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vantitativni méfeni pro detekci PAI-1 Antigen ELISA metodou

POUZITI:
ZYMUTEST™ PAI-1 Antigen souprava je ELISA test pro kvantitativni stanoveni PAI-1
antigenu (Inhibitor aktvatoru Tkan-Plasminogen, Typ 1) v lidské plazmé.

SHRNUTI A VYSVETLEN:

Technické:

PAI-1 je jednofetézcovy glykoprotein, tvofeny endotelialnimi bufikami a hepatocyty.
Jeho molekularni hmotnost je 50,000 dalton(. V plazmé je stabilizovan vazanim na
vitronektin nebo v obé&hu jako inaktivni komplexy tPA nebo uPA.

PAI-1 je take pfitomen v desti¢kach, ale v latentni formé. PAI-1 reguluje fibrinolyzu
nhibici tPA a urokinazou.

Klinické:

PAI-1:Ag je zvySeny pfi tromboze, rakoving, poruse jatek, po-operacni dobé, sepsi.
Také je zvySeny v extraktech malign tkané.
Nedavné studie ukazaly spojitost mezi
kardiovaskularnim rizikovym faktorem
hypertriglyceridinemie, arteriothomboza, ...).
Méfeni PAI-1:Ag v klinickych vzorcich je vhodny k posouzeni kardiovaskularniho
rizikového faktoru.

zvySenou koncentraci PAI-1 a
(obezita, hyperinsulinemia,

PRINCIP:

Do ELISA jamky pokryté monoklonalni protilatkou specifickou na PAI-1:Ag je pfidan
immunokonjugat — myssi monoklonalni protilatka specifickd na PAI-1:Ag spojena s
kfenovou peroxidazou (HRP). Poté se pfida fedény vzorek a zacne immonologicka
reakce. Pokud je PAI-1Antigen pfitomen ve vzorku, navaze se jednim epitopem na
pevnou fazi a druhym na druhou monoklonalni protilatku s HRP. Po promyti se pfida
peroxidazovy substrat (3,3, 5,5 — Tetramethylbenzidine — TMB) v pfitomnosti
peroxide vodiku a vytvofi se modré zbarveni. Reakce se zastavi kyselinou sirovou,
kterda zméni zbarveni na Zluté. Pfitomné zbarveni je pfimo umérné koncentraci
lidského PAI-1:Ag v méfeném vzorku.

REAGENCIE:

1. ELISA mikrodesti¢ka: obsahuje 12 prouzkdl po 8 jamkach,
pokryté monoklonalni protilatkou specifickou na lidsky PA-1:Ag. Stabilizovano,
baleno v hlinikovém obalu v pfitomnosti desikantu.

2. Diluent vzorku: 2 lahvi¢ky po 50 ml, pfipraveno k pouZiti.
Obsahuje Proclin a BSA.

3. PAI-1 standard: 3 lahvicky po 2 ml PAI-1 standardu, lyofilizovano.

Obsahuje lidskou plazmu a BSA.
4. |CI PAI-1|PAI-1 Kontrolni plazma | Vysoka: 1 lahvi¢ka po 1 ml, lyofilizovano.

Obsahuje lidskou plazmu a lidsky PAI-1.

5. PAI-1 Kontrolni plazma | Nizka: 1 lahvicka po 1 ml, lyofilizovano.
Obsahuje lidskou plazmu a lidsky PAI-1.

6. Immunokonjugét (Anti-(h)-PAI-1-HRP immunokonjugat): 3 lahvicky po 4
ml my3$$i monoklondlni protilatky specifické na PAI-1:Ag s navazanou

peroxiddzou. Lyofilizovano, obsahuje BSA.
7. |CD ELISA | Diluent konjugétu: 1 lahvicka po 25 ml, pfipraveno k pouZziti.

Obsahuje Proclin a BSA.

8. Promyvaci roztok: 1 lahvicka po 50 ml, 20 krat
koncentrovana. Obsahuje Proclin.

9. 3,3',5,5'-Tetramethylbenzidine: 1 lahvicka po 25 ml, pfipraveno k

pouziti. Obsahuje peroxide vodiku.
10. 0.45M Kyselina sirova: 1 lahvi¢ka po 6 ml, pfipraveno k pouZiti.

Koncentrace standard a control se mohou liSit mezi Sarzemi. Pro vlastni méfeni
odkazujeme na letak pfiloZeny k baleni.

| UPOZORNENI A BEZPEGNOSTNi OPATREN:

* Nékteré reagencie obsazené v téchto soupravach obsahuji materialy lidského a
zvifeciho plvodu. Kdykoliv je pro pfipravu téchto reagencii nutna lidska plazma, je
potfebné testovat plazmu na protilatky proti HIV 1, HIV 2 a HCV a pro povrchovy
antigen hepatitidy B schvalenymi metody a vysledky musi byt negativni. Zadné testy
nemohou zcela vylougit pfitomnost infekénich agens. Z tohoto duvodu je tfeba pfi
manipulaci s timto biologickym materialem ucinit veskera opatfeni nezbytna pfi
pouzivani potencialné infek¢nich produktu.

e Odpad musi byt likvidovan v souladu s pfisluSnymi mistnimi pfedpisy.

* Pouzivejte pouze reagencie ze stejné série soupravy.

« Studie stability ukazuji, Ze reagencie mohou byt pfepravovany pfi pokojové teploté
bez degradace.

e Toto zafizeni pro diagnostické pouZiti in vitro je ur€eno pro odborné pouziti v
laboratofi.
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PRIPRAVA REAGENCII:

Nechte ELISA prouzky a reagencie stabilizovat alespori 30 minut pfi pokojové teploté
pred pouzitim. Vicka otevirejte opatrné, abyste zabranili ztraté produktu.

COAT | Otevrete hlinikové pouzdro a vyjméte pozadovany pocet prouzkl. Prouzky
pouzijte do 30 minut.

Rozpustte obsah kazdé lahvi¢ky s presné:

>2mL abyste ziskali roztok obsahuji piblizné
10 ng/ml PAI-1:Ag. Promichejte do GpIného rozpusténi.

CI PAI-1 = 1 mL destilované vody. Dobfe promichejte do Uplného rozpusténi.
Cll PAI-1| = 1 mL destilované vody. Dobfe promichejte do Uplného rozpusténi.
[ic] > 4 mL alespofi 15 minut pfed pouzitim.Opatrné
promichejte do UpIného rozpusténi.

[sD FIBRINOLYSIS][TMB][Stop]|[CD ELISA]
Reagencie jsou pfipraveny k pouZziti.

WS ELISA| Promichejte obsah lahvicky a nafedte promyvaci roztok 1:20 v
destilované vodé (50 ml by mél stacit na 1 | promyvaciho roztoku po nafedéni).
V pfipadé potfeby inkubujte ve vodni Iazni pfi 37°C az do Uplného rozpusténi.

Pokud substrat zeZloutne, je kontaminovany. Substrat znehodnotte a nagnéte
novou lahvicku.

SKLADOVANI A STABILITA:

Neoteviené reagencie musi byt skladovany pfi teploté 2-8°C ve svém originalnim
baleni. Za téchto podminek mohou byt pouzivany az do doby exspirace vytisténé na
soupravé.

COAT | Nepouzité prouzky mohou byt skladovany pfi 2-8°C 4 tydny v jejich
originalnim baleni (hermeticky uzavfeny v pfitomnosti desikantu), skladovany v
prilozeném plastovém pytliku (minigrip) a chranéno pred vihkosti.

Stabilita reagencie po rekonstituci bez jakychkoli kontaminaci nebo vyparfovani a
skladované uzaviené je:

STD| =» 8hodin pfi pokojové teploté (18-25°C).

= 24 hodin pfi 2-8°C.
8 hodin pfi pokojové teploté (18-25°C).
2 mésice zmareno pfi -20°C nebo méné*
*Rozmrazujte pouze jednou co nejrychleji pfi 37°C a ihned pouzijte.

2 4tydny pfi 2-8°C.
24 hodin pfi pokojové teploté (18-25°C).

Stabilita reagencie po otevieni bez jakychkoli kontaminaci nebo vypafovani a
skladované uzavrené je:

SD FIBRINOLYSIS

= 4 tydny pfi 2-8°C.

WS ELISA] = 4 tydny pfi 2-8°C.

7 dni pfi 2-8°C pro fedény roztok.

[Stop|[CD ELISA][TMB]
2 8 tydna pii 2-8°C.

POZADOVANE REAGENCIE A MATERIAL (NEJSOU SOUCASTi SOUPRAVY):
Reagencie:
e Destilovana voda.

Materialy:

* 8smi kanalova nebo opakovaci pipeta schopné pipetovat objemy 50-300 pL.
¢ Pipety riznych objemt od 0 do 20 pL, od 20 do 200 pL a od 200 do 1000 pL.
e Prmyvacka ELISA desti¢ek a klepacka.

e Analyzator pro Micro ELISA s vivnovou délkou 450 nm.

ODBER A PRIPRAVA VZORKU:

Krev (9 dill) musi byt opatrné odebrana do antikoagulantu citratu trisodného (1 dil)
(0,109 M, 3,2%) pfimou venepunkci. Prvni zkumavku zlikvidujte. EDTA z lidské
plazmy se take muZze pouzit.
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Vzorky by mély byt pfipravovany a skladovany v souladu s mistnimi pokyny (pro USA
viz pokyny CLSI GP44-A47 (a CLSI H21-A5%) s dalSimi informacemi o odbéru,
manipulaci a skladovani).

Informace o skladovani plazmy naleznete v referencich”®,

POSTUP:

Jednokrokovéa metoda:
1. Vzorky a kontroly by mély byt rozpustény v [ SD FIBRINOLYSIS | viz nize:

Vzorky Redéni
Kontrol 1:5
Vzorky 1:5

Pro pfedpokladané koncentrace PAI-1:Ag > 50 ng/ml musi byt vzorky nafedény 1:10,
1:20, nebo vice.

2. Stanovte kalibraéni kfivku pomoci reagencie o koncentraci “C” ng/mL, viz
nize:

Koncentrace PAI-1 . . . .
(ng/ml) (3 C:2 C:4 C:10 C:20 0
Objem 1ml 0.5 ml 0.25 ml 0.1ml 0.05ml | Oml
Objem
SD FIBRINOLYSIS oml 0.5ml 0.75ml 0.9 ml 0.95 ml 1ml

Opatrné homogenizujte.
Redéni je stabilni 6 hodin pfi pokojové teploté (18-25°C).

3. Do pfilozeného ramecku viozte porouzky. Do jamek pfidejte | COAT | a provedte

méreni dle nasledujici tabulky:
Reagencie Objem Procedura
100 pl Pridejte do jamek ELISA desticky.
lhned pfidejte:
STD
nebo nebo
nebo 100 Wl | nebo

nebo Vzork
nebo | SD FIBRINOLYSIS

nebo vzork
nebo | SDFIBRINOLYSIS |(blank)
do jamek mikrodesticky.

Opatrné promichejte ruéné nebo v tiepacce.
Inkubuijte 1 hodinu pfi pokojové teploté (18-25°C) (a)

[WS ELISA | 300 pl Provedte 5 promyti za sebou. (a)
Ihned pfidejte do jamem substrat.
T™MB 200 pl Pozn.: Distribuce substratu do kazdé

jamky musi zachovat stejny interval (b,c).

okojové teploté (18-25°C) (c)

Ve stejnych ¢asovych intervalech mezi

Zbarveni nechte vyvijet 5 minut pfi
jamkami jako pfi pfidani substratu pridejte

50 pl
do jamek 0,45M kyselinu sirovou (b,c).

Pockejte 10 minut, aby se zbraveni stabilizovalo. Poté mérte absorbanci pfi 450 nm.
Hodnoty odecitejte od blank vzorku (d).

a) Vyvarujte se ponechani desticky na slunenim svétle béhem inkubace a béhem rozvoje
zbarveni. Mize byt pouzita tfepacka mikroELISA desticek.

b) Nikdy nenechejte desti¢ku prazdnou mezi pipetovanim reagencii nebo po promyti.
Nasledujici reagencie musi byt pfidana do 3 minut, aby se pfedeslo vyschnuti destiCky —
mohlo by poskodit vazané komponenty. Pokud je nezbytné, ponechte desticku naplnénou
promyvacim roztokem a vyprazdnéte ji tésné pfed pfidanim dalsi reagencie. Promyvacka
musi byt nastavena tak, aby promyvala desticku jemné. P¥ili§ drastické odsavani by mohlo
snizit reaktivitu desticky.

c) Pro pipetovani substratu — ¢asovy interval pfi pipetovani kazdého fadku musi byt
presné dodrzovan. Ten samy interval musi byt i pfi pipetovani zastavovaciho roztoku.

d) Pro bichromaticky odecet muzZe byt jako druha vinova délka pouzita 690 nm nebo 620
nm.

Variace: Dvoukrokova metoda:
PAI-1:Ag méfeni muze byt provedeno jako dvoukrokova metoda. Kalibraéni rozmezi

je od 0 do C ng/ml (jako s jednokrokovou metodou). je rozpusténa s
2 ml [SD FIBRINOLYSIS|. [IC] musi byt rozpusténo s 7,5 mI[CD ELISA |.

Pokud je pfedpokladana koncentrace vyssi jak 50 ng/ml, plazma musi byt méfena s
pétinasobnym (1:5) nebo vy$§im fedénim v | SD FIBRINOLYSIS |.

Do kazdé jamky ELISA desticky pfidejte 100 ul| SD FIBRINOLYSIS | aihned poté 100
ul plazmy Fedéné 1:5 nebo vice (vzorek nebo kontrola).

Nasleduje inkubace po dobu 1 hodiny pfi pokojové teploté (18-25°C) a promyvani.
Poté pfidejte 200 pl do kazdé jamky. Inkubujte 1 hodinu pfi pokojové teploté,
promyjte a piidejte 200 pl do kazdé jamky.

Tvorbu zbarveni zastavite po 5 minutach pfidanim 50 pl do kazdé jamky. Méfte
OD zbarveni pf 450 nm.

Veskerou manipulaci, promyvani a interpretaci vysledk(i provadéjte stejné jako v
jednokrokové metodé.

KONTROLA KVALITY:

Pouziti komerénich kontrolnich materialt umozni validaci kalibracni kfivky stejné jako
homogenity v sérii a mezi sériemi pfi pouziti stejné Sarze reagencie.

Zaclefite kontrolu kvality do kazdé série testu, dle doporu€eni pro spravnou
laboratorni praxi. Kalibrace by méla byt provedena pro kaZdou sérii test(i, nejméné pfi
zméné Sarze reagencie, po vyznamné opravé nebo udrzbé analyzatoru, nebo kdyz
jsou vysledky kontrol kvality mimo pfijatelné meze.

Kazda laboratof si musi definovat vlastni pfijatelné rozmezi a verifikovat pribéh
méfeni na analytickém systému.

HYPHEN BioMed
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VYSLEDKY:

Vykrestele kalibracni kfivku s OD 450 nm na ose Y a koncentraci PAI-1 v ng/ml na
ose X v “best fit” interpolaénim mdédu (viz leték pfilozeny k baleni).

Vysledky jsou vypocitany pomoci ziskané OD450 vzorku a kontrol a odectené z
kalibraéni kfivky.

Pro méfeni PAI-1:Ag koncentrace pouzijte kalibracni kfivku pro danou sérii. Z této
kalibraéni kfivky odectéte koncentraci PAI-1:Ag vzorku — vysledky musi byt
nasobeny pouzitym fedicim faktorem (tedy 5, 10, 20, atd., viz letak pfilozeny k
baleni).

Pro[Cl PAI-1]a[CIl PAI-1] naméfené kocnentrace musi byt nasobeny 5ti.

Pro vypocet vysledkl muze byt pouzit specificky software (napf.: Dynex, Biolise,
atd.).

Vysledky by mély byt interpretovany podle klinického a biologického stavu pacienta.

OMEZENi:

e K zajisténi optimalniho vykonu testu a splnéni specifikaci je nutné se fidit
technickymi instrukcemi ovéfenymi spole¢nosti HYPHEN BioMed.

Jakékoliv reagencie vykazujici neobvyklé pfiznaky nebo znamky kontaminace
nesmi byt pouzity.

Jakékoliv podezielé vzorky nebo ty, které vykazuji znamky aktivace, nesmi byt
pouzity.

Pokud neprobéhné spravné promyvani, negativni kontrola muze vykazovat vyssi
hodnoty absorbance. Abyste se vyhnuli nespecifickému vyvoji barvy, zkontrolujte
promyvani desticky.

OCEKAVANE HODNOTY:

e Normalni rozmezi pro koncentraci PAI-1:Ag naméfené s ZYMUTEST™ PAI-1 Ag
je od 1 do 25 ng/ml. (Pozn.: v absence referenéniho materialu pro PAI-1:Ag méfeni
ke dllezitd heterogeneity PAI-1 koncentraci méfenych s jinymi komercnimi
metodami. Normalni rozmezi musi byt zvazeno dle pouzitého pfistroje (6)).

e PAI-1 se zvySuje s v€ékem a metabolismem lipid(, hlavné s koncentraci triglyceridd.

e PAI-1 ma denni variance, kdy nejvyssi koncentrace byla naméfena rano.

e Koncentrace PAI-1:Ag je zvy$ena béhem téhotenstvi.

CHARAKTERISTIKA:

o Tato metoda je zaloZzena na monoklonalni protilatce a m& homogenni reaktivitu na
rizné variance PAI-1 — latentni, aktivni, navézané na vitronektin, v komplexu s tPA
nebo uPA a inaktivni.

Detekéni hranice je <0.5 ng/ml.

Intra-assay: 3-8%.

Inter-assay: 5-10%.

e Nebyla zaznamenana zadna zavacéna interference Heparinu do 2 [U/ml.
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SYMBOLY:
Pouzité symboly a znacky uvedené v normé ISO 15223-1 viz dokument definic
symbol(.

[CD ELISA|[SD FIBRINOLYSIS |[WS ELISA |H317: MtiZe zpusobit alergickou kozni
reakci.

I Zmény ve srovnani s pfedchozi verzi.
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