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Pouziti

Souprava MASTAZYME™ ANA PROFIL 8 je uréena pro detekci specifickych protilatek proti dsDNA,
SS-A, SS-B, Sm, Sm/RNP, Scl-70, Jo-1 a Centromefe v séru a plasmé.

Tento test je ur€en pouze pro pouziti in vitro.

V8echny vysledky testu musi byt interpretovany v souvislosti s ostatnimi klinickymi ukazateli. Pro
spravnou klinickou interpretaci musi byt vzaty v avahu i vysledky dal$ich laboratornich testu.

Uvod

ENA autoprotilatky (,extrahovatelné nuklearni antigeny“) jsou obecné povazovany za podskupinu ANA
autoprotilatek (,anti-nuklearni protilatky”). Extrahovatelné nuklearni antigeny mohou byt izolovany
riznymi biochemickymi metodami zjadra eukaryotickych bunék a vétSina znich je dobfe
charakterizovana. Jejich klinicky vyznam a jejich role v patogenezi jsou vSeobecné uznavany, stejné
jako skute¢nost, ze u mnohych chorob muze byt pomoci diagnostickych metod detekovano vice
riznych autoprotilatek.

Dvouviaknova DNA (dsDNA) a jednoviaknova DNA (ssDNA)

Antigen
Protilatky namifené proti molekuldam dvouvlaknové DNA se mohou véazat i k jednoviaknové DNA a

RNA. VétSina ANA pozitivnich protilatek vedoucich k homogennim nélezdm v imunofluorescencnich
testech jsou protilatky dsDNA specifické. Nékteré z nich jsou specifické pouze pro DNA vazebné
proteiny. Molekularni struktura DNA umoziuje vazbu tfech skupin autoprotilatek: protilatek
namifenych proti fosforibosovym fetézcum, protilatek proti purinovym a/nebo pyrimidinovym bazim a
protilatek specifickych pro pfislusné konformacni epitopy molekul. A¢koliv se molekularni komponenty
DNA v prokaryotickych a eukaryotickych burkach nelisi, lidské anti-dsDNA protilatky se k DNA
molekulam rdznych druhll nevazi se stejnou specificitou a senzitivitou.

Afinita a avidita protilatek, namifenych proti cukernym fosfatdm, slouzicim jako péatefni struktury DNA,
je vysoce zavisla na negativné nabitych soucastech fosfodiesterového fetézce. Proto se ostatni
autoprotilatky, schopné rozpoznéavat fosfolipidy (napf. kardiolipin) a chemické vazby fosfodiesterového
pavodu, také vazi k dsDNA a ssDNA. Anti-EBV protilatky typu EBNA-1 taktéz vykazuji silné zkfizenou
reaktivitu ve v8ech dsDNA a ssDNA ELISA testech. Purinové a pyrimidinové baze tvofi vnitini ¢ast
nativni DNA molekuly. Specifické autoprotilatky maji moznost pfistupu a nasledné moznost vazby na
tyto purinové a pyrimidinové baze pouze po rozloZeni nativni DNA na jeji jednoviaknové molekuly.
Autoprotilatky namifené proti adenosinu, guanosinu, cytosinu a tymidinu se vazi pouze k ssDNA
antigendm! GC (guanosin, cytosin) bohaté epitopy v ssDNA jsou rozpoznavany anti-ssDNA
protilatkami s pomérné vyS8Si senzitivitou. Ve snaze zabranéni vzniku nespecifickych zkfizenych
reaktivit jsou dsDNA molekuly, adsorbované na pevné fazi MASTAZYME™ ANA Profil 8 testu, bez
obsahu ssDNA epitopt!

V rozporu s anti-ssDNA vazebnymi aktivitami, je helikalni struktura dsDNA antigenu, stejné tak jako
negativné nabité soucasti molekuly, zasadni pro specifickou vazbu anti-dsDNA protilatek.

Klinicky vyznam

Anti-dsDNA protilatky jsou vysoce specifické pro systémovy lupus erythematodes. Protilatkové titry
dobfe koreluji s aktivitou onemocnéni napf. i u pfipadl lupus nephritis. Vzestup v titrech protilatek
naznacuje progresi onemocnéni. Diagnostika vysoce aviditnich IgG protilatek je vice prediktivni pro
postup SLE onemocnéni, nez diagnostika IgM protilatek. Anti-dsDNA protilatky tfidy IgM jsou pfitomny
i v populaci zdravych osob. Intenzivni monitorovani anti-dsDNA pozitivnich pacientt je doporu¢ovano
zdlvodu vcasného detekovani vzestupu protilatkovych titrd a nasledného zapoceti 1écby v co
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nejkratS§im Case. Vzestup titru anti-dsDNA autoprotilatek maze byt detekovan pfiblizné 10 tydna pred
vyskytem klinickych pfiznakd.

V pfipadech, které zjevné nesouviseji s autoimunitni patogenezi, jsou exprimovany anti-ssDNA
autoprotilatky, které dobfe koreluji s koincidenci aktivity onemocnéni a klinickymi symptomy. V ramci
diagnostiky SLE se autoprotilatky anti-ssDNA vyznacuji nizkou specificitou, a to asi jen u 40%
pacientd. Mimoto, v pfipadech chronickych onemocnéni jater, napf. autoimunitni hepatitida (AlIH) a
chronicka biliarni cirhdza, jsou detekovany anti-ssDNA titry v hodnotach, které prevysuji hodnoty
statisticky normalni. Anti-ssDNA autoprotilatky jsou pfitomny v séru pacientl, ktefi trpi ostatnimi
jaternimi onemocnénimi, ktera nejsou pfimo asociovana s autoimunitni patogenezi. Anti-ssDNA
autoprotilatky jsou také pfitomny u metabolickych onemocnéni, ktera maji sklon k vyvoji vaskularnich
probléma.

Diagnostika anti-dsDNA a anti-ssDNA autoprotilatek je obecné doporucena

— v pfipadech, kdy vzorky pacientt reaguji homogenné v jadrech HEp-2 bunék nebo v jadrech
bunék jaternich tkanovych fez

- v pfipadech, kdy klinické Uidaje poukazuji na SLE symptomy

— v pfipadech, kdy klinické Udaje poukazuji na Iéky vyvolanou formu SLE (je téz doporuceno
stanoveni anti-histonovych autoprotilatek).

SS-A

Antigen
SS-A (,solubilni substance A") a takzvany Ro protein (Robert) jsou identické antigeny. SS-A se sklada

alespon ze 4 kratkych RNA molekul a 2 proteint o molekulové hmotnosti 60 kDa resp. 52 kDa. A¢koliv
SS-A a calreticulin — vapnik vazajici protein — vykazuji jistou homologii, tak jsou oba proteiny od sebe
jasné odlisitelné v jejich aminokyselinovych sekvencich. Regulaéni proteiny jsou obvykle zachovany
mezi zvifecimi druhy, a proto se lidské autoprotilatky 1épe vazi k SS-A proteindm nelidského pavodu.
Anti-SS-A protilatky se vazi k nékolika doménam nativniho proteinu o molekulové hmotnosti 60 kDa.

Klinicky vyznam

Souvislost mezi SS-A autoprotilatkami a lupusem nebo lupusu podobnymi onemocnénimi je obecné
pfijimana a dobfe popisovana v odborné literatufe (1). Vysoké procento SS-A autoprotilatek se
nachazi u skupiny pacientu trpicich SLE postihujicim kizi a také u téhotnych SLE pacientek s rizikem
vzniku kongenitalni srde¢ni zastavy u novorozencl. Exprese SS-A a zaroven i SS-B autoprotilatek je
ve veétSiné pfipadd znamkou mirné progrese onemocnéni. Nékdy jsou pfitomny pouze SS-A
autoprotilatky u pacientd trpicich tzv. ,ANA negativnim“ a subakutnim koznim lupusem. Koncentrace
autoprotilatek anti-SS-A a anti-dsDNA dobfe koreluji s aktivitou onemocnéni. Je prokazana vysokéa
incidence SS-A a SS-B autoprotilatek u Sjogrenova syndromu, u kterého tyto autoprotilatky dosahuiji
vysokych titrd. Pouze u minimalniho poctu pacientd, trpicich sklerodermii a smisenym onemocnénim
pojivové tkané, dochazi k expresi SS-A a SS-B autoprotilatek.

Diagnosticky a klinicky vyznam maji pouze protilatky tfidy 1gG, ackoliv v séru pacientd mohou byt
detekovany i specifické protilatky tfidy IgM a IgA.
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SS-B

Antigen
SS-B (,solubilni substance B*) a takzvany La protein (Lane) jsou identické antigeny. Navzdory téméf

identickym nazvim a takfka totoznym klinickym a diagnostickym funkcim SS-A a SS-B antigen(, neni
mezi nimi zadna homologie tykajici se jejich biochemické a molekularni struktury. SS-B je definovan
jako fosfoprotein o molekulové hmotnosti 47 kDa, ktery je asociovan s rGznymi molekulami RNA jako
napf. rRNA a tRNA. RNA molekuly obvykle specifické pro SS-A proteiny se dokonce mohou vazat i
k nativnim SS-B. SS-B fosfoprotein je zahrnut do transportu RNA z bunécného jadra do cytoplasmy.
Tento fosfoprotein je také soucasti regulacni kaskady ovliviujici reaktivitu RNA polymerazy Il
ATPazova aktivita a schopnost rozpoustét DNA/RNA hybridni molekuly podporuje nazor o
fyziologickych funkcich SS-B.

Klinicky vyznam

Ve mnoha pacientskych sérech jsou €asto koexprimovany jak SS-A, tak i SS-B autoprotilatky. Oba
typy autoprotilatek jsou pfitomny vyhradné u Sjégrenova syndromu na podkladé SLE. Az u 15%
pacientd s SLE jsou pfitomny SS-B autoprotilatky. U pacientd s SLE, ktefi maji pozitivni SS-A a SS-B

vvvvvv

Izolované SS-B autoprotilatkové odpovédi se vztahuji k ¢asné formé Sjogrenova syndromu. SS-A a
SS-B proteiny jsou exprimovany na srde¢nich svalovych vlaknech a mohou zvySovat riziko vzniku
kongenitalni srde¢ni z&stavy u novorozencu poté, co dojde k navazani pfislusnych autoprotilatek na
tyto proteiny. Oboji IgG protilatky prechazeji pfes placentu béhem t&hotenstvi.

Sm a Sm/RNP

Antigen

Sm antigen (Smith) se sklada z 9 odliSnych polypeptid(, které jsou spole¢né s nRNP proteiny soucasti
jaderného sestfihového komplexu. Rizné snRNA molekuly se vazi k tomuto jadernému komplexu Sm
proteinu za vzniku jasné definovanych proteint B/B', D a E. Autoprotilatky, pfitomné v séru pacientd,
které jsou zamérfeny proti Sm antigenu, se vazi pfedevsim na proteiny B a D. Sm antigen pfitomny na
pevné fazi u soupravy MASTAZYME™ Anti-Sm obsahuje B a D proteiny, a dale Sm antigen
neobsahuje zaddné RNP!

Antigen Sm/RNP se sklada z riznych snRNP molekul (malé jaderné ribonukleoproteinové Castice), a
také z Sm &asti. Castice snRNP a proteiny B/B', D, E, F nebo G, spole€¢né s molekulami mRNA, jsou
soucasti spliceosomu. Anti-RNP autoprotilatky se vazi ke specifickym doménam Sm/RNP
proteinového komplexu umisténého na pevné fazi, které jsou odliSné od domén, na které se vazi anti-
Sm autoprotilatky.

Klinicky vyznam

Anti-Sm autoprotilatky jsou povazovany za markery SLE onemocnéni asociovaného s HLA DR4 a
v nékolika malo pfipadech jsou zndmkou MCTD onemocnéni. Nicméné anti-Sm autoprotilatky jsou
vysoce prediktivni pro SLE. Trebaze ,pouze” u 35 % v8ech pacientd trpicich SLE jsou anti-Sm
autoprotilatky exprimovany, jsou pozitivni vysledky (pfitomnost anti-Sm autoprotilatek) vysoce
specifické pro SLE. Byla pozorovana korelace mezi titrem téchto autoprotildtek a aktivitou
onemocnéni, nicméné, klinicky vyznam téchto poznatku je stéle pfedmétem odbornych diskusi.
Anti-snRNP autoprotilatky jsou pfitomny u SLE, ale jsou ¢asto pfitomny také u MCTD. Pacienti, trpici
revmatoidni artritidou, sklerodermii, Sjégrenovym syndromem a progresivni systémovou sklerézou,
mohou byt shledani jako pozitivni na pfitomnost anti-snRNP autoprotilatek.
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Scl-70

Antigen
Anti-Scl-70 autoprotilatky se vazi k eukaryotické topoizomeraze | (topo |), coz je enzym lokalizovany

v jadfe, kde se UcCastni zmén terciarni struktury genomové DNA béhem jeji replikace. V SDS-
polyakrylamidovém gelu topo | migruje o velikosti 100 kDa, ale jsou zde pfitomny i jeji menSi
fragmenty s proteolytickou aktivitou, jako je napf. antigen Scl-70 o molekulové hmotnosti 70 kDa. Jako
ostatni proteiny, zahrnuté do bunécné regulace topo I, je Scl-70 antigen vysoce konzervativni mezi
riznymi zivo€iSnymi druhy, coz vede ke zkfizenym reaktivitdm. Pro detekci anti-Scl-70 autoprotilatek
je nejdulezitéjsi intaktni konformace antigenu.

Klinicky vyznam

Anti-Scl-70 autoprotilatky jsou detekovatelné u 20-30 % pacientu trpicich sklerodermii. U téchto
pacientd je pritomnost anti-Scl-70 autoprotilatek povazovana za marker definujici toto onemocnéni. U
téchto pacient( trpicich sklerodermii s pozitivitou anti-Scl-70 autoprotilatek, mohou byt pfitomna i dalsi
onemocnéni, jako je SLE nebo Sjogrentv syndrom. Tato onemocnéni je tfeba vyloucit. Prevalence
anti-Scl-70 autoprotilatek je nizka mezi pacienty trpicimi MCTD (smiSené onemocnéni pojivové tkané),
ale dokonce i u téchto pacientd, je pfitomnost anti-Scl-70 autoprotilatek vysoce prediktivni pro toto
onemocnéni. Titry protilatek obvykle nekoreluji s aktivitou onemocnéni (sklerodermie).

Jo-1

Antigen
Odpovidajicim antigenem pro anti-Jo-1 autoprotilatky je histidyl-tRNA syntetaza. Enzym se nachéazi

v prokaryotickych a eukaryotickych organismech, ale pouze antigeny, odvozené od vysSich
eukaryontd nebo lidsky antigen, jsou rozeznavany anti-Jo-1 autoprotilatkami. Imunofluorescenéni
metody jasné ukazuji distribuci antigenu v burice, ktery je koncentrovan v perinuklearni cytoplazmé
v zavislosti na jeho fyziologické funkci, kterou je biosyntéza proteinu.

Klinicky vyznam

Existuje silnd korelace mezi anti-Jo-1 autoprotilatkami a zanétlivymi onemocnénimi svald. Jo-1 je
povazovan za diagnosticky marker pro myositidu. Okolo 54 % Jo-1 pozitivit je pfitomno u pacientd
trpicich primarni myositidou, 40 % je spojovano s dermatomyositidou a 6 % Jo-1 pozitivnich pacienti
trpi myositidou spole¢né s jinym onemocnénim pojivové tkané. Multisystémové poruchy, definované
pritomnosti Jo-1, mohou byt oddéleny od ostatnich symptomd, spojenych s anti-syntetdzovym
syndromem.

Centromera

Antigen
CENP-A (16 kDa), CENP-B (80 kDa) a CENP-C (140 kDa) jsou hlavnimi cilovymi antigeny pro
autoprotilatky proti centromefe. Jsou popsény i dalSi antigeny, jako napt. CENP-D a CENP-F, ale

¢asti kinetochoru, ale nevazi se k molekulam dsDNA.

Klinicky vyznam

NejCastéji jsou autoprotilatky zaméfeny proti kinetochorovému proteinu, jsou asociovany s CREST
syndromem a mohou naznacovat benignéjSi progresi onemocnéni. Jsou méné obvyklé u ostatnich
kolagendéz, ale jsou pfitomny pridmérné u 10-30 % pacientt trpicich Raynaudovym syndromem.
Autoprotilatky proti centromefe mohou byt pfitomny dokonce i u zdravych darcu krve, pfedevsim u zen
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(0,08 %). Autoprotilatky proti CENP proteinim jsou nékdy pfitomny spole¢né s AMA-M2
autoprotilatkami, ale nikdy ne spole¢né s anti-Scl-70 autoprotilatkami.

3. Princip testu
Princip testu muze byt popsén ve &tyfech fazich.
3.1 Inkubace séra

Specifické protilatky se vazi k antigenim, které jsou na pevné fazi, a tim vznika stabilni
imunokomplex. Po 30-ti minutové inkubaci pfi pokojové teploté jsou jamky promyty pfedem
zfedénym promyvacim pufrem, ¢imz se odstrani vS§echny nereaktivni komponenty v séru.

3.2 Inkubace s konjugatem

Anti-lidsky—IgG konjugéat s kfenovou peroxidazou je pfidan do kazdé jamky. Konjugéat se vaze
k protilatkdm IgG (respektive k antigenu na pevné fazi) a vytvari se tak stabilni ,sandwich”. Po
30-ti minutové inkubaci pfi pokojové teploté je prebytecny konjugat odstranén promytim kazdé
jamky promyvacim pufrem.

3.3 Reakce se substratem a jeji zastaveni

Do kazdé jamky je pfidan TMB substrat a v reakci mezi nim a enzymem peroxidazou vznikne
stabilni modry chromogen. Reakce s naslednou tvorbou zabarveni je zastavena po 15-ti
minutové inkubaci pfi pokojové teploté pfidanim 1 M H,SO, do jamek. Zména pH zpulsobi, ze se
modra barva chromogenu zméni na Zlutou.

3.4 Vyhodnoceni a interpretace

Intenzita zbarveni je vyhodnocena v readeru pfi 450 nm (doporucena referenni vinova délka pro
bichromatické méfeni: 600 — 690 nm). Intenzita zbarveni (OD) je pfimo Uumérna koncentraci
specifickych protilatek v séru pacienta.

4. Soucasti soupravy

Souprava se sklada z reagencii pro 12 x 8 = 96 stanoveni. Mikrotitracni desticky a roztoky musi byt
skladovany pfi teploté 2 — 8 “C. Datum expirace je uvedeno na Stitku.

12 stripl Mikrotitracni stripy jednotlivé stripy obsahuji 8 odlamovatelnych jamek
s jednim z nasledujicich purifikovanych antigen: dsDNA,
SS-A, SS-B, Sm, Sm/RNP, Scl-70, Jo-1 nebo centromera

1x Drzak
8 x 1,5 mL  Cut-off kalibrator lidsk& poolova plazma s obsahem protilatek proti vSem
vySe jmenovanym  antigenim, nafedéna v pufru,
pfipravena k pouziti
8x1,5mL Pozitivni kontrola lidska plazma s obsahem protilatek proti vSem
vySe jmenovanym antigenim, nafedéna v pufru,
pfipravena k pouziti
1x35mL Negativni kontrola lidsk& plazma, nafedéna v pufru, pfipravena k pouziti
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2x60mL Roztok k fedéni vzorku roztok PBS s obsahem konzervantu, pfipraven k pouziti

1x12mL Roztok konjugatu roztok kfenovou peroxidazou znacené kozi anti-lidské

IgG protilatky, pfipraven k pouziti

1x12mL TMB substrat 3,3°,5,5" Tetramethylbenzidin, pfipraven k pouziti
1x12mL Stop roztok 1 M kyselina sirova, pfipraven k pouziti
2x50mL  Promyvaci pufr roztok PBS/Tween pufrd 10x koncentrovany, nafedit 1:10

pred pouzitim, koncentrat maze byt zahfat az do 37° C
po dobu 15 min. k zabranéni vzniku krystald

5. Potrebny material, ktery neni soucasti soupravy

5 uL-, 100 pL- a 500 pyL mikro- a multikanalové pipety

ELISA reader se 450 nm filtrem (referencni filtr 600 — 690 nm)

Promyvac¢ mikrotitraénich desti¢ek (v pfipadé manualniho promyvani: promyvaci lahev)
Zkumavky na fedéni sér pacientd

Odmérny valec

Destilovana voda nebo voda vy$Si kvality

6. Upozornéni a zvlastni opatieni

Pouze pro in-vitro diagnostiku! Zabrante poziti ¢i spolknuti! PFi praci dodrzujte laboratorni
bezpecnostni opatfeni. V laboratofi nejezte, nepijte ani nekufte.

Séra, plasmy a pufry této soupravy byly testovany vSeobecné uznavanymi metodami a jsou
negativni na HBsAg a protilatky proti HIV a HCV. Nicméné z preventivnich davodi je nutné pfi
praci pouzivat ochranné latexové rukavice.

Skvrny zplisobené séry i reagenciemi musi byt dikladné odstranény za pouZziti desinfekénich
roztokd (napf. 5% chlornan sodny).

Pfed provadénim testu je nutné nechat vS8echny reagencie vytemperovat na pokojovou teplotu
(18 —-24°C).

Pfed pouzitim je nutné reagencie dikladné, ale jemné promichat napf. krouzivymi pohyby.
Vyhnéte se tfepani, které vede k nasledné tvorbé pény.

Aby byly zajistény stejné podminky testu ve vSech jamkach mikrotitraéni desti¢ky, je nutné
pipetovat reagencie ve stejnych intervalech.

Pfed pouzitim reagencii se ujistéte, zda neni uzavér Ci lahvicka poSkozena a nedoS$lo tim

k mozné kontaminaci. Vyvarujte se vzdjemného smichani reagencii. Protoze jsou reagencie
Casto citlivé k oxidaci, je nutné nechavat lahvi¢ky s nimi oteviené pouze po kratkou dobu.
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e Kvdli zabranéni vzniku kontaminace je nutné pouzivat jednorazové, vyménitelné Spicky na pipety.
¢ Neni mozné michat ¢i jinak pouzivat reagencie ze stejnych souprav o jiné Sarzi.
e Reagencie nepouzivejte po datu jejich expirace.

e Vsouladu se Spravnou Laboratorni Praxi (SLP) a ISO 9001 by mély byt veSkeré laboratorni
pomucky a pFistroje pouzivané pro provedeni testu provéfeny z hlediska presnosti. Toto se tyka
predevsim pipet, promyvacich a ¢tecich zafizeni (ELISA reader).

e Vyhnéte se kontaktu urcitych reagencii, a to pfedevS§im stop roztoku a substratu, s pokozkou,
ocima a sliznicemi. Hrozi zde riziko podrazdéni, poleptani a intoxikace.

7. Uchovavani a trvanlivost reagencii
V8echny reagencie skladujte pfi teploté 2 — 8°C.

Datum expirace kazdé reagencie je uvedeno na Stitku lahvicky. Reagencie nepouzivejte po datu jejich
expirace. Nafedény promyvaci pufr je stabilni az 4 tydny, pokud je skladovan pfi teploté 2— 8° C. Po
otevfeni by méla byt souprava spotfebovana do 3 mésicu.

8. Odbér vzorku a manipulace

Pro stanoveni se pouziva sérum nebo plasma (EDTA, heparin). Sérum je po vysrazeni centrifugaci
oddéleno od krve, kterd byla asepticky odebrana venepunkci. Vzorky séra Ci plasmy se skladuji pfi
teploté 2 — 8° C po dobu max. 3 dnl. Po delSi dobu mohou byt vzorky skladovany pfi teploté -20° C.
Po rozmrazeni vzorky znovu nezmrazujte. Lipemické, hemolytické nebo bakteriemi kontaminované
vzorky mohou zpUsobit faleSnou pozitivitu €i faleSnou negativitu vysledku.

Pacientsk& séra musi byt pfed testovanim predfedéna sérum diluentem v poméru 1:101 (napf. 10 uL
séra + 1000 pL sérum diluentu).

9. Pracovni postup
9.1 Priprava reagencii

Pred pouzitim nechte vsechny soucasti soupravy a také vzorky vytemperovat na
pokojovou teplotu (18 — 24° C), reagencie jemné promichejte.

Promyvaci pufr: Rozpustte krystalky, které se mohou v lahvi¢ce vyskytovat, zahfatim na teplotu
37°C, a poté jemné promichejte.

Naredte koncentrovany promyvaci pufr vpoméru 1:10 destilovanou vodou
(napf. 50 mL koncentrovaného pufru + 450 mL destilované vody). Dukladné
promychejte.

e Pro spravné provedeni testu je nutné dusledné postupovat podle pfilozenych instrukci.
VesSkeré zmény a modifikace jsou v ramci odpovédnosti uzivatele.
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V8echny reagencie a vzorky musi byt pfed pouzitim pfi pokojové teploté, ale nemély by se
této teploté vystavovat po dobu delSi, nez je nezbytné nutné.

Kalibra¢ni kfivka by méla byt sestrojena pfi kazdém testu.

Nepouzité mikrotitracni desti¢ky vlozte zpét do plastového obalu a uchovavejte je v suchu pfi
teploté 2 - 8°C.

9.2 Provedeni testu

Pripravte si dostateéné mnozstvi jamek v mikrotitracnich desti¢kach pro kalibratory, kontroly a
vzorky.

Poznamka: Je mozné vyuzit i jiné inkubaéni podminky. V pfipadé zmén v doporuc¢eném
pracovnim postupu (napf. inkubace pfi teploté 37° C misto pokojové teploty) musi uzivatel
validovat takovéto provedeni testu.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A | dsDNA CO | Pos S S
B |SS-A CO | Pos S S
C |SSB CO | Pos S S
D [Sm CO | Pos S S
E |Sm/RNP CO | Pos S S
F | Scl-70 CO | Pos S S
G |Jo-1 CO | Pos S S
H |CENP CO | Pos S S

CO: Cut-off kalibrator, Pos: pozitivni kontrola, S: vzorek

Pipetujte 100 pL nafedéného vzorku (1:101), cut-off kalibratoru a kontrol do pfislusnych
jamek.

Inkubujte pfi pokojové teploté po dobu 30-ti minut.

Odstranite prebytecny obsah z mikrojamek a 3 x je promyjte 300 pyL nafedéného promyvaciho
pufru. Poté odstrante zbytky promyvaciho roztoku lehkym poklepanim mikrotitraéni desticky
na papirovém rucniku.

Pipetujte 100 pL roztoku HRP konjugétu do kazdé jamky.
Inkubujte pfi pokojové teploté po dobu 30-ti minut.

Odstranite prebytecny obsah z mikrojamek a 3 x je promyjte 300 uL nafedéného promyvaciho
pufru. Poté odstrante zbytky promyvaciho roztoku lehkym poklepanim mikrotitraéni desticky
na papirovém rucniku.

Pipetujte 100 uL TMB substratu do kazdé jamky.
Inkubuijte po dobu 15 minut ve tmé pfi pokojové teploté.

Pridejte 100 uL stop roztoku do kazdé jamky.
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10. Po dikladném promichani a vysusSeni dna mikrojamek zméfte optickou hustotu pfi 450 nm a
vypocitejte vysledky. Blank méfte proti vzduchu. Je doporu€eno bichromatické méfeni za
vyuziti referenénich vinovych délek 600 — 690 nm.

Vytvoiené zbarveni je stabilni alespoin 30 minut. Méfte optické hustoty béhem této
doby.

10. Vysledky a interpretace

11.

Kvalitativni hodnoceni

Vypocitané hodnoty OD pro séra pacientll jsou porovnavany s hodnotami cut-off kalibratoru. Jestlize
je hodnota vzorku vy$si, pak je vzorek povazovan za pozitivni.

Normalni rozsah:
Negativni: OD vzorku < OD cut-off kalibratoru
Pozitivni: OD vzorku > OD cut-off kalibratoru

Hodnota absorbance pozitivniho kalibratoru musi byt minimalné dvojnasobné v porovnani s hodnotou
cut-off kalibratoru.

Interpretace vysledku

Pro urCeni diagnézy nelze vyuzit pouze jednoho laboratorniho vysledku. Vysledky by mély byt
interpretovany spoleéné s ostatnimi laboratornimi parametry a dalSimi klinickymi nalezy.

Tato ELISA souprava je urCena pro kvalitativni typizaci autoprotilatek zamérenych proti dsDNA,
SS-A (Ro), SS-B (La), Sm, Sm/RNP, Scl-70, Jo-1 a centromere.

Charakteristika testu

Charakteristiky ELISA testu MASTAZYME™ ANA PROFIL 8 byly stanoveny a posouzeny v souladu
s Evropskymi IVD direktivami. Detailni validacni data mohou byt poskytnuta na zvlastni prani.
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