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Elektroforetické systemy pro gelovou
elektroforézu na agaroze

« Systémy HYDRASYS ( Sebia)




Sebia (Francie)

HYDRASYS 2, HYDRASYS 2 SCAN:;

« 30 SPE vzorku na gel ( az 54 vzorku s kratSim prubéhem

stopy)
* kapacita pfristroje: 162 SPE /hod.

Poloautomatizované systemy:

Automatizované kroky — naneseni vzorku, migraci, inkubaci,
suseni, barveni.

Manualni kroky: manipulace s gely, pipetovani vzorku, antiser,
reagencii....

Pro vyhodnoceni: densitometr Gelscan nebo scaner (software
Phoresis)



Helena (Anglie)

« SAS -1/2 : 24 SPE vzorku na gel

« SAS -3/4 : 60 SPE vzorku na gel (az 80/100
vzorku s kratSim prubéhem stopy)

Poloautomatizované systemy pro gelovovou
elektroforézu s oddelenym barvicim modulem, 20
programu eni vzorku specialni aplikacni
hrebinky

Pro vyhod aner (software Platinum 4)



Interlab (Italie)

Interlab G26
« 26 (39) SPE vzorku na gel
« Kapacita: 117 SPE / hod.

Plne automatizovany system pro SPE,
vyuziva primarni zkumavky s carovym
kodem

Pro vyhodnoceni: scaner (software Elfolab)



Nabidka testu

test

SEBIA

HELEMNA

Microgel

Seérove proteiny
(S frakci)

=P

P

B

Serove proteiny
(6 frakci)

HR séerove
proteiny

FProteiny v mocdci

Imunofixace

Imunofixace v
modci

Pentavalentni
fixace

Zasadita elfo Hb

Kysela elfo Hb

IFE Hb

ISO ALF

1ISO CKILD

Lipoproteiny

IFE IgG - OP

IFE CDT

IFE transferinu

Alfa-1
antitrypsin




HYDRAGEL 30 1 - 32 (SEBIA)

nosné medium: agarozovy gel —konc. 8 g/I,
saturovano alkalickym pufrem (pH 8,5)

mnozstvi vzorku: 10 pl

migrace: probiha pri konst. vykonu 20W,
s casem migrace asi 7 min.(napéeti 240 V, teploty
20 °),suseni gelu pri t=65°C, asi 10 min.,

barveni gelu: amidocern (c=4 g/l, t=23 min.)
Denzitometrické skenovani: pri 570 nm
vzorky: serum, zahustéena moc



HYDRAGEL 30 g1 — B2
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SAS SPE p1 — B2 (HELENA)

nosné medium: agarozovy gel v
tris/barbitalovem pufru

Mnozstvi vzorku: 35 pl

migrace: probiha pri napeti 100 V s Casem
migrace asi 23 min.( pri t= 20 °), suseni gelu pri
t=54°C, asi 8 min.

barveni gelu: kyselé modreé barvivo (doba
barveni: 57 min.)

Denzitometrické skenovani: prfi 595 nm

vzorky: serum, zahustéena moc



G 26 SPE ( B1 — B2) v séru

" nosné médium: agarozovy gel
" barveni gelu: kyselé modré barvivo

= vzorky: sérum, zahusténa mocC a CSF ( CB 2
20g/1)
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Parametry metod

SEBIA HELENA INTERLAB
Mez detekee 440mg/|, 240 250 mg/l neuvadi
mg/l mot
opakovatelnost 1,2-8,5 % 3,7-9,7% 1,1-4.8%
reprodukovatelnost | 2,1-6,0% 3,9-12,7% 1-47%
|KK ano ano ano
EHK SEKK AKS - 4x rocne pro frakci albuminu a gama




Normalni hodnoty

frakce Sebia Helena Interlab
(%) (%) =

albumin| 54,3-65,6 | 53,1-65,5 | 50-65
Alfa-1 1,2-3,3 2,3-4,6 2-4,3
Alfa -2 8,3-15 6,5-10,9 [6,3-13,5
Beta-1| 6,5-11,5 6,5-10,7 /7-14
Beta-2| 2,5-7,2 3,7-6,0 2,2-6,2
gama 7,1-19,5 | 11,6-18,6 | 10-21




AKS 2/2017

(31) Albumin (elfo) 92 2 87 95%
I ) . 3 [-]
Vzorky a skupinvy

Vzorek A o,el0 0,04 T,1 92 CvP 0,€1 0,011 15% 0,518 0,702 B9 97%
(34) sekia 0,625 0,03 5,8 59 0]

(2Z13) Interlab Srl 0,574 0,03 €,2 27 ]

Ostatni & 1
Vzorek B 0,643 0,03 4,9 Eje CVP 0,643 ,0082 15% 0,546 0,74 B89 97%
(34) =ebia o,&45 0,03 5,1 59 ]

(2Z13) Interlab sSrl o,e37 0,02 4,0 27 ]

Ostatni & 1

1x 18. 1x 49, 1x 60. 1x 94, 1x 100, 1x 999
91 BE& 95%

(32) gama-globulin (elfo) [] 91

Vzorky a skupinv -

Vzorek A 0,134 0,01 11 91 CcvP 0,134 ,0039% 30% 0,093 0,175 91 g8 973
(34) =Sebia 0,130 0,01 11 59 ] 59
213) Interlab Srl 0,144 0,01 S,3 27 0] 27

Ostatni 5 o 5

Vzorek B 122 0,01 S, 7 91 CvVP 0,122 ,00320 30% 91 ag 97%
(34) Sebia (121 0,01 10 59 nl 59
(213) Interlabkb Srl f123 0,01 8,7 27 o 27
Ostatni 5 ] 5

1x 18. 1x 49, 1x 94, 1x 100, 1x 999

AKS 2/2018

Zkouska Srovnatelnost
[jednotkal o
RoM aD (2] Moo Nowr AW U, Dmax LL UL =
(31) Albumin (elfo) 97 93%
. . [-1

e Vvzorky a skupinv -
Vzorek A 0,803 0,0 8,5 a7 CWVP 0,03 0,013 15% 0,512 0,94 95%
(34) sSebia 0,625 0,03 5,1 6z (n]

(213) Imterlabk sSrl 0,548 0,03 &, 5 zZ9 o

Ostatni & 1
_________________________________________________ 1x0.1x 18, 1x 49, 1x 94, 1x 100 1x 999 _ _ _ _ __ __ ____ _ ¢ ___ | __ ____
Vzorek B o,&17 0,04 Tr2 97 CWVP 0,e17 0,011 15% 0,5z4 o, 71 97 9= 95%
(34) sSebia 0,835 0,03 5,0 6z (n] ez

(213) Imterlabk sSrl 0,575 0,04 Tra 29 0] 29

Ostatni 5] 1 (5]

1x 0, 1x 18, 1x 49, 1x 94 1x 100, 1x 909

il
[}
;<
il

)

(32) gama-globulin (elfo) [-] 9&a 9z G9&%

Vzorky a skupinwy -
Vzorek A 0,01 1z 9c CWVP 0,137 ,0042 30% 0,0%5 0,179 Se 93 9T %=
(34) sSebkbia 0,01 S, 5 &2 v] ez
(213) Imterlab Srl 0,01 S, 2 29 o 29
Ostatni 5 o 5
_________________________________________________ 1x 18. 1= 49 1x 94 1x 100. 1x 299 _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ _ ___ ____
Vzorek B 0,01 11 S 6 CWVP 0,133 ,0036 30% 0,093 0,173 Sa S 4 S98%
(34) Sekbia 0,01 S, 4 &2 o ez
213) Inmterlab sSrl 0,01 11 z29 (n] 29
Ostatni 5 u] 5

1x 18, 1x 49 1x 94 1x 100, 1x 999



Spec. uprava vzorku pred aplikaci
na gel

» vzorky séra s konc. CB > 100 g/l,vizkdzni nebo zkalené:
redeni s fluidilem

» vzorky séra s pritomnosti kryoproteinu: 37°C,15 min.
iInkubace s BME

= vzorky moce: zakoncentrovani na U/CB 15-20 g/l -
koncentraCni zkumavky

VIVASPIN Sartorius Stedim:

Membrana je vyrobena z polyethylensulfonatu (PES),
triacetatu celulozy (CTA) nebo ze stabilizované celulozy
(Hydrostat), ma cutoff hodnotu podle molekulové hmotnosti
pro kterou je nepropustna.(5,10 a 30 kDa).

S



CB=112,5¢/l
mlg=25,7 g/l
mlg (fluidil)=54,8 g/l
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HYDRAGEL 2,4, 9 IFE (SEBIA)

nosné médium: agarézovy gel —konc. 8 gl/I,
saturovano alkalickym pufrem (pH 9,1)

migrace: probiha pri konst. vykonu 20 W, s Casem
migrace asi 7 min.(t= 20 °C)

imunofixace: antiséra, fixacni rozrok (inkubace pfi 20
°C, trva 5 min.)

Suseni gelu pfi t=50°C, asi 6 min.,

barveni gelu: kysela violet' (c= 2 g/l)

hodnoceni: vizualni

vzorky: naredéné vzorky séra, zahusténé moce

k dispozici antiséra: IgD, IgE,kappa free,lambda free



SAS -3 IFE 2,4,9 (HELENA)

nosné médium: agarozovy gel v tris/barbitalovém pufru
migrace: probiha pfi napéti 650 V, s Casem migrace asi
6,5 min.(t= 21 °C)

imunofixace: antiséra, fixaCni rozrok (inkubace pfi 21
°C, trva 10 min.)

SusSeni gelu pfi t=54°C, asi 8 min.

barveni gelu: kysela violet

hodnoceni: vizualni

vzorky: naredené vzorky séra, nativhi mocCe (aplikace
10x), zahustené moce

k dispozici antiséra: IgD, IgE,kappa free,lambda free,
kontrola kvality



G26 IFE 2,4 (Interlab)

nosné medium: agarozovy gel
barveni gelu: kysela violet, kysela modr
hodnoceni: vizualni

vzorky: naredene vzorky séra, zahustene
moce



SEBIA HELENA INTERLAB
Mez detekce 120-250 mg/I neuvadi neuvadi
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Fixace sérum -
negativni
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Sérum:lgM kappa, IgG lambda Moc: kappa free, lambda free
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Nemoc tézkych fetézcu (heavy chain diseases) - lymfoproliferativni neoplasticka
onemocnéni s produkci monoklonalnich tézkych fetézcu
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Biologicka lécba -interference

Daratumumab- prvni monoklonalni protilatkou schvalenou
k lecbé MM byl Je to lidska IgG1k monoklonalni protilatka
cilena proti CD38 znaku plazmatické bunky. Sérove
koncentrace daratumumabu dosahuji az 1 g/l.

kontrolni vzorek (SEBIA)

daratumumab
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Biologicka lecba- interference

* Imunofixacni postup HYDRASHIFT (SEBIA) s pouzitim
antidaratumumabu provedeny na gelu HYDRAGEL IF 2/4
je zalozen na vytvoreni komplexu
daratumumab/antidaratumumab a jeho posunuti mimo
oblast gamaglobulinu.

=G = Kappa ; 1| imunofixace

HYDRAGEL IF HYDRASHIFT 2/4 daratumuma b



Biologicka leCba- interference

» muze mit stejnou elektroforetickou pohyblivost jako Mig
pritomny v séru pacienta, a tak muze vést k
arteficialnimu nadhodnoceni jeho mnozstvi.

» muze simulovat pfitomnost patologického Mlg, ktery ve
skutecnosti neni pfitomen, a tak faleSné podhodnocovat

odpoved na lecCbu.

A - IgG kappa

B - IgG kappa (postup HYDRASHIFT) A - IgA kappa, IgG kappa

B - IgA kappa (postup HYDRASHIFT)
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HYPRAGEL 6 IF PENTA (SEBIA)

nosné medium: agarozovy gel —konc. 8 g/I,
saturovano alkalickym pufrem (pH 9,1)

migrace probiha pri konst. vykonu 20 W,
s casem migrace asi 9 min.(pri 20 °C)

imunofixace: antiséra (pentavalentni), fixacni
roztok (inkubace pfri 20 °C, trva 5 min.)

Suseni gelu pri t=50°C, asi 6 min.
barveni gelu: amidocern (c=4 g/l)
hodnoceni: vizualni

vzorky: seéra, zahustene moce



SAS - IF PENTA (HELENA)

nosné médium: agarozovy gel v tris/barbitalovem pufru
migrace probiha pfi napéti 650 V, s Casem migrace asi
6,5 min.(pfi 21 °C)

imunofixace: antiséra (pentavalentni), inkubace pfi 21
°C, trva 10 min.

suseni gelu pri t=50°C, asi 6 min.

barveni gelu: kysela modf

hodnoceni: vizualni

vzorky: seéra, zahusténé moce



G 26 - IF PENTA (Interlab)

* nosné médium: agarézovy gel
« barveni gelu: kysela violet

* hodnoceni: vizualni

» vzorky: séra, zahusténé mocCe



SEBIA

HELEMNA,

INTERLAB

Mez detekce 340 mg/| 10 mg/ | (pro 10 neuvadi
aplikaci)
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Gelova elektroforeza moce na agarozovem gelu v
kombinaci s monoklonalnimi protilatkami proti
vybranym proteinum (SEBIA)

Postup:Vzorek zahusténé moce je souc¢asné podroben
elektroforéze v 9. stopach na alkalicky pufrovaném
agarozovém gelu (pH 9.1) :

> po elektroforéze slouzi jedna stopa (ELP) jako
referencni pro znazornéni elektroforetického usporadani
bilkovin ve vzorku.

» zbyvajicich osm stop je imunofixovano prislusnym
antiserem.

» nevysrazene, rozpustne proteiny jsou z gelu odstraneny
pomoci odsavani a promyvani.

» precipitovany komplex antigen-protilatka je zachycen v
matrici gelu.

» vysrazene bilkoviny jsou vizualizovany barvenim kyselou
violeti, prebytecné barvivo se odstranuje kyselym
roztokem.



Gelova elektroforeza moce na agarozovem gelu v
kombinaci s monoklonalnimi protilatkami proti
vybranym proteinum (SEBIA)
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SDS - elektroforeza moce na agarézovem gelu (SDS AGE)
(SEBIA)

* Pouzivaji se neutralne pufrovane SDS gely -
separuji mocove bilkoviny podle jejich
molekulové hmotnosti a zcela jasne odlisuje
bilkoviny tubularni od bilkovin glomerularniho
puvodul.

* Vysledek elektroforetického déleni proteinu
obarvenych kyselou violeti je vizualne
porovnavan s proteinovymi markery v referencni
stope.

e provadi se v nezahustene moci,
* minimalni detekcni hladina je 15 mg/L na frakci.



SDS - elektroforeza na agarézovem gelu (SDS AGE)

« V prebytku detergentu SDS jsou bilkoviny
zmeneny v komplexy kde dochazi k rozruseni
nativni struktury bilkovin a zaujeti uniformni

struktury o stejnem negativnim elektrickem
naboji na jednotku hmotnosti.

* Pouzivaji se gely s vysokou koncentraci — 10%,
kde dochazi k rozdeleni mocovych bilkovin dle
jejich molekularni hmotnosti.

« Jednotlivé bilkoviny tubularniho puvodu (M.V. <
65 - 70 kDa) jsou jasne odliseny od
glomerularnich (M.V. > 65 - 70 kDa).




SDS — elektroforeza na agarozovem (SDS AGE) nebo
polyakrylamidovem gelu (SDS PAGE)
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HYDRAGEL ISO ALP (SEBIA)

nosné médium: agarézovy gel —konc. 10 g/l,
saturovano alkalickym pufrem (pH 9,1)

migrace: probiha pri konst. vykonu 20 W, s Casem
migrace asi 18 min. Séra jsou nanaseny v duplikaty, v
prubéhu migrace v jedné draze prochazeji zonou s
aplikovanym lektinem. (kostni-frakce precipituje,zlistava
na startu)

vizualizace:pomoci specifického substratu (=37 °, 45
min.)

suseni gelu: pfi t=50°C, asi 6 min.

hodnoceni: denzitometrické pri 570 nm

vzorky:séra



HYDRAGEL

15 ISO-PAL

sebia

+
L1
Bong ———»
P1

2 —— > @»

I -
PE—M

2 ————

B—

- —_— p— — ~ _— _— Bone
< lipo-ALP complex
— at application point
WITHOUT WITH
lectin lectin
1 1? 2 2! 3 3 4 4 5 g G a 7 7 OCTL
ZENY MUZI DETI
%o IU/L % IU/L %o UL
"Celkova ALP =80 =122 =410
L1 18- 72 =45 15-71 =64 1-31 =51
B 20- 74 =44 23-75 =73 62 - 100 =370
L2 1-14 =8 1-9 =8 1-7 =19
n,12,13 Chybi u 60 % normalnich subjektu, pokud pfitomny nepfesahnou 14 %




Minimum mode
Fraction values

ASG Ratio Conc.

Minimum mode 2.0, Mode
Fraction values

Mames

A/G Ratio - - Conc.




SAS — ALP ISO (HELENA)

nosné médium: agarozovy gel v tris/barbitalovem pufru
migrace: probiha pfi 220 V, s Casem migrace asi 13
min.

Separace izoenzymu:pomoci neuraminidazy (oddéleni
jaterni a kostni izoformy) , inkubace 10 min. pfi 15-30 °C
vizualizace:pomoci specifického substratu (=37 °C, 30
min.)

hodnoceni:vizualné, denzitometrické scanovani béhem
2 hod. od dokoncCeni gelu

vzorky:séra



G 26 — ALP ISO (Interlab)

nosné medium: agarozovy gel
Separace izoenzymu: pomoci
neuraminidazy

vizualizace:pomoci specifickeho substratu
hodnoceni: vizualne
vzorky:séra
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Mez detekce

2-3 U/l

3 USl

neuvadi

opakovatelnost

1-1, 7%, K-24%

J-4,4%, K-8,4%

neuvadi

reprodukovatelnost

J- 6,2%, K-4,1%,1-
7,1-13,9%, P1-3,1,

J—4,8%,K-9,2%

S Bt

neuwvadi

P2- 7,3%
Ikl ano ano ano
EHEK memi
I 2 3 4 5 B 9 o I 12
ey Y ALP ——
HYDRAGEL 15 ISO-PAL sebia
i
2 9 5 6 ri

7 OCTL

ne
)
:
.

~ NI NUahen -




HYDRAGEL 3,6,9 CSF ISOFOCUSING
(SEBIA)

* metoda zahrnuje izoelektrofokusaci na agar6zovém
gelu — 10g/l,s nasledovanou immunofixaci s anti-lg
G antisérem znacenym enzymem (peroxidaza, 100x
vySSi citlivost).

= Vzorky CSF a séra od téhoz pacienta jsou pak
vizualné porovnany.

= Do roztoku pro pripravu gelu se pfidavaji 2-2.5%

amfolyty. Jedna se o smés nizkomolekularnich

oligoamino-oligokarboxylovych kyselin, které maji

rozdilné pl hodnoty.

LAV 4

hodnotou pH pri anode a nejvyssi pri katode.



SAS - IgG IFE (HELENA)

* metoda zahrnuje izoelektrofokusaci na agarézovem
gelu s gradient pH v rozmezi pH 3-10.

= Proteiny jsou poté preneseny na nitrocelulézu a poté
nasleduje immunofixace s anti-lg G antisérem
znacenym enzymem (peroxidaza)

= Vzorky CSF a séra od téhoz pacienta jsou pak
vizualné porovnany.




SEBIA HELEMN & INTERLAB
Mez detekce 0,31 mg/l 0,25 mg/I 0,40 mg/Il
opakovatelnost Vzorky 4 pacientd 1 vzorek testowvan neuvadi
testovany na 2 v 20 drahach
gelech rhznych jednoho gelu
Sarzi
reprodukovatelnost 8 pard vzorkd Jleden vzorek neuvadi
testovano na 10 testowvan na 3
egelech raznych gelech
KK ano ano newvirm
EHK SEKK C5FF — 2x rocné

HYDRAGEL 8 C5F ISOFOCUSING
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EF 3

Tpi

CaF

L3

= Tpd
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Typd
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I 1
[

= Tipl

Typl

Zakladnl typy :

Typ 1 — v séru i v moku pouze polyklonalni
IgG — normalni nalez;

Typ 2 — oligoklonalni prouzky pouze

v likvoru — lokalni syntéza IgG (napf.

u roztrousené sklerézy);

Typ 3 — oligoklonalni prouzky v likvoru

a dalSi oligoklonalni prouzky v likvoru

i v séru — lokalni syntéza IgG a produkce
protilatek v organismu (napf. chronicka
infekce CNS, roztrousena skleréza);
Typ 4 — identickeé oligoklonalni prouzky
v séru i moku (tzv. ,zrcadlovy” obraz
prouzkl v séru a v likvoru — dochazi

k pruniku protilatek z krve do likvoru) —
systémova imunitni aktivace bez lokalni
syntézy IgG v CNS;

Typ 5 — identické monoklonalni prouzky
v séru i moku v kratkém useku pH
gradientu, jde o pfitomnost monoklonalniho
paraproteinu v likvoru sérového puvodu
(myelom, monoklonalni gamapatie)



http://www.wikiskripta.eu/index.php/Roztrou%C5%A1en%C3%A1_skler%C3%B3za
http://www.wikiskripta.eu/index.php/Myelom
http://www.wikiskripta.eu/index.php?title=Monoklon%C3%A1ln%C3%AD_gamapatie&action=edit&redlink=1

Typ 5 — identické monoklonalni prouzky v séru i likvoru v kratkém
useku pH gradientu

Imunofixace séra

A M K L

- |




Elektroforéza bilkovin v sekretu — prukaz
likvorey (SEBIA)

« prukaz pritomnosti mozkomisniho moku (likvorey)
provadime v tekutiné z ucha, nosu, ust nebo z operacni
rany

* nejCastéji se jedna o pacienty po urazech, operacich
nebo po komplikovanych infekénich zanétech
centralniho nervového systemu

« drive se pro detekci likvorey vyuzivalo stanoveni glukozy
nebo celkové bilkoviny

* mezi specifické markery elektroforetické stanoveni beta
2 transferin



HYDRAGEL 6 2 TRANSFERRIN (SEBIA)

Princip: elektroforéza s naslednou imunofixaci s ANTI-
Transferin —-PER

» mnozstvi vzorku: 10 yl bez predchozi upravy, zaroven
analyza séra pacienta (kontaminace primési krve)

» stabilita: pfi2az 8 °C 1 tyden
= doba analyzy: 2,5 hod.

* mez detekce: 80-100 g/l

= vyhodnoceni:

kvalitativni, kvantitativni




Kvantitativni hodnoceni

Frakce

2 -sialo= 9,7%
O -sialo=14,4%

B 0 — sialo B
2 -——sialo

1,48

2-sialo



Hodnoceni




Vzorek ¢.1 —sekret z ucha

1- neg. kontrola — sérum

i ﬂ!dd - 75x fed.
2 - poz. kontrola — likvor
3 - sérum pacienta: 10 red.
4 - sekret pacienta: nefr.
5 - sekret pacienta: red.1:1
6 - sekret pacienta: fed. 1:2

1 23(4)5 6 d

2-sialo = 3,6 %
0-sialo =10,5%
2-sialo 0-sialo R = 0-sialo/2-sialo = 2,9

\ .x

| 4

Pomeér 0-sialo/ 2-sialo TRF v sekretu > 1- pozitivni



HYDRAGEL 7/15 HEMOGLOBINE (SEBIA)

« stanoveni frakci hemoglobinu
« urcen k separaci normalnich hemoglobint (A a A2)

« pro detekci hlavnich variantnich forem hemoglobinu : S nebo D, C
nebo E,

» elektroforéza na agarozovych gelech o pH 8.5

* 10 yl hemolyzatu krve, doba analyzy 30 min. (migrace + suSeni),
barveni amidocCern

« denzitometrické skenovani jednotlivych hemoglobinovych zon (pfi
570 nm)

« Normalni hodnoty : Hemoglobin A = 96.5 %, Hemoglobin F < 2.0 %
(*), Hemoglobin A2 < 3.5 %



3 Migatn tyy

B A A 4A) B AR+ A
F
Nomalni migrace _ Migrace hiavnich
hemoglobind =D abnormanich hemoglobiny
A, mem A-C-E
— T — T HYDRAGEL 7 HEMOGLOBIN(E) ®

— aplkacnibod —

A, - Neglykovana frakce nomnélnino hemoglobinu A dospéich.
A Gh;kwan&'t frakce normalniho hemogiobinu A dospélych.
PCZN. : U typu déleni - viz vyse je katoda dole a anoda nahore.



HYDRAGEL 5/11 von WILLEBRAND
MULTIMERS (SEBIA)

k detekci deficitu multimerd von Willebrandova faktoru
(VWF) v lidské plazmé

Von Willebrandova choroba (VWCH) je krvaciva choroba
zpusobena vrozenym defektem koncentrace, struktury
nebo funkce von Willebrandova faktoru (vVWF)

elektroforeticka separace vVWF multimeru se provadi po
inkubaci vzorku s detergentem, ktery nese vysoky
naboj, po vazbe na bilkovinu vyrovnava nabojove rozdily
bilkovin, separace bilkovin v gelu jen podle rozdilné
molekulové hmotnosti

po separaci proteinu probiha imunofixace s protilatkou
proti VWF, dale s protilatkou 1gG, ktera je znaCena

V 4 V 4 W /4 ’

substratu



HYDRAGEL 5/11 von WILLEBRAND MULTIMERS

vzorky plazmy musi byt inned po odberu zamrazeny pri -
70/-80 °C

Inkubace s detergentem, naneseni na gel, migrace,
inkubace s antisérem, imunofixace s IgG, promyvani,
hydratace gelu visualizace se sustratem....celkem 29 kroku
- doba analyzy asi 7 hod.

U normalnich vzorku - na gelu jsou jasné viditelné frakce multimeru vWF
s LMW, IMW a HMW

U vzorku s typem 1, 2M a 2N — frakce na gelu maji normalni rozlozeni,
u typu 1 je snizena intenzita

U vzorku s typem 2A - na gelu jsou snizené nebo chybi frakce
multimeru vVWF s, IMW a HMW

U vzorku s typem 2B - na gelu jsou snizené nebo chybi frakce
multimera vVWF s HMW

U vzorku s typem 3 - chybi vSechny frakce multimera vWF
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Kapilarni elektroforéza- CAPILLARYS

(SEBIA)

Plne automatizovany system pro kapilarni |
elektroforezu provadi elektroforetickou separaci
soucasne na osmi kapilarach

je schopen analyzovat 80 vzorku za hodinu

Zivotnost kapilary je 3000 vzorkd/1 kapilara, tzn.
24 000 vzorku pro cely systém.

Pro detekci se pouziva opticky UV — VIS
detektor s detekci vinove delky v zavislosti na
stanovovanych parametrech



Kapilarni elektroforéeza-
CAPILLARYS (SEBIA)

elektroforéza séra a moce

Imunofixace sera a moce

glykovany hemoglobin

variantni formy hemoglobinu
karbohydrat deficientni transferin (CDT)




Elektroforéza séra
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CDT
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Dekuji za pozornost



