvicky s koncentrovanou amidocerni.

Peclivé uzavrete lahvicku.

Lahvicku pofadné protrepejte po dobu cca 5 sekund.

Prelijte tento roztok do odmérného vélce pro pfipravu barviciho roztoku.

Opakuijte tento krok 2 — 3x, az do UpIného rozpusténi koncentrované amidocerni.

Nalijte zbyly obsah lahvicky s fedicim roztokem pro amidocerri do odmérného valce a doplfite do 300 mL destilovanou nebo deionizovanou vodou
7. Promichavejte obsah vélce po dobu 5 - 10 minut.

Barvici roztok je pfipraven k pouziti.

POZN. : Nespréavna pfiprava barviciho roztoku povede k nedostatecnému barveni albuminové frakce (nizka procentualni hodnota sveétlého stfedu
frakce).

Pracovni barvici roztok po nafedéni obsahuje : kysely roztok o pH = 2 ; amidocern ; ethylenglykol ; pfidavné latky nezbytné nutné pro optimalni
provedeni, v koncentracich pro ¢lovéka neskodnych.

Pouziti

Barveni geld s rozdélenymi bilkovinami po elektroforéze.

DULEZITE : Barvici roztok je uréen k obarveni pouze 10 gelil. Roztok vymérite po 10 pouzitich k barveni.

o oA LN

Skladovani, stabilita, znamky znehodnoceni roztoku

Zasobni i pracovni barvici roztok se skladuje pfi pokojové teploté nebo v chladnitce v tésné uzavienych nadobach tak, aby nedoslo k odparovani.
Zasobni barvici roztok je stabilni do data expirace vyznaceného na obalu sady nebo na Stitku lahviky rozpoustédia pro barvici roztok.

Pracovni barvici roztok je stabilni 1 mésic. Stabilita roztoku mtze byt prodlouzena na 3 mésice, pokud je uchovavan v chladni¢ce. lhned po pouziti
musi byt uzaviené nadoby ulozeny v chladni¢ce.

Neskladujte pracovni barvici roztok v blizkosti zdrojti tepla.

5. APLIKATORY

Pouziti

K naneseni vzorkii na gel - pfipraveny k pouziti.

Skladovani

Skladujte na suchém misté pii pokojové teploté nebo v chladnicce.

6. FILTRACNI PAPIRY

Pouziti

Prouzky tenkého filtracniho papiru na jedno pouZziti. Jsou uréeny k odsati pfebyte¢né tekutiny z povrchu gelu pred aplikaci vzorkd.
Skladovani

Skladujte na suchém misté pii pokojové teploté nebo v chladnicce.

POTREBNE REAGENTY NEOBSAZENE V BALENi
VAROVANI : Viz bezpeénostni listy.

1. ODBARVOVACi ROZTOK

Kazda lahvicka zasobniho odbarvovaciho roztoku (SEBIA, kat. ¢. 4540, 10 lahvicek po 100 mL) je uréena k pfipravé 100 litrd pracovniho
odbarvovaciho roztoku. Je vyhodné pfipravovat jen 5 litri pracovniho roztoku doplnénim 5 mL zasobniho roztoku do 5 litrii destilovanou nebo
deionizovanou vodou.

Po zfedéni vznikne odbarvovaci roztok obsahuijici kysely roztok pH = 2.

Pouziti

Roztokem se odstrarite pfebyte¢né mnozstvi barvicky a odbarvuje se pozadi agarézové plotny.

Dale k vyplachovani barviciho prostoru po promyvacim kroku.

K neutralizaci kyselé reakce odbarvovaciho roztoku nalijte do prazdné nadoby na odpady 15 mL 50 % (w/w) komeréné dostupného roztoku NaOH
(= 19 M NaOH).

Skladovani, stabilita, znamky znehodnoceni

Skladovani — pfi pokojové teploté nebo v chladni¢ce. Je stabilni do doby exspirace vyznacené na obalu soupravy nebo na stitku lahvicky.

Pracovni odbarvovaci roztok je stabilni 1 tyden pfi pokojové teploté v uzaviené lahvi. Nepfidavejte azid sodny!

Nepouzivat pfi zméné vzhledu, vzniku zakalu nebo precipitatu v roztoku.

Pro zabranéni mikrobialni proliferace ve zfedéném odbarvovacim roztoku, ktery ma byt skladovan déle nez dva tydny, pfidejte 5 uL/dL roztoku ProClin
300 nebo roztoku CLEAN PROTECT (SEBIA, kat. ¢. 2059, 1 lahvicka, 5 mL).
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Viz pribalovy leték s ndvodem k pouZiti roztoku CLEAN PROTECT.
Pracovni odbarvovaci roztok s pridavkem roztoku ProClin nebo CLEAN PROTECT je pii pokojové teploté nebo v chladnicce v uzaviené nadobé
stabilni do doby exspirace vyznacené na obalu sady nebo na stitku lahvicky.

2. PROMYVACi ROZTOK PRO HYDRASYS

Priprava

Kazda lahvicka Promyvaci roztok pro HYDRASYS (SEBIA, kat. ¢. 4541, 10 lahvicek po 80 mL) se fedi do 5 litr(i destilovanou nebo deionizovanou
vodou.

Promyvaci pracovni roztok po zfedéni obsahuje : tlumici roztok pH 8.7 + 0.5.

Pouziti

Slouzi k ¢isténi modulu HYDRASYSu uréeného k barveni. Pfi dennim pouzivani pfistroje se doporucuje promyvat barvici prostor jednou za tyden.
Viz pribalovy leték s ndvodem k pouZiti.

Skladovani, stabilita a znamky zhorseni kvality

Skladujte zasobni i pracovni promyvaci roztok v uzavienych nadobéach pii pokojové teploté nebo v chladni¢ce. Stabilni do data exspirace uvedeného
na Stitcich lahvi¢ek s promyvacim roztokem.

P¥i znamkach zmény vzhledu pracovniho promyvaciho roztoku, vyskytu zakalu v disledku mikrobialni kontaminace, roztok vyfadte z pouzivani.

3. FLUIDIL

Pfiprava

Fluidit (SEBIA, kat. ¢. 4587, 1 lahv. 5 mL) - pfipraveno k pouZziti.

Pouziti

Redeéni vzorki s narusenymi difusnimi viastnostmi pres zuby aplikatoru vzorku (napfiklad viskdzni nebo zakalené vzorky, jako jsou séra s obsahem
kryoglobulinu nebo kryogelu, vzorky s polymerizovanym Ig M,...) nebo s nizkou intenzitou elektroforetického zaznamu.

Skladovani, stabilita a znamky zhorseni kvality

Pfi teploté mistnosti. Stabilni do doby exspirace vyznac¢ené na Stitku.

Nesmi obsahovat srazeniny.

POZNAMKY :

Zkousky provedené pro ovéreni reagentt prokazaly, Ze pro rizné roztoky a pouZziti pfizptisobeného vybaveni pro rekonstituci objemu, nemaji odchylky
objemu £ 5 % z konecného objemu viiv na vysledek analyzy.

Destilovana nebo deionizovana voda pouzivana k fedeni roztokd musi byt prosta bakterialni proliferace a plisni (pouZijte filtr < 0,45 ym) a musi mit
vodivost nizsi nez 3 yS/cm, coz odpovida rezistivité vyssi nez 0,33 MQ x cm.

NUTNE VYBAVENI

1. HYDRASYS Systém SEBIA : HYDRASYS 2 SCAN kat. ¢. 1200, HYDRASYS 2 kat. ¢. 1201, HYDRASYS 2 SCAN FOCUSING kat. ¢. 1202,
HYDRASYS 2 FOCUSING kat. ¢. 1203, HYDRASYS kat. ¢. 1210 nebo kat. ¢. 1211 nebo HYDRASYS FOCUSING kat. ¢. 1212.

Manuélni nebo automatizovany mikropipetor, SEBIA HYDRAPLUS, kat. ¢. 1216 nebo SEBIA HYDRAPLUS 2, kat. ¢. 1217 nebo SEBIA ASSIST,
kat. ¢. 1218 jako alternativu k vzorkovym aplikatortm.

Vlhka zasobni komora kat. ¢. 1270, dodavana s HYDRASYS systémem.

Souprava kontejnerti dodavana s HYDRASYSem.

Pipety — 10 pL a 200 pL.

Densitometr / skener pro skenovani gelovych ploten 82 x 51 mm nebo 82 x 102 mm : Software HYRYS SEBIA, GELSCAN SEBIA, DVSE SEBIA
nebo PHORESIS pro plochy skener. Pro postupy ¢innosti a kalibrace viz pokyny vyrobce.

7. Drzak gelu SEBIA, kat. ¢. 1278.

rn

o 0~ W

ANALYZOVANE VZORKY

Odbér a skladovani vzorkud

Nejlepsich vysledkl se dosahuje analyzou Cerstvych sér a moci — v pfipadé nutnosti Ize po dobu jednoho tydne skladovat v chladnicce.

Mrazené vzorky séra jsou stabilni nejméné 1 mésic. Mrazeni sér s azidem sodnym 0.02 g/dL, zvySuje stabilitu stejné, jako mrazeni moc¢i s HEPES
0.1 M (pH 6.75) a s azidem sodnym 0.02 g/dL.

POZOR : Kyselinu boritou jako konzervans nepouzivejte.

Zmrazena séra po rozpusténi zanechavaji na startu rovnéz stopu z denaturovanych proteinti a lipoproteint. Skladovani pfi 2 - 8 °C i mrazeni
zplisobuje anodicky posun betalipoproteint z beta zony do zony alfa-2 nebo alfa-1. Cim je pouzito starsi sérum, tim je vyraznéjsi posun.

Pfiprava vzorku

1. Séra
Pouzivejte nefedéna séra.
Uprava sérovych vzorki pomoci Fluidil:
Uprava sérovych vzork pripravkem Fluidil se musi provést v nasledujicich pripadech:
- Sérové vzorky s narusenymi difusnimi vlastnostmi pres zuby aplikatoru vzorku, napfiklad viskdzni nebo zakalené vzorky po skladovani pfi
teploté 2 az 8 °C nebo po zmrazeni (zejména vzorky obsahem kryoglobulinu nebo kryogelu).
- Sérové vzorky s polymerizovanym Ig M.
- Sérové vzorky s elektroforetickym zaznamem s nizkou intenzitou.
V takovych pfipadech pridejte 25 uL pFipravku Fluidil na 75 pL séra a odstfedujte na vortextu po dobu 15 sekund. Déale pokracujte podle
standardniho postupu.
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2. Zahusténé moce
K analyze pouzivame zahusténé vzorky moce na koncentraci bilkoviny 15 - 20 g/L.
DULEZITE : Nékteré mode obsahuji zvjgené mnozstvi soli, které miize zpiisobit deformaci gelu a nasledné poskozeni migragnich profilii. Tyto
moce je nutno dialyzovat a soli odstranit.

POZNAMKA : Difize vzorkti modi do $picky aplikétorii miiZe byt narusena, pokud je moé (Sista nebo koncentrovana) zakalena. V tomto pfipadé
se doporucuje odstranit ¢astice pusobici zakal centrifugaci (Postupujte podle obvyklych doporuceni pro predanalytickou fazi pro analyzu vzorki
moci) nebo filtraci (napf. sttikackovy filtr 0.45 ym).

Nepouzivat

+ Nepouzivejte hemolyzované vzorky séra — hemolyza zvySuje a-2 a B-frakce.

+ Nepouzivejte vzorky plasmy — prouzek fibrinogenu v blizkosti mista aplikace by mohl byt zaménén za monoklonalni imunoglobulin a mohl by ménit
procentualni sloZeni odpovidaji-cich zon.

+ Nepouzivejte vzorky staré, nespravné skladované moce, kde se mize vyskytnout enzymatick& degradace proteing.

POZNAMKA : Odbérové zkumavky a centrifugaéni parametry pro biologické vzorky jsou popsany v dostupné dokumentaci k predanalytické fazi pro
biomedicinskou analyzu (tidaje poskytnuté vyrobci for zkumavek, navody a doporuceni k odbéru biologickych vzorkii...). Nejsou-li v ndvodu k pouziti
pro typ zkumavek, které maji byt pouzity, nebo k centrifugaci uvedeny zadné pokyny, postupujte podle této dokumentace a v pripadé rozmérd
zkumavek, které maji byt pouzity, postupujte podle dokumentu SEBIA "Charakteristiky zkumavek pouzivanych podle pristroje". Piedanalyticka faze
musi byt provedena podle stavu poznani, riznych doporuceni, mimo jiné doporuceni vyrobcti zkumavek a platnych predpist.

PRACOVNi POSTUP

HYDRASYS je multiparametricky, poloautomatizovany systém. Automatizované kroky zahrnuji postupné naneseni vzorkd, elektroforetickou migraci,
suseni, barveni, odbarvovani, a konecné osuseni gelové plotny. Manipulace se vzorky, gely, vkladani reagencii a nastaveni pfistroje k uvedeni do
chodu se provadi ruéné. Teplota migracniho modulu je fizena na prin-cipu peltierova efektu.

DODRZUJTE PECLIVE POKYNY UVEDENE V MANUALU HYDRASYS / HYDRASYS 2 SYSTEMU.

I. NASTAVENi MIGRACE

1. Zapnéte HYDRASYS.

2. Umistéte aplikatory — jeden HYDRAGEL 7 B1-B2 (7 vzorkd) ¢i HYDRAGEL 15 B1-B2 (15 vzorkl) nebo dva aplikatory pro HYDRAGEL
30 B1-B2 (30 vzorkd) na rovnou plochu ¢isly jamek nahoru (viz Obr. 1).
- Naneste10 pL séra nebo zahusténé moce do kazdé jamky. Kazdy aplikator musi byt naaplikovan nejdéle ve dvou minutach.
- Vlozte aplikatory do vihké komurky zoubky smérem nahoru (pfi vkladani je uchopte za ochranny plastovy ramecek).
- Nechejte vzorky difundovat do zoubkil po dobu 5-ti minut po naneseni posledniho vzorku. Komlrka se mlZe vloZit az na 8 hodin do

chladnicky a analyza mize byt tak po tuto dobu odloZena.

Detaily viz v pribalovém letéku vihké skladovaci komdrky.

3. Oteviete viko migraéniho modulu a zvednéte nosice elektrod a aplikatoru.
POZOR : Nikdy nezavirejte viko pokud je migracni ramecek nahore !

4. Z menu pristroje zvolte program migrace "7 B1-B2" pii pouziti HYDRAGEL 7 B1-B2 nebo "15/30 B1-B2" pro HYDRAGEL 15 B1-B2 nebo

HYDRAGEL 30 B1-B2.

5. Vyjméte z ochranného obalu pufrované stripy — uchopenim za plastikové konce. Dérovanymi konci plastikového vyztuZeni je upevnéte na

kovové vystupky migracniho ramecku nad elektrody. Plastikové vyztuzeni stripti musi sméfovat k nosici (viz Obr. 2).

6. Vybalte agar6zovou plotnu HYDRAGEL.

- Plotnu rychle osuste tenkym filtraénim papirem tak, Ze jej po povrchu gelu narolujete, aby pfilnul k celé ploSe a odsal prebytek tekutiny.
Papir ihned odstrarite.

POZOR : Neponechavejte tento filtracni papir delsi dobu na povrchu — hrozi dehydratace gelu!

- Naneste 120 pL destilované nebo deionizované vody pfi pouziti HYDRAGEL 7 B1-B2 nebo 200 pyL pro HYDRAGEL 15 B1-B2 nebo
HYDRAGEL 30 B1-B2 na dolni tfetinu ramecku vyznaceného na migracni ploSe.

- Oprete gelovou plotnu (gelem nahoru) dolnim okrajem o zarazku na spodni ¢asti vyznaceného ramecku na migracni plose (viz Obr. 3).

- Nyni gel ohnéte a pokladejte do kontaktu s kapkou vody tak, aby se voda rozprostiela rovnomérné pod celym gelem bez vzduchovych
bublin. Gel musi byt zarovnan s vyzna¢enym rameckem (viz obr. 3).

7. Snizte migraéni rameéek dolii. V této pozici se pufrované stripy nedotykaji gelu. NA MIGRACNI RAMECEK NETLACTE DOLU SILOU!
8. Aplikatory nyni vyjméte z vihké skladovaci komurky. Manipulujte s nimi za pomoci ochranného ramecku.

- Zkontrolujte aplikator : Aplikace vzorku do jamky aplikatoru vede ke zménam vzhledu odpovidajiciho zubu, ktery prechazi z bilého do
préhledného nebo vice ¢i méné zbarveného podle typu vzorku (sérum, krev, mo¢, fedidlo...). Pfed umisténim aplikatoru na ramecek
aplikatoru zkontrolujte, Ze v8echny zuby aplikatoru jsou namocené zkontrolovanim jeho zadni strany. Bily zub indikuje chybu pfi aplikaci
nebo pfi difuzi vzorku (vadna membrana aplikatoru, neaplikovany, zakaleny nebo viskézni vzorek...). Pfi difuzi pouzijte novy aplikator a opét
aplikujte vzorek (zpracovany nebo ne, podle postupu).

- Odlomte ochranny ramecek chranici zuby aplikatoru,

- Aplikator umistéte do nosice aplikatort do pozice €. 6 (v pfipadé analyzy 7-mi nebo 15-ti vzorkd),

- Dva aplikatory umistéte do nosice aplikator(i do pozice ¢. 3 a 9 (analyza 30-ti vzorkd).

DULEZITE : Cisla vyznagena na aplikatoru musi sméfovat k operatorovi (viz Obr. 4).

Uzavfete viko migra¢niho modulu.
Stisknutim tlacitka "START" oznac¢eného zelenou Sipkou (leva strana klavesnice) je procedura ihned zahajena
DULEZITE : Piesvédcte se, zda neni blokovan otvor vzduchové ventilace na pravé strané pistroje.

- ©
S
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MIGRACE - POPIS AUTOMATIZOVANYCH CINNOSTI
+ V8echny ¢asti migracniho ramecku jsou snizeny — stripy s pufrem i aplikatory jsou v kontaktu s povrchem gelu — probih& aplikace vzorkt do gelu.
+ Nosi¢ aplikatort vzorktl se zvedne, &asti s elektrodami nesouci stripy s pufrem zdstavaji v kontaktu s povrchem gelu.
+ Probéhne migrace pii konstantnich 10 W pro HYDRAGEL 7 B1-B2 nebo pfi konst. 20 W pro HYDRAGEL 15 B1-82 nebo HYDRAGEL 30 B1-B2 pfi
20 °C fizenych pomoci Peltierova efektu az do 36 Vh (po dobu asi 7-mi minut).
Po zvednuti nosice elektrod se elektrody odpoji.
+ Teplota migracni plochy stoupa az na 65 °C na dobu 10-ti minut, po kterou se gel susi.
+ Migraéni plocha je ochlazena na 50 °C a slySitelné pipnuti signalizuje odjisténi vika migraéniho modulu. Teplota se udrzuje na 50 °C az do otevieni
vika. Potom teplota klesa na 20 °C (v necelych 5-ti minutach). Po této dobé muize zacit nové déleni.
POZN. : Viko migracniho modulu ztistava uzavieno béhem vsech migracnich krokd.

Il. PRIPRAVA ZPRACOVANi GELU
1. Otevrete viko.
2. Vyjméte aplikatory a odstrarite je.
3. Zvednéte oba nosice, vyjméte pufrované stripy uchopenim za plastikové konce a odstrarite je.
4. Vyjméte ususeny gel pro dalsi zpracovani.
5. Po kazdém pouziti otfete podélné elektrody i migracni plochu vihkym tamponem.
6. Vyjméte drzak gelu z barvici komory, otevrete jej, umistéte ususenou gelovou plotnu (gelovou stranou dopfedu) do Zlabkd obou jeho tycek a
drzék uzaviete. Ujistéte se, Ze plotna je umisténa spravné uvniti drzéku (viz obr. 5).
7. Vlozte drzak gelu do modulu na zpracovani a barveni gelu.
DULEZITE : Pied nastartovanim programu pro zpracovani a barveni zkontrolujte :
- Zda kontejner pro barveni obsahuje 300 mL barviciho roztoku.
- Zda kontejner pro odbarvovani obsahuje nejméné 1 litr odbarvovaciho roztoku.
- Zda kontejner na odpad préazdny (neni piny).
Pro pipojeni pfivodii reagencii se fidte pokyny zobrazovanymi na obrazovce pfistroje (zvolte klavesu : REAGENT LINES).
DULEZITE : Nezapomerite zablokovat nepouZité privody.

8. Vyberte z menu piistroje program pro barveni "PROTEIN(E)/B1-B2" a stisknéte "START" (zelena Sipka na pravé strané klavesnice).

Béhem barveni, odbarvovani a suseni zlistava tento modul zajistén.
Odijisténti je signalizovano slysitelnym pipnutim — ventilace je udrzovana az do vynéti drzaku s gelem.

Il. DOKONCENi ZPRACOVANI GELU

1. Vyjméte drzék s gelem, oteviete ho a vyjméte ususeny gel.
POZNAMKA : Po obarveni / odbarveni a pred densitometrii / skenovanim miize byt gel navic jednou propléachnut, pokud je to zapottebi pro
dalsi vyjasnéni pozadi gelu a odstranéni zbytkového barviva, které by se mohlo projevit jako modré skvrny. Omyjte gel pomoci programu
"WASH ISOENZ/GEL".

2. Je-li treba, ocistéte zadni plastikovou podptrnou ¢ast gelové plotny vinkym mékkym hadfikem nebo bunicinou.

3. Nasnimejte denzitometrem / skenerem vybérem vhodného programu snimani.
POZN. : Délka jednotlivych elektroforeogrami se miize lehce lisit na gelech obsahujicich vzorky ve 2 nebo 3 fadach, bez nasledku na
provedeni testu.

KONTROLA KVALITY
Doporuéuje se zaradit na kazdou sérii vzork(i kontrolni sérum (Control Serum, SEBIA kat. &. 4785).

VYSLEDKY

Hodnoty
Denzitometrické skenovani nabarvenych poli elektroforegramil (procentualnich hodnot) jednotlivych proteinovych zon.

Referenéni hodnoty (primér + 2 SD) hlavnich elektroforetickych zon proteinti 136 sér zdravych muzli a zen na gelech HYDRAGEL B1-82 15/30
zpracovanych na zafizeni HYDRASYS.

Kvantifikace bilkovin v UV na CAPILLARYSu dava podobné hodnoty jako nephelometrie (specialné pro albumin). SEBIA nabizi HYDRAGEL -
CAPILLARYS/NEPHELOMETRIE ekvivalentni jednotky na HYDRAGELu, po kalibraci skenovaciho systému.

Bez HYDRAGEL S HYDRAGEL
FRAKCE CAPILLA_RYS / NEPLHELOMETRIE CAPILL_ARYS / !\IE_PHELOME'I_'RIE
Ekvi hodnot Ekvivalentnimi hodnotami
HYRYS - GELSCAN - DVSE - PHORESIS HYRYS - GELSCAN - DVSE - PHORESIS
Albumin 60.3-72.8 % 54.3-65.5 %
Alfa-1 globuliny 1.0-26 % 1.2-33%
Alfa-2 globuliny 72-11.8% 8.3-15.0%
Beta-1 globuliny 56-91% 6.5-11.5%
Beta-2 globuliny 22-57% 25-72%
Gama globuliny 6.2-154% 71-195%

Doporucuje se, aby kazda laborator stanovila své viastni referencni hodnoty.

-133 -



HYDRAGEL 7, 15 & 30 B1-82 - 2020/07

Interpretace '*

SEBIA doporucuije interpretaci gelu ihned po dokonceni jeho zpracovani. Kvalita gelu se s ¢asem zhorSuje v zavislosti na podminkach skladovani,
véetné (svétla, tepla...). Kazda laboratof musi definovat optimalni podminky mezi dokonéenim gelu a jeho interpretaci na zakladé téchto podminek
prostredi laboratore.

Delsi skladovani gelli (na suchém misté a mimo svétlo) je mozné pouze pro ucely archivace.

Nékteré vzorky séra mohou vykazovat lehké Stépeni, jez zavisi na koncentraci a pohyblivosti proteinti zény alfa-2 (viz ELEKTROFOREOGRAM).

+ Néktera séra maji rozdilny fenotyp - (haptoglobin, GC globulin).

+ Alfa-1 lipoprotein zavisi na koncentraci a skladovani vzorku.

U nékterych vzorkd séra mize byt patrny maly, pomémé ostry prouzek odpovidajici komplementu C3, ktery migruje do katodické zény B-2. Viz
ELEKTROFOREOGRAM.

Pro pomoc pii interpretaci vysledku elektroforézy sérovych a mocovych bilkovin, pouzijte dostupnou LITERATURA.

Interference a Omezeni

Lipoproteiny LDL a HDL jsou komplexni slozky s velmi proménlivou ptirozenou elektroforetickou mobilitou mezi beta a alfa-2 pasmem. S cilem zabréanit

komplikacim pfi integraci a interpretaci, jsou gely HYDRAGEL vyrabény s konkrétnim chemickym slozenim, které obecné zajistuji umisténi HDL v

pasmu alfa-2 a LDL v pasmu beta.

Migrace je velmi citliva na nésledujici parametry :

- skladovani vzorku,

koncentrace lipoproteind,

- oSetfeni léky (napfiklad heparinem),

miru dehydratace gelu (skladovani gelu),

odchylky v kvalité surovin, i malé.

Z téchto dlivodli je mozné pozorovat slaby anodicky posun téchto lipoproteind, které jsou vice patrné pfi rozsifeni nebo mirnému rozdéleni oblasti

alfa-2 a / nebo beta.

1) Procentuélni obsah frakci alfa-2 a beta zlistava zcela nezménén pres mirné rozdéleni v disledku odchylek elektroforetické mobility.

2) Charakteristicky tvar frakce beta-lipoproteinl (s vyznamné zaostfenym a nepravidelnym tvarem) by nemél vést k chybné interpretaci, protoze se
zménil pouze tento aspekt.

Viz kapitola ANALYZOVANE VZORKY.
Diky omezené rozliSovaci schopnosti a citlivosti zonové elektroforézy je mozné, ze nékteré monoklonalni komponenty nebudou detekovany touto
metodou.

Problémy

Pokud testy nevychazeji pfi dodrzeni veskerych instrukci pro pripravu, skladovani a provedeni testu uvedenych v pfibalovém letaku, volejte
Technicko-Servisni stfedisko vaseho dodavatele.

Bezpecénostni datové listy soupravy ¢inidel a informace o ¢isténi a likvidaci odpadt, oznaéovani a bezpecnostni pravidla pouzivana spoleénosti SEBIA,
obaly pro prepravu biologickych vzorkl a informace o Cisténi pristroje jsou k dispozici na webovych strankach SEBIA : www.sebia.com.

HODNOTY

Reprodukovatelnost mezi vzorky (na gelu)

Kazdy ze tfi riznych vzorkd byl podroben analyze na 28-mi drahach se soupravou HYDRAGEL B1-82 15/30 dvou $arzi. Primér, SD and CV (n = 28)
byly vypocteny pro kazdy vzorek, kazdou frakci a kazdy gel / Sarzi. Tabulka ukazuje hodnoty pro vzorek A ze dvou testovanych gelti / $arzi. Obdobné
vysledky byly stanoveny i pro vzorky B a C.

FRAKCE PRUMER (%) sD CV (%)
Albumin 50.8 ;51.5 08;1.3 1.6;25
Alfa 1 29;29 0.1;0.1 3.2;37
Alfa 2 8.8;87 0.1;0.2 1.2;28
Beta 1 8.3;8.2 0.3;0.2 40;22
Beta 2 5.1;54 0.2;05 44;85
Gama 24.1;23.3 0.4;0.6 1.7;24

Reprodukovatelnost mezi gely

Patnact (15) riznych vzork( bylo podrobeno testtim v pribéhu 5 naslednych dni, na gelech soupravy HYDRAGEL B1-B2 15/30 dvou $arzi. Kazdy
vzorek byl aplikovan ve dvou drahach na kazdy gel (do horni a spodni fady). Denni a celkovy primér, SD and CV byly vypocteny pro kazdy vzorek
a frakcei. Vysledky byly obecné stejné pro vSechny gely a obé Sarze. Nasledujici tabulka ukazuje rozsahy SD a CV vypocitané pro jednotlivé vzorky v
pribéhu 5-ti dnti a primér CV ze smésného CV’ pro vSechny vzorky a dny a jednu $arzi (n = 150).

FRAKCE SD CV (%) PRUMER (%)
Albumin 0.3;2.1 05;32 1.4
Alfa 1 0.1;0.2 2.9;10.2 4.8
Alfa 2 0.1;06 12;6.0 2.8
Beta 1 0.1;0.7 18;82 4.3
Beta 2 0.2;07 6.1;17.8 11.0
Gama 0.3;1.1 29;96 5.2
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Pfesnost

Sto dvanact (112) raznych vzorkl (patologickych a normélnich sér) bylo podrobeno analyze na HYDRAGEL B1-82 15/30 gelech a HYDRAGEL
PROTEIN(E) 15/30 gelech. Korelaéni parametry byly kalkulované pro jednotlivé zony za smésnych hodnot na HYDRAGEL PROTEIN(E) 15/30 gelech
vs. porovnavaci gelovy systém (y = HYDRAGEL B1-B2 15/30) byly nasledujici :

Rozsah % hodnot

FRAKCE korelaéni koef. y - Usek sklon pouzitych vzorku
(HYDRAGEL B1-B2 15/30)
Albumin 0.989 -0.318 1.010 36.1-70.8
Alfa 1 0.967 0.009 0.952 1.0-10.1
Alfa 2 0.981 0.002 0.985 5.6-229
Beta 1 - Beta 2 0.950 0.475 1.010 89-223
Gama 0.988 0.134 0.947 4.4-28.1
Citlivost

Dva vzorky patologického séra s monoklonalni bilkovinou byly nasledné fedény a takto fedéné vzorky byly elektroforeticky analyzovany na

POZN. : V zavislosti na umisténi monoklonalni komponenty a polyklonainiho pozadi v gama zéné, se muze detekcni limit lisit.

Linearita

Roztoky albuminu o koncentraci 6,0 g/dL a gamaglobulinu o koncentraci 4,0 g/dL (koncentrace bilkovin stanovena spektrofotometricky pfi 280 nm)
byly smichany v riiznych koncentracich od 10 ku 10 (100 % roztoku albuminu + 0 % roztoku gamaglobulinu, 90 % + 10 % atd..., az po 0 % roztoku
albuminu + 100 % roztoku gamaglobulinu) a smés byla analyzovan na elektroforéze metodou HYDRAGEL 30 B31-B2.

Vysledky prokazaly, Ze ziskané procento kazdé frakce perfekiné koreluje s teoretickym procentem kazdé frakce ve smési, a ze mohou byt metodou
HYDRAGEL 30 B1-B2 linearné detekovany jakékoli varianty.

Bylo uréeno, Ze test The HYDRAGEL 30 B1-B2 je linearni pro frakce albuminu a gamaglobulinu v celém studovaném rozsahu koncentraci (mezi 0,0
a 6,0 g/dL albuminu a 4,0 g/dL gamaglobulinu).

Analyza zahusténych moc¢i

Vysledky na HYDRAGEL B1-B2 15/30 gelech indikuji velice dobrou reprodukovatelnost na a mezi gely po kvantitativni a kvalitativni analyze. Dvacet
osm (28) rliznych vzorki (patologickych i normalnich moci) bylo analyzovano na HYDRAGEL B1-B2 15/30 gelech a jiném komeréné dostupném
systému. Nebyly zde Zadné vizualné pozorovatelné rozdily mezi témito dvéma systémy. Citlivost detekce byla uréena z nejvyssiho fedéni moce s
monoklonal-nim gradietem na 0.024 g/dL.

ELEKTROFOREOGRAM
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Alfa-2 zéna:

1 = a2 Macroglobulin
2 = Haptoglobin

3 = Ceruloplasmin

4 = GC Globulin

5 = a1 Lipoprotein
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