c E ZYMUTEST TOTAL PROTEIN S
# RK021A

Kompletni ELISA test pro stanoveni Proteinu S

IVD

Pouze pro pouziti In Vitro.

POUZITi:

ZYMUTEST Free Protein S kit je jednokrokova, dvou-mistnd imunochemickd metoda pro
méfeni veskerého lidského Proteinu S v plazmé, nebo v jakékoli tekuting, kde mlze byt Protein
S pritomen.

PRINCIP:

Do jamky mikrotitraéni desticky, na jejiz stény je navazana monoklonaini protilatka specificka
pro obé formy Proteinu S (volny PS nebo PS v komplexu s C4b-vazacim proteinem) se pfida
imunokonjugat, coZ je jina specifickd monoklonaini protilatka proti obéma formam PS, znacena
kienovou peroxidazou (HRP). Reakce se zahaji pridanim fedéného vzorku plazmy nebo jiné
tekutiny. Pokud je pfitomen protein S (volny nebo vazany), vaze se na monoklonaini protilatku
na pevné fazi pfes jeden epitop a pfes jiny epitop se na néj vaze druhd protilatka znacena
kienovou peroxiddzou (HRP). Nasleduje promyvaci krok a pfidani 3,3°,5,5'-
tetramethylbenzidinu (TMB) v pfitomnosti peroxidu vodiku (H202). V pfitomnosti kfenové
peroxidazy dojde k vytvofeni modrého zbarveni. Po zastaveni reakce kyselinou sirovou se
modra barva zméni na Zlutou. Intenzita zbarveni je pfimo umérna koncentraci lidského proteinu
S v testovaném vzorku.

VZOREK:

- Lidska citratova plazma.
- VeSkeré biologické tekutiny, ve kterych ma byt méfen Protein S

REAGENCIE:

1. COAT: Micro ELISA desticka, obsahuje 12 prouzk( po 8 jamkach, potazenych
stabilizovanou mysi monoklonalni protilatkou specifickou pro dvé formy lidského Protein S,
balenou v hlinikovém pouzdru hermeticky uzavfeném spole¢né s desikantem.

2. SD: 2 lahvicky s obsahem 50 ml Protein S diluentu vzorku pfipraveného k pouZiti
(obsahuje vapnik).

3. Cal: 3 lahvicky kalibratoru proteinu S (normélni plazma kalibrovana s referencni
poolovanou plazmou), lyofilizovany, pfedfedény 1:50. Kazda lahvicka, po rozpusténi s 2 ml
diluentu vzorku (SD) umozni ziskat kalibrator, jiz prediedény 1:50. Pfesna koncentrace
proteinu S je uvedena na pfilozeném letaku.

4. Cl: 1 lahvicka s obsahem 0,5 ml lyofilizované kontrolni plazmy | pro protein S, vysoka.
5.CIl: lahvicka s obsahem 0,5 ml lyofilizované kontrolni plazmy Il pro protein S, nizka
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Upozornéni: Kalibrator Proteinu S (3) a kontroly (4 a 5) jsou pfipraveny z norméini lidské
plazmy. Tyto plazmy byly testovany registrovanymi metodami a shledény negativnimi na anti-
HIV protilatky, HBsAg a anti-HCV protilétky. Presto, Zadny test nemize vyloucit nepfitomnost
infekénich agens. S kazdym produktem lidského pavodu musi byt zachazeno s opatrnosti, jako
s potencialné infekénim.

6. Imunokonjugat anti-(h)-Total PS-HRP : kazda lahvicka musi byt rozpusténa se 4 ml PS
diluentu konjugétu. Nechte Castecky kompletné rozpustit. Pfed pouZitim opatrné lahvicku
promichejte, aby se obsah homogenizoval. Rozpustény konjugat je stabilni 24 hodin za
pokojové teploty, 4 tydny pfi 2-8°C.

7. Diluent konjugatu PS: Pripraven k pouziti. Po otevfeni mize byt uzivan po 4 tydny, pokud
je skladovan pfi 2-8°C a je zabranéno bakteridini kontaminaci béhem pouZiti. Obsahuje 0,05%
Kathon CG.

8. Promyvaci roztok pro PS: Inkubuijte lahvicku 15 — 30 minut ve vodni lazni v 37°C dokud se
zcela nerozpusti pevné ¢astecky (pokud jsou pfitomné). Promichejte lahvicku a nafedte
pozadovany objem v poméru 1:20 v destilované vodé (obsah lahvicky 50 ml dovoluje ziskat 1
litr promyvaciho roztoku). Promyvaci roztok pro Protein S musi byt skladovan pfi 2-8°C ve své
originaini lahviéce a pouzit do 4 tydnii po otevieni. Redény promyvaci roztok musi byt pouzit
do 7 dnu, pokud bylo zabranéno kontaminaci a pokud byl skladovan pfi 2-8°C. Obsahuje
0,05% Kathom CG. Tento promyvaci roztok obsahuje kalcium a musi byt pouZit pro testovani
proteinu S.

9. TMB substrat: Pfipraven k pouZiti. Po otevieni muze byt pouzivan po 4 tydny, pokud je
skladovan pfi 2-8°C a pokud bylo zabranéno bakterialni kontaminaci béhem pouzivani.

10. Zastavovaci roztok: 0,45M kyselina sirova. Pfipraven k pouZiti.

Pozn.: soupravu pfeneste do pokojové teploty nejméné 30 minut pfed pouZitim. Skladujte
nepouzité reagencie pfi 2-8°C.

Studie stability provedené pfi 30°C ukazuji, Ze reagencie mohou byt pfepravovany pfi pokojové
teploté bez poskozeni.

Pozn.: Koncentrace proteinu S a akceptabilni meze pro kontrolni plazmy CI , Cll a kalibrator
mohou kolisat od Sarze k $arZi. Pfesné hodnoty jsou uvedeny na piilozeném letaku.

6. IC: 3 lahvicky Anti-(h)-Total Protein S-HRP imunokonjugatu — mySi monoklonaini
protilatky s navazanou HRP, lyofilizovany.

7. CD: 1 lahvicka 15 ml diluentu konjugatu Proteinu S, pfipraveného k pouZiti.

8.: WS: 1 lahvicka 50 ml promyvaciho roztoku pro Protein S, 20x koncentrovaného
(obsahuje kalcium)

9. TMB: 1 lahvicka 25 ml peroxidazového substratu: 3,3',5,5' — Tetramethylbenzidine,
s obsahem peroxidu vodiku. Pipraven k pouziti.

10. SA: 1 lahvicka 6 ml 0,45 M kyseliny sirové (zastavovaci roztok). Pfipraven k pouZiti.

Poznamka: UzZivejte komponenty pouze z kitu stejné Sarze. Nezamériujte komponenty z kit o
riznych Sarzich v jednou testu.

REAGENCIE A VYBAVENi POTREBNE, V KITU NEPRITOMNE:

8-kanalova pipeta nebo rozplfiovaci pipeta 50 — 300 pl

1-kanalové pipety o riznych objemech od 0 - 20 pl, 20 — 200 pl, 200 — 1000 pl
Promyvacka mikrotitracnich desticek a tfepacka

ELISA Reader s vinovou délkou 450 nm

Destilovana voda

PRIPRAVA REAGENCIi, SKLADOVANI A STABILITA:

V originalnim baleni, pfed pouZitim, pokud jsou skladovany v 2-8°C jsou neotevfené reagencie
stabilni do data vytisténého na obalu.

1. ELISA mikrotitracni desticka: oteviete plastové pouzdro a vyjméte pozadovany pocet 8-mi
jamkovych prouzku pro analyzu. Pokud jsou mimo pouzdro, musi byt testovaci prouzky pouZity
do 30 minut. Nepouzité prouzky mohou byt skladovany v 2-8°C 4 tydny v jejich originalnim
hlinikovém pouzdru, za pfitomnosti desikantu, hermeticky uzaviené, chranéné pred vihkosti a
uloZené v prilozeném skladovacim pouzdru.

2. Protein S diluent vzorku: je pfipraven k pouZiti. Po otevieni mize byt pouzivan po 4 tydny,
pokud je skladovan pfi 2-8°C a pokud je zabranéno bakterialni kontaminaci béhem pouziti.
Obsahuje 0,05% Kathon CG.

3. Kalibrator Proteinu S: rozpustte kazdou lahvicku 2 ml diluentu vzorku. Ziskate kalibracni
plazmu, obsahujici protein S v koncentraci ,C%", jiz fedénou 50x. Tento roztok je stabilni
8 hodin pfi pokojové teploté.

4. Protein S kontrola | (lidské plazma, vysoka): rozpustte s 0,5 ml destilované vody.

5. Protein S kontrola Il (lidské plazma, nizka): rozpustte s 0,5 ml destilované vody.

Pozn.: rozpusténé kontroly proteinu S jsou stabilni 8 hodin za pokojové teploty, 24 hodin pfi 2-
8°C nebo 2 mésice zmrazené pfi -20°C nebo nizsi.

PROVEDENI:

Odbér vzorku:

Krev (9 dilt) musi byt odebrana do 0,109M citratu sodného (1 dil), plazma musi byt oddélena
centrifugaci pfi 2500 g po 20 minut. Citratova plazma mize byt testovana do 8 hodin nebo
skladovéna zmrazena pii teploté -20°C nebo nizsi po dobu 6 mésicd. Plazmu rozmrazujte 15
minut pfi 37°C. Rozmrazeny vzorek musi byt testovan do 4 hodin.

Testovana plazma, vzorek:

Vzorek musi byt testovan fedény 50x (1:50) diluentem vzorku PS. Pro otekavané koncentrace
PS >100% muze byt vzorek testovan v v fedéni 1:100 nebo vétsim. Pokud je diluéni faktor D,
ziskana koncentrace musi byt vynasobena dodate¢nym fedicim faktorem, ktery je D:50 (tedy x2
pro 1:100 atd.)

Pro nizké hladiny PS (<10%) mohou byt vzorky testovany v niz§im fedéni D a ziskana
koncentrace musi byt vydélena 50:D". Protein S kontroly | a Il musi byt testovany fedéné 50x
(1:50) v PS diluentu vzorku.

Kalibrace:

Koncentrace Proteinu S je vyjadiena jako % normalni poolované lidské plazmy. Pro test na
Protein S, 100% koncentrace odpovida normélni poolované lidské plazmé, fedéné 1:50, coz je
standartni fedéni v testu.

Pouziti kalibratoru Proteinu S — soucast soupravy — (2 ml kalibratoru jiz nafedéného 1:50
s koncentraci volného Proteinu S ,,C* uvedenou pro kazdou $arZi na piilozeném letaku)
dovoluje pfipravit nasledujici standardni fedéni:

Protein S koncentrace (%) Cc Ci2 Cl4 CM1o Ci20 0
Objem PS kalibratoru iml | 05ml | 025ml | 04ml | 0,05ml | Oml
Objem PS diluentu vzorku Oml | 05ml | 0,75ml | 0,9ml | 0,95ml 1ml

Redéné standardy jsou stabilni 4 hodiny pfi pokojové teploté.
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Postup:
Vyjméte pro pocet testi pozadovany podet prouzkli z hlinikového pouzdra a vlozte je do
prilozeného rdmecku. Do jamek pak pipetujte reagencie dle nésledujiciho postupu:

Reagent Objem Testovaci krok

Anti-(h)-Total Protein S-HRP Napipetovani Anti-(h)-Total Protein S-
imunokonjugat (rozpustény ve 4 100 pl HRP imunokonjugatu do jamek
ml PS diluentu konjugatu) mikrotitraéni desticky

PS kalibrator nebo testované Pipetujte ihned standartni roztoky

vzorky nebo PS diluent vzorku 100 pl nebo testované vzorky do
(blank) odpovidajicich jamek desticky
Promichejte na tfepacce nebo manualné a inkubujte 1 hodinu v pokojové teploté (18-

25°C)
PS promyvaci roztok (20x fedény 300 i Provedte 5 promyti za pouziti
destilovanou vodou) promyvacky (a)
Ihned po promyti pipetujte substrat do
jamek
TMB/H202 Substrat 200 pl Pozn: pipetovani substratu radek za

fadkem musi byt pfesné ve stejnych
Casovych intervalech (b,c)

Inkubuijte presné 5 minut pfi pokojové teploté (18-25°C) (d)

Pipetujte ve stejnych ¢asovych
intervalech jako substrat, pfidanim
0,45 M kyseliny sirové zastavite rozvoj
barvy (c)

0,45 M Kyselina sirova 50 pl

Pockejte 10 minut aby se zbarveni stabilizovalo a méfte absorbanci pfi 450 nm (A450).
Odectéte hodnotu blanku.

Poznamka:

Pipetujte kalibratory, kontroly a testované vzorky tak rychle, jak je mozné (béhem 10
minut), aby byla ziskana homogenni imunologicka kinetika pro vazbu antigenu. Pfilis
dlouhé prodleni mezi napipetovanim do prvni a posledni jamky muze ovlivnit
imunologickou kinetickou reakci a vést k chybnym vysledkim.

a) Musi byt uzit pouze promyvaci roztok specificky pro Protein S,obsahujici kalcium.
Monoklonalni protilatka vyzaduje kalcium

b) Nikdy nenechavejte desticku prazdnou mezi pfidanim reagencii nebo po promyti.
Nasledujici reagent musi byt pfidan do 3 minut, aby se zabranilo vyschnuti
desticky — poskodilo by navazané komponenty. Pokud je nezbytné,udrZujte
destiCku naplnénou promyvacim roztokem a vyprazdnéte aZz pred pipetovanim
dal8i reagencie. Promyvacka musi byt nastavena tak, aby promyvala desticku
jemné. Je nutné se vyhnout pfili§ energickému vyprazdiovani jamek, aby se
nesniZila reaktivita desticky.

c) Pro pfidani TMB substratu — ¢asové intervaly mezi pipetovanim do fadkd musi byt
presné urCeny a stejné intervaly musi pak byt pfi pipetovani zastavovaciho roztoku

d)  Vyvarujte se ponechani desticky na slune¢nim svétle béhem inkubace a béhem
vyvoje zbarveni. Méla by byt pouzita tfepacka desticek

e) Pro bichromaticky odecet miize byt uZita referenéni vinova délka 690 nm nebo 620
nm.

VYSLEDEK:

UZivatel musi sestavit kalibratni kivku ziskanou za pouziti standardnich fedéni (viz letak). Na
lineérni graficky papir vyneste na jednu osu koncentraci Proteinu S (%) a na druhou
odpovidajici absorbance (A450). Z obdrzené kalibraéni kfivky odectéte pfimo koncentraci
Proteinu S ve vzorcich testovanych v fedéni 1:50. Pokud bylo uZito vé&tsi fedéni (D), pak musi
byt koncentrace volného Proteinu S vynasobena dopliikovym diluénim faktorem (D:50). Pokud
bylo pouZzito mensi fedéni (D*), musi byt odectena koncentrace vydélena 50:D". Koncentrace
kontroly | a Il jsou pfimo odecteny z kfivky. Alternativné Ize pouZit ELISA software (napf. Dynex,
Biolise) pro odecet koncentraci.

OCEKAVANA ROZMEZi:

Koncentrace Proteinu S v normaini lidské plazmé je obvykle v rozmezi 70 - 150%. Koncentrace
je vetSi u muzi nez u zen. M4 sklon ke zvySeni se stoupajicim vékem a s koncentraci krevnich
lipida.

BIOCHEMIE:

Koncentrace Proteinu S v normalni lidské plazmé je kolem 25 pg/ml (1). Kolem 40% (tedy 10
ug/ml) je ve volné formé a 60% (tedy 15 pg/ml) v krvi cirkuluje jako nekovalentni komplex
s C4b-BP. Pouze volna forma mé antikoagulacni aktivitu jako kofaktor Aktivovaného Proteinu C.
Protein S je syntetizovan v jatrech. Je to K vitamin dependentni glykoprotein o molekulové
hmotnosti 80,000 D. Rovnovaha mezi volnou formou a formou vazanou na C4b-BP hraje
duleZitou roli, protoze pouze volna forma je aktivni. V ¢asnych stadiich zanétlivych onemocnéni
klesa hladina volného proteinu S jako disledek vzestupu C4b-BP. Protein S klesé pfi terapii
dikumarolem nebo L-asparaginazou, u jaternich onemocnéni.

PATOLOGIE:

. Koncentrace PS klesa u deficienci PS typu .

. Prechodny pokles volného Proteinu S je pozorovan béhem ¢asného stadia zanétu, jako
vysledek vzestupu koncentrace C4b-BP, ktery tvofi komplexy s Proteinem S.

. Abnormélni rozmezi pro Protein S je <70%. Pfesto tato hrani¢ni hodnota se musi
posuzovat v kontextu s pacientem (vék, pohlavi, terapie, lipidovy metabolismus atd.),
pokud hodnotime deficit PS.

APLIKACE:

- Diagnoza deficitu Proteinu S (vrozend, ziskana nebo pfechodna):
Typ | - Eastecny deficit celkového a volného Proteinu S - antigenu
Typ Il - normélni celkovy a volny Protein S antigen, snizena aktivita.
Typ Il - normalni celkovy antigen, pokles aktivity a volného antigenu
- Test Proteinu S v Klinickych studiich.

CHARAKTERISTIKA:

Test ZYMUTEST Total Protein S je specificky pro obé formy Proteinu S (volny nebo v komplexu
s C4b-BP) a je charakterizovan dvéma, kalcium dependentnimi monoklonalnimi protilatkami,
které se dobrfe vazi na oba typy Proteinu S.

—  Dynamické rozmezi: 0-100%

—  Detekéni prah <5%

— Intra-assay CV: 3-8%

—  Inter-assay CV: 5-10%

Zadné signifikantni interference s heparinem do 2 IU/ml, bilirubinem do 0,1 mg/ml a
s hemoglobinem do 10 mg/ml

Referenéni materidl: Mezinarodni Standard pro Protein S (93/590) a normaini poolovana
plazma.
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