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ANA HEp-2 je nepfimy imunofluorescencni test pro kvalitativni detekci a semikvantitativni stanoveni IgG protilatek proti jadernym
antigendm v lidském séru pomoci manudini fluorescenéni mikroskopie nebo s automatizovanym mikroskopem diFine®. Pfitomnost
protilatek proti jadernym antigendm muize byt pouZita ve spojeni s dalsimi sérologickymi testy a klinickymi nélezy k podpore diagnostiky
systémového lupus erythematodes a dalSich systémovych revmatickych onemocnéni.

Nepfimy imunofluorescenéni test (IFA) byl Siroce pouzivén pro detekci pfitomnosti antinukledrnich protilatek (ANA) v séru pacientl se
systémovym lupus erythematodes (SLE) a jinymi klinicky podobnymi onemocnénimi pojivové tkang (1-5). ANA mohou byt také spojeny
s &etnymi Iéky indukovanymi lupusovymi syndromy (6-7), které klinicky napodobuiji spont@nni formu SLE. Technika IFA byla pfizpGsobena
pro testovani ANA né&kolika vyzkumniky (8-9) na zékladé zakladnich metod plivodné popsanych Coonsem (10). ANA jsou pfevazné
tvofeny protilatkami tfidy IgG; nicméné mohou byt detekovany také ANA tidy IgA a IgM (11). V sougasnosti je zndmo, Ze pro testovani ANA
mdZe byt pouzito mnoho zdrojl jaderného materidlu jako substratu. A¢koli vétsina plvodniho vyzkumu ANA byla provadéna za pouziti
tkaénovych fezl jater nebo ledvin potkana &i mysi, poutziti lidskych nebo zvifecich embryondinich bun&énych kultur jako substrétd poskytlo
spolehlivou a snadno interpretovatelnou alternativu pro testovani ANA. Bunéénad linie HEp-2 pochdzi z epidermalniho karcinomu hrtanu
¢lovéka. Pouziti bunék HEp-2 jako substratu v IFA zvySilo citlivost detekce autoprotildtek a pfispélo k diagnostice systémovych
autoimunitnich onemocnéni a popisu novych diky moznosti detekce vice nez 100 antigenl v jejich jadfe a cytoplazmé. Existuje nékolik
rlznych vzord jaderné a cytoplazmatické imunofluorescence. diIFine® byl naprogramovén tak, aby navrhoval osm béznych vzori ANA.
Téchto osm vzori a jejich zdklad Ize vyhodnotit pomoci systému dIFine® i manudinim étenafem nasledovné:

1. Homogenni (AC-1) - Homogenni nebo difuzni zbarveni jadra je v souladu s pfitomnosti autoprotilatek proti nativni DNA (nDNA),
histondm a/nebo deoxyribonukleoproteinu (DNP) (12, 13). Chromozomy mitotickych bunék (délicich se buné&k) jsou dllezitymi
ukazateli homogenniho vzoru, protoze se barvi jako nepravidelné tvarované Gtvary s intenzivnéji zbarvenym vnéj§im okrajem.

2. Teékovany (AC-2, AC-4, and AC-5) - Teckovany vzor je nejcast&ji pozorovanym ANA vzorem. Rovnomérny ,pravy teckovany” vzor
mUzZe byt pozorovan u centromerickych protilatek v burikdch, které nejsou v déleni. Husty te¢kovany vzor mize byt pozorovan u
protilatek proti n-RNP, Sm a SSB/La.

Jemny te¢kovany vzor, chromozom-negativni (AC-4): Pocetné malé a rovnomérné body fluorescence rovhomeérné rozptylené po
celém jadre. Jadérka obvykle zUstavaji nezbarvend. Mitotické buriky mohou vykazovat nékolik te¢ek v cytoplazmé, ale
chromozomy budou negativni.

Hruby teckovany vzor, chromozom-negativni (AC-5): Stfedné velké body fluorescence jsou rozptyleny po celém jadre s vyraznymi
jadernymi okraji. Mohou byt pozorovany i vétsi body fluorescence; jejich pocet je vsak prilis vysoky a velikost prilis variabilni na to,
aby byly identifikovany jako jadérkovy vzor. Chromozomy v mitotickych burikach budou negativni.

Jaderny husty jemné teckovany vzor (AC-2): Pocetné jemné tecky s hustou distribuci v jadre, s vyjimkou jadérek. Je spojovan s
protilatkami anti-DFS70, které se mohou vyskytovat u zdravych jedincG a maji omezeny vyznam v souvislosti s autoimunitnimi
onemocnénimi.

Harmon a kol. (17) prokdzali, Ze vzorky séra obsahujici vysoce monospecifické anti-SSA/Ro protilatky vykazuji v IF-ANA testu vzor
diskrétnich jadernych tedek u $iroké $kdaly lidskych bunék a nadorovych jader. Tyto sérové vzorky s monospecifickymi anti-SSA/Ro
produkovaly velmi malo cytoplazmatického zbarveni substratovych bunék. Byl popsan vyrazny, velky, variabilni teckovany vzor s 3
aZ 10 velkymi teCkami v jadre. Tito pacienti s velkymi, variabilnimi teCkami maji nedefinované revmatické syndromy s protilatkami
IgM proti histonu FH-3 (18).

3. Centromera (AC-3) - Diskrétni teckovany vzor, chromozom (specifita na centromeru) pozitivni. Chromozomy budou pozitivni v
mitotickych burikach; diskrétni tecky budou shlukovéany pouze v mase chromozomd, cozZ jasné ukazuje jednotlivé faze mitozy.
Centromericky vzor je zném jako spojeny se syndromem CREST, coZ je mirngjsi varianta progresivni systémové sklerézy (PSS).
Centromericky vzor vykazuje diskrétni a rovnhomérné body fluorescencnich tecek rozptylené po celém jadre. Mitotické buriky budou
pozitivni a budou vykazovat shlukovani centromer v chromozomech v riznych usporadanich v zavislosti na fazi mitozy.

4. Homogenni jadérkovy (AC-8) - Jadérkovy vzor vykazuje homogenni nebo teckované zbarveni jadérka. Tento vzor je casto
doprovdzen matnou, homogenni fluorescenci ve zbytku jaddra. Chromozomy v mitotickych burikdch jsou negativni. Jadérkovy vzor
naznadéuje pfitomnost autoprotilatek proti PM/Scl-75, PM/Scl-100, Th/To, B23/nukleofosminu, nukleolinu, No55/SC65. Fluorescence
jadérka se muze jevit jako homogenni, shlukovand nebo te¢kovand, v zdvislosti na antigenu, na ktery autoprotildtka reaguje.
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Protilatky proti jadérku se vyskytuji pfedevsim v séru pacient se sklerodermii, systémovym lupus erythematodes, Sjégrenovym
syndromem nebo Raynaudovym fenoménem (19).

Vicendsobné jaderné teéky (AC-6) — Maly pocet jadernych teéek v rozmezi od 6 do 20 je nejcastéji spojovan s primarni biliarni
cholangitidou.

Jaderna membréana (AC-11) - Antijadernd membrana (jadernd lamina): Vzor antijaderné membrdany se objevuje jako lem kolem
jadra a pripomind okrajovy vzor; od okrajového vzoru se vSak lisi tim, Ze ve fdzi metafdze jsou chromozomy negativni. Tuto
autoprotilatku je dulezité uvadét, protoze je znamo, Ze je spojena s autoimunitnim onemocnénim jater.

Cytoplazmaticky (ribozoméini) (AC-19)- Ribozomalni vzor je charakterizovan &etnymi cytoplazmatickymi teckami s nejvyssi
koncentraci kolem jédra. Od mitochondridlniho vzoru se odliSuje mensi velikosti teCek a jejich vyssi hustotou. Vyznam tohoto vzoru
neni zndm.

Cytoplazmaticky (mitochondridlni) (AC-21) - Tento vzor je charakteristicky Eetnymi cytoplazmatickymi teckami s nejvyssi
koncentraci v perinukledrni oblasti. Vzor Ize pozorovat v buiikach v interfazi i mitéze. Klinicky vyznam AMA (antimitochondriéinich
protilatek) je nejéastsji spojovan s primarni biliérni cholangitidou, zejména pokud je AMA pfitomna ve vysokém titru.

Dopliikové vzory uvedené nize nelze identifikovat pomoci systému dIFine® a musi byt interpretovéany vyskolenym pracovnikem v
souladu se standardy nomenkiatury ICAP.
Dopliikové jaderné vzory

1.

Jaderny antigen proliferujicich bunék (PCNA) pattern (AC-13): Vzor jaderného antigenu proliferujicich bunék (PCNA) se projevuje
jako jemné aZ hrubé jaderné teckovani u 30-60 % bunék v interfdzi a negativni zbarveni chromozomdini oblasti v mitotickych
bukkéch. PCNA je specificky pro pacienty se systémovym lupus erythematodes (SLE), ale nebyvé detekovan u jinych onemocnéni
pojivové tkaneé.

Vzor centrioly (AC-24): Vzor centrioly je charakterizovén dvéma vyraznymi body fluorescence v jadie mitotickych bunék nebo
jednim vyraznym bodem fluorescence v klidové bunce. Vyznam tohoto vzoru neni zndm; nicméné byl pozorovdn u pacientd s
progresivni systémovou sklerézou (PSS).

Vzor déliciho vieténka (AC-25): Chromozom-pozitivni: Vzor déliciho vieténka je jedineény pro buriky prochdazejici mitézou, kde
fluoreskuje pouze apardt vieténka. Tento vzor ma vzhled ,pavuciny”, kterd@ se rozprostird od centrioly ke centromerdm. Vzor
naznacuje piitomnost autoprotilatek proti mikrotubuldm a jeho vyznam neni dosud jasny.

Vzor stfedniho téliska (midbody) (AC-27): Vzor stfedniho téliska se projevuje joko husté zbarvend oblast pobliz §tépné ryhy
telofézovych bunék, tedy v misté, kde dochdézi k oddéleni dvou dcefinych bunék. Klinicky vyznam tohoto vzoru neni zndm; nicméné
byl zaznamendn u vybranych pacientl se systémovou sklerézou.

Dopliikové cytoplazmatické vzory

1.

Cytoplazmaticky fibrilarni linearni — aktinu podobny (AC-15): Cytoskeletdlni vzor je charakterizovén vyraznym ,pavudinovym® nebo
vldknitym vzhledem po celé buiice. Byl popsén jako spojeny s autoimunitnim onemocnénim jater (protilatky proti hladké svaloving).
Lysozomalni vzor (AC-18): Lysozomalni vzor se projevuje jako nékolik diskrétnich tecek Fidce rozptylenych v cytoplazmé. Tento vzor je
pozorovdn v cytoplazmé bunék v interfazi i mitéze. Klinicky vyznam tohoto vzoru neni zndm.

Polarni/Golgiho-vzor (AC-22): Vzor Golgiho aparétu je charakterizovan pozitivnim cytoplazmatickym zbarvenim, které je
soustfedéno pouze na jedné strané perinukledrni oblasti. Klinicky vyznam tohoto vzoru je nejisty, avSak literatura nazna€uje moznou
souvislost se systémovym lupus erythematodes (SLE) a Sjégrenovym syndromem.

PRINCIP ZKOUSKY
ANA HEp-2 je navrZen pro detekci pfitomnosti cirkulujicich ANA v lidském séru. Test vyuziva substrat z tkariové bunécné kultury a kozi anti-
lidsky imunoglobulin upraveny pro optimailni pouziti a bez nespecifického pozadi zbarveni. Reakce probihd ve dvou krocich:

1.

Krok jedna je inkubace vzorku, béhem které se pfipadné ANA pfitomné ve vzorku pacienta mohou navézat na bunéeny substrat a
vytvorit komplex antigen—protilatka. Ostatni slozky séra jsou nésledné odplaveny.

Krok dva je inkubace s konjugdtem, béhem které je anti-lidsky imunoglobulin znaeny FITC ponechdn reagovat s lidskym
imunoglobulinem, ktery se navazal na substrat béhem inkubace vzorku. Tim se vytvofi stabilni komplex antigen—protilatka—konjugat
v misté&, kde se plvodni protilétka pacienta navézala na bunéény substrat. Prebyteény konjugdt je ndsledné odplaven. Vysledky
testu Ize vizualizovat pomoci vhodné vybaveného fluorescenéniho mikroskopu nebo systému dIFine®. Jakékoli pozitivni reakce se
projevi jako jablkové zelené fluorescenéni zbarveni uvnitf burky. Pokud vzorek neobsahuje specifické ANA, nedojde k zddnému
zfetelInému jadernému zbarveni burky.
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REAGENCIE

Poskytnuté materidly:

Kazdd sada obsahuje nasledujici komponenty v dostateéném mnozstvi pro provedeni poctu testld uvedeného na etiketé obalu.
POZNAMKA: Konjugat a kontroly obsahuji kombinaci Proclinu (0.05 % v/v) a azidu sodného (<0.1 % w/v) jako konzervaéni latky.
Zorba-Ns® obsahuje azid sodny (<0.1% w/v) jako konzervaéni latku.

SLD ANA HEp-2 Substratoveé sklicka: Dvacet 12jamkovych sklicek s absorpénim papirem a sGckem se
suSidlem.
CONJ Konjugét: Kozi anti-lidsky IgG znaceny fluoresceinisotiokyanatem (FITC). Obsahuje fosfatovy pufr

s BSA a kontrastnim barvivem. Tfi hnédé lahvicky, kazdé obsahuje 3.5 mL. Pfipraveno k pouziti.

CTRL + ANA (homogenni) pozitivni kontrola (lidské sérum): Vyvol@ pozitivni jablkové zelené, homogenni
zbarveni bunééného jadra. Jedna lahvicka s cervenym uzdvérem, 0.5 mL. Pfipraveno k pouziti.
Negativni kontrola (lidské sérum): Nevyvolé zadné detekovatelné jaderné zbarveni. Jedna
lahvi¢ka se zelenym uzévérem, 0.5 mL. Pfipraveno k pouziti..
DIL SPE Zorba-Nse® Redici roztok vzorku: Ctyfi lahvicky se zelenym uzdvérem, kazdd o objemu 25 mL.

PFipraveno k pouZiti.

Fosfatovy pufr (PBS): pH 7.2 + 0.2. Obsah kaZdého sé&&ku s pufrem vysypte do jednoho litru
BUF PBS destilované nebo deionizované vody. Micheijte, dokud se véechny soli dikladné nerozpusti. Ctyfi
sdacky, dostacuijici k priprave 4 litrd.

Montovaci médium (pufrovany glycerol): Dvé lahvicky s bilym uzavérem a kapdatkem, kazdé o

MNTMED objemu 3.0 ml.
CDU‘G | S Kryci sklicka: Baleni dvaceti ¢tyf kusl, 24 x 60 mm, tloustka &. 1.
POZNAMKY:

1. Nasledujici komponenty nejsou zavislé na ¢isle Sarze soupravy a mohou byt zaménitelné pouzivany se soupravami Sebia IFA,
pokud jsou &isla produktti identické: Zorba-Nse® (&islo produktu: FA025S), montovaci médium (&islo produktu: FA0009S), PBS
(&islo produktu: 0008S) a kryci skliéko (&islo produktu: S8008)

MATERIAL POTREBNY, ALE NEDODANY

Automatizovany mikroskop dIFine® nebo vhodné vybaveny fluorescenéni mikroskop s FITC filtrem (450-490 nm).

Pipet(a) schopné pipetovat objemy mezi 10 a 200 pL.

Jednordazové §picky na pipety.

Malé zkumavky, Fedici desti¢ka nebo podobné pomdcky pro pfipravu fedéni vzorkd.

Oplachovac sklicek nebo velkd barvici nddoba s magnetickou michackou pro myti skli¢ek mezi inkubacnimi kroky.

Destilovand nebo deionizovand voda.

Odmeérny valec o objemu 1 litr.

Laboratorni €¢asovac pro sledovani inkubaénich kroka.

. Odkapdavaci nadoba, jednordzové rukavice a dezinfekéni prostfedek (napf. 10% bézné domdci bélidio — 0,5% chlornan sodny).

PODMINKY SKLADOVANI

8°C Neoteviend souprava:

200} Montovaci médium, konjugdt, sklicka, Zorba-NSs®, sklicka*, pozitivni a negativni kontroly.

Rehydratovany PBS (stabilni po dobu 30 dnu).

©C®NO O NN~

25°C . L
200 Sacky s fosfatovym pufrem (PBS).

*Po otevieni musi byt sklicka pouZita tentyZ den. Ostatni hotové reagencie, s vyjimkou PBS, mohou byt pouZivany az do uvedeného
data exspirace.
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OPATRENI

1.

Pouze pro diagnostiku in vitro.

2. Dodrzujte bézné laboratorni opatfeni pfi manipulaci s reagenciemi. Pfi zasazeni oci okam?zité vyplachnéte velkym mnozstvim
vody a vyhledejte Iékafskou pomoc. Noste vhodny ochranny odév, rukavice a ochranu o&ifobligeje. Nevdechuijte pary. Likvidujte
odpad v souladu se v§emi mistnimi, statnimi a federdlnimi predpisy.

3. Jamky na sklicku neobsahuiji Zivotaschopné organismy. Presto je tfeba se sklickem zachdzet joko s potenci@lné biologicky
nebezpeénym materialem.

4. Kontroly jsou potencidalné biologicky nebezpeéné materidly. Zdrojové materidly, ze kterych byly tyto produkty ziskany, byly
testovdny s negativnim vysledkem na antigen HIV-1, HBsAg a protilatky proti HCV a HIV pomoci schvalenych testovacich metod.
Pfestoze zadnd metoda nemuUze zarucit absolutni nepfitomnost infek&nich agens, mélo by se s témito produkty zachdzet podle
Grovné biologické bezpeénosti 2, jak doporuéuje CDC/NIH v piiruéce ,Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories”
(aktudlni vydani) a podle standardu OSHA pro krevné pfenosné patogeny (20).

5. Dodrzeni pfedepsaného ¢asu a teploty inkubaci je nezbytné pro pfesné vysledky. VSechny reagencie musi dosahnout
pokojové teploty (20-25°C) pied zahdjenim testu. Nepouzité reagencie ihned vratte do plvodnich oballl a dodrzujte
skladovaci pokyny.

6. Nesprdvné promyvani mlze zpUsobit faleSné pozitivni nebo falesné negativni vysledky. Pfed pridanim konjugétu ddkladné
odsajte zbytky PBS. Nenechte jamky vyschnout mezi inkubacemi.

7. Konjugat, Zorba-NS® a kontroly obsahuji azid sodny v koncentraci <0.1% (w/v). Bylo hléseno, Ze azid sodny mize v laboratornim
potrubi tvofit vybusné azidy olova nebo médi. Pro prevenci po vyliti roztok s azidem sodnym dukladné oplachnéte drez vodou.
Tento konzervant mUze byt toxicky pfi poZiti.

8. Redéni nebo Uprava t&chto reagencii muze vést k chybnym vysledkdm.

9. Nikdy nepipetujte Usty. Zabrarite kontaktu reagencii a pacientskych vzorkd s pokozkou a sliznicemi.

10. Zabrante mikrobidlni kontaminaci reagencii. MGze vést k nespréavnym vysledkdm.

1. Kfizova kontaminace reagencii a/nebo vzork( muze zpUsobit chybné vysledky.

12.  Znovupouzitelné sklenéné nadobi musi byt dikladné omyto a zbaveno véech detergentu.

13.  Zabrante rozstfikovani a tvorbé aerosold.

14. Nevystavujte reagencie silnému svétlu béhem skladovani ani inkubace.

15. Pfed otevienim ochranného obalu nechte baleni se sklicky vyrovnat na pokojovou teplotu, aby se zabranilo kondenzaci na
jamek a podloZce.

16. Promyvaci roztok sbirejte do odpadni nddoby. Osetfete jej dezinfekci (napf. 10 % b&zného domaciho bélidla — 0.5 % chlornan
sodny). Zabraiite kontaktu reagencii s vypary z bélidla.

17.  Nevystavujte zadné reaktivni reagencie roztokdm obsahujicim bélidlo ani jejich silnym vyparldm. | stopové mnozstvi chlornanu
sodného muize zniéit biologickou aktivitu mnoha reaktivnich slozek této soupravy.

18. Nepoutzivejte tlak na obal se sklicky. MlzZe poskodit substrat.

19. Komponenty této soupravy jsou sladény pro optimaini citlivost a reprodukovatelnost. NepouZivejte reagencie od jinych vyrobcu.
Peclivé dodrzujte ndvod k pouziti.

20. Neoteviené i oteviené komponenty zUstdvaji stabilni do data exspirace uvedeného na etiketé, pokud jsou pfesné dodrzeny
doporu¢ené podminky skladovéani. NepouZivejte po datu exspirace. Nezamrazuijte.

21. Evansova modf pouZitd jako kontrastni barvivo je potencidlni karcinogen. Pfi kontaktu s pokozkou opléchnéte vodou. Likvidujte
podle mistnich predpisu.

22. Béhem testu nenechte sklicka vyschnout. V zdvislosti na podminkéch v laboratofi mlze byt nutné b&hem inkubaci umistit
sklicka do vihké komory.

ODBER VZORKU

1. Odbér vzorkd provadéjte v souladu s dokumentem CLSI M29: Ochrana laboratornich pracovnikd pred infekénimi chorobami
ziskanymi v zaméstndni. Zddnd zndma testovaci metoda nemuze poskytnout Gplnou zdruku, ze vzorky lidské krve neprendseji
infekci. Proto by mély byt vSechny derivaty krve povazovdny za potencidlné infekéni.

2. PouZivejte pouze Cerstvé odebrané a spravné chlazené sérum ziskané schvdlenou aseptickou venepunkci. Do vzorku se nesmi
pfidavat z&4dnd antikoagulancia ani konzervaéni latky. Vyhnéte se pouziti hemolytického, lipemického nebo bakteridiné
kontaminovaného séra.

3. Vzorek skladujte pfi pokojové teploté maximdiné po dobu 8 hodin. Pokud testovdni neprobéhne do 8 hodin, sérum Ize skladovat
pfi teploté 2-8 °C maximalné 48 hodin. Pokud se ocekdava delsi prodleva v testovani, skladujte vzorky séra pfi —20 °C nebo nizsi
teploté. Vyhnéte se opakovanému zmrazovdni a rozmrazovani, které milze zpUsobit ztrdtu aktivity protilatek a vést k chybnym
vysledkdim. Je odpovédnosti jednotlivé laboratofe, aby s vyuzitim dostupnych referenci a/nebo viastnich studii stanovila kritéria
stability vzorkd pro své potreby (38).

POSTUP TESTU

. Vyjméte sklicka z chlazeného UloZi§té a nechte je zahiat na pokojovou teplotu (20-25°C). Opatrné roztrhnéte ochranny obal a
vyjméte sklicka.. NepouZivejte tlak na ploché strany ochranného obalu.
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Oznaéte kazdou jamku odpovidajicim pacientskym sérem a kontrolami.. POZNAMKA: Kontroly jsou uréeny k poutziti nefedéné.

PFipravte fedéni 1:40 (napt.: 10 pL séra + 390 plL Zorba-NS®) pro kazdé pacientské sérum.

Moznosti fedéni:

a. Uzivatelé mohou titrovat pozitivni kontrolu oz do koncového bodu a pouZit ji jaoko semikvantitativni kontrolu (1+ miniméainé
reaktivni). V takovych pfipadech by méla byt kontrola Fedéna dvojité v PBS, nikoliv v Zorba-N$®. Koncové Fedéni je stanoveno
vyti§téno na lahvigce s pozitivni kontrolou (+ jedno fedéni). Je viak tfeba poznamenat, 7e vzhledem k variacim v rédmci
laboratofe (vybaveni apod.) by si kazdd laboratof méla stanovit svij viastni ogekavany titraéni kone¢ny bod pro kazdou sari
pozitivni kontroly.

b. Pri titraci pacientskych vzorkl by pocateéni fedéni mélo byt pfipraveno v Zorba-NS® a véechna ndsledujici fedéni by méla byt
pfipravena pouze v PBS.. Titrace nesmi byt pfipravovany v Zorba-Nse.

Pomoci vhodného davkovace (uvedeného vyse) pipetujte 20—40 pL kazdé kontroly a kazdého nafedéného pacientského séra do

pfislusnych jamek..

Inkubuijte sklicka pFi pokojové teploté (20-25°C) po dobu 35 + 5 minut.

Jemné opléchnéte sklicka pomoci PBS.. Do not direct a stream of PBS into the test wells.

Omyjte sklicka dvakrat po dobu péti minut, pficemz mezi jednotlivymi promyvanimi vymeérite PBS. Sklicka mohou byt namocena v

roztoku pfi kazdém promyvani maximéiné pét minut. POZNAMKA: Pfi pouziti automatickych oplachovaéii nastavte oplachovéni

kazdé jamky tfikrat, s dobou maceni od nuly do péti minut.

Vyjméte sklicka z PBS po jednom. Otocte sklicko a zarovnejte jamky s otvory v pfilozeném savém podkladu. Osuste sklicko otfenim

zadni strany savym ubrouskem.

UPOZORNENI: Umistéte podklad a sklicko na tvrdy, rovny povrch. Osusovani na papirovych utérkdch maze poskodit matrici skligka.

Nenechte sklicka béhem testu vyschnout.

Pfidejte 20—40 pL konjugatu do kazdé jamky.

Opakujte kroky 4 az 7.

Naneste 3-5 kapek montovaciho média mezi jamky kazdého sklicka a prilozte kryci sklicko. Alternativné Ize nanést malé mnozstvi

montovaciho média pfimo do kazdé jamky a poté pfiloZit kryci sklicko. Montovaci médium musi byt pfidano do dvou hodin po

dokonceni posledniho promyvaciho cyklu.

Sklicka ihned prohlédnéte pomoci vhodného fluorescenéniho mikroskopu. To Ize provést ruéné pomoci tradi¢niho fluorescenéniho

mikroskopu nebo pomoci systému dIFine®. Pokud pouzivate dIFine®, fidte se ndvodem k poufziti pfistroje. Doporuéuje se prohlédnout

sklicka tentyz den, kdy bylo provedeno testovani.

POZNAMKY:

a. Pokud neni mozné sklicka prohlédnout ihned, Ize je skladovat az 48 hodin pfi teploté 2—-8 °C.

b. Pokud sklicka nebudou prohlédnuta do 48 hodin, utésnéte kryci skli¢ko ¢irym lakem na nehty a ulozte do chladnicky.

Pfi kazdém provedeni testu musi byt zahrnuta pozitivni a negativni kontrola.

Doporucuje se odecist kontroly pfed vyhodnocenim testovanych vzorkd. Pokud kontroly nevykazuji o¢ekévany vysledek, mohou byt

vysledky testu neplatné.

a. Negativni kontrola — charakterizovdna nepfitomnosti specifické fluorescence a €ervenym nebo matné zelenym pozadim
zbarveni véech bunék v dasledku kontrastniho barviva.

b. Pozitivni kontrola (homogenni vzor) — charakterizovéna jablkové zelenou fluorescenci. Homogenni zbarveni je difuzni a
rovhomerné po celém jadre.

Dalsi kontroly mohou byt testovény v souladu s pokyny nebo pozadavky mistnich, statnich a/nebo federdlnich predpisti nebo

akreditaénich organizaci.

NOTES:

a. Non-specific reagent trapping may exist. It is important to adequately wash slides to eliminate false positive results.

b. Theintensity of the observed fluorescence may vary with the microscope and filter system used.

c. Non-nuclear staining of the cell substrate may be observed with some human sera.

Interpretace vysledkd zavisi na pozorovaném vzoru, titru autoprotildtky a véku pacienta. Starsi osoby, zejména Zeny, maji tendenci
vytvaret autoprotilétky s nizkym titrem (<1:80) i bez pfitomnosti klinického autoimunitniho onemocnéni. zkusenosti ukazuji, Ze Fedéni
1:40 je vhodné pro screening ANA. Slabé pozitivni vysledky s nizkym titrem se mohou vyskytovat i u zjevné zdravych osob, proto je
vzdy nutné vysledky ANA interpretovat v kontextu celkového klinického obrazu pacienta.

Titr niz8i nez 1:40 je povazovan za negativni.

Pozitivni test: Pozitivni reakce je pfitomnost jakéhokoliv jaderného vzoru s jablkové zelenym zbarvenim pozorovaného pfi fedéni 1:40,
hodnoceného podle $kdly intenzity zbarveni od 1+ do 4+. Hodnota 1+ je povaZzovdna za slabou reakci, 4+ za silnou reakci. VSechna
séra pozitivni pfi 1:40 by méla byt titrovdna az do koncového Fedéni. To se provadi postupnym fedénim 1:40, 1:80, 1160 atd. Koncovy
titr je nejvyssi Fedéni, které stdle vykazuje reakci 1+.

Hormogenni vzory s perifernim zvyraznénim se &asto nachdzeji v sérech pacientt se systémovym lupus erythematodes (SLE).
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Onemocneéni, u kterych se nejcastéji vyskytuje Reference
Homogenni:

v sokg’ titr SLE (3,8,9,a16)
y’ ’y. Rheumatoid Arthritis and other diseases 1)
Nizky titr

Centromera Varianta CREST syndromu pfi PSS (progresivni systémova skleréza) (27)
Sklerodermie, Raynaud(v syndrom, Sjégrentv syndrom,
Tetkovany " y yv . ) g L ¥ (34 -36)
Smigené onemocnéni pojivové tkané

Jadérkovy Sklerodermie (37)

Periferni SLE (2,8,9,a16)
OMEZENI TESTU

1. ANA HEp-2 je laboratorni diagnostickd pomucka a jeji vysledky samy o sobé nejsou diagnostické. Pozitivni ANA se mohou vyskytovat
i U zjevné zdravych jedincl. Je proto nezbytné, aby byly vysledky ANA interpretovény ve spojeni s dalS§imi sérologickymi testy a
klinickymi nélezy.

2. Pacienti se SLE, ktefi podstupuiji terapii steroidy, mohou mit negativni vysledky testu (40).

3. Mnohé bé&zné pfedepisované Iéky mohou indukovat tvorbu ANA (6, 7).

4. Jeden vzor autoprotilatky mUlze astec¢né nebo zcela prekryt diagnostické znaky jiného. V takovych pfipadech je nutné provést titraci
séra.

5. Tento produkt nema za cil stanovit jednoznaénou souvislost mezi vzorem jaderné fluorescence a konkrétnim onemocnénim.

OCEKAVANE VYSLEDKY

Oc¢ekdvand hodnota v béZzné populaci je negativni nebo nizsi nez 1:40. U zjevné zdravych jedinct se véak mohou ANA ve vzorcich séra

vyskytovat (36). Toto procento stoupd s vékem, zejména v sedmé dekadé Zivota.

VYKONOVE CHARAKTERISTIKY

POZNAMKA: Pfi stanovovéni vykonovych charakteristik testu ANA HEp-2 byla skliéka interpretovéana pomoci tFi riiznych metod, jak

je uvedeno nize:

Metoda Interpretace:

Metoda A. Metoda A byla pIné manudini interpretacni metoda. Byla provadéna pomoci tradi¢niho fluorescenéniho mikroskopu
vybaveného objektivem a okuldry. Stanoveni kvalitativniho vysledku a vzoru bylo provadéno skolenymi laboratornimi techniky.

Metoda B. Metoda B byla provadéna naskenovanim sklicek pomoci systému diFine® a ndslednou interpretaci vysledného digitainiho
obrazu (kvalitativné a vzor, pokud pozitivni) zobrazeného na monitoru pocitage skolenym laboratornim technikem.

Metoda C. Metoda C pFedstavuje navrZeny vysledek predpovézeny systémem dIFine®; metoda C predpovidd kvalitativni vysledek a
- pokud je pozitivni - také vzor, pokud jde o jeden z osmi vzory, které md systém naprogramovany. Pokud je vysledek Metoda C ,UNC”
(nejisty), Groven fluorescence zméfend systémem diFine je na hranici mezi pozitivni a negativni. Metodu C musi laboratorni technik
wvalidovat” (potvrdit), pfipadné upravit nebo zcela zamitnout. Pro G&ely této studie a nize uvedenych GdajG byla Metoda €
zaznamendna ,TAK, JAK JE*, bez jakychkoli Gprav laboratornim technikem. Je tedy uvedena pouze pro informativni GEely.

1. Studie analytického vykonu:
a. Llinearita:
Silné pozitivni vzorky byly identifikovany pro kazdy z nésledujicich osmi ANA vzor(: homogenni, te¢kovany, centromericky,
jadérkovy, jaderné tecky, jadernd membrana, cytoplazmaticky (ribozomalni) a cytoplazmaticky (mitochondridini). Kazdy ze
vzork( byl testovén pfi fedéni 1:40 a titrovan az do 1:20480 a interpretovdn vSemi tfemi vySe uvedenymi metodami. Tato studie
byla provedena interné ve spolecnosti ZEUS Scientific. Koncové body pro kazdy vzorek a kazdou metodu jsou uvedeny nize:

Vzorek Metoda A Metoda B Metoda C

Homogenni 1:1280 11280 1:1280

Teckovany 1:5120 1:5120 1:2560
Centromericky 1:5120 1:5120 1:5120
Jadérkovy 1:2560 1:5120 1:2560

Jaderné tecky 1:640 1:640 1:640

Jadernd membrdana 1:2560 1:2560 1:2560
Cytoplazmaticky (ribozomaini) 1:320 1:320 1:320
Cytoplazmaticky (mitochondridlni) 110240 110240 110240

Souhrn: Ve 100 % pfipadt byl stanoveny vzor o¢ekévany a v souladu bez ohledu na pouZitou metodu interpretace. Stejné tak
ureni koncového fedéni odpovidalo ocekavani + jedno fedéni ve 100 % uréeni, bez ohledu na pouzitou metodu interpretace.

ANA HEp-2 (FA2500A) Rev. Datum 07-25-2025 strana 6 m [’L\,\

The new languags of life




b. Mezilotovareprodukovatelnost:

Stfedné porzitivni vzorek a silné pozitivni vzorek byly identifikovéany pro kazdy z nésledujicich osmi ANA vzor(: homogenni,

te¢kovany, centromericky, jadérkovy, jaderné te¢ky, jadernd membrdna, cytoplazmaticky (ribozomalni) a cytoplazmaticky

(mitochondridlni). Kromé toho bylo zahrnuto devét negativnich vzork(, &imz celkovy po&et &inil 25 vzorkd. Tato skupina 25 vzorkd

byla testov@na na tfech rdznych Sarzich ANA HEp-2 a interpretovdna viemi tfemi vyse uvedenymi metodami. Navic viech

Sestndct pozitivnich vzorkd bylo titrovdno az do koncového fedéni a interpretov@no véemi tfemi metodami.

Vysledky:

i.  Kvalitativni shoda: Ve vsech tfech Sarzich souprav byla u véech 25 vzorkl pfi pocate¢nim fedéni dosazena 100% shoda
kvalitativnich vysledkd a rovnéz byla dosazena 100% shoda napii¢ véemi tfemi metodami interpretace bez ohledu na sarzi
reagencii.

ii. Shoda koncového titru: Vech 16 pozitivnich vzorkd mélo stejné koncové titry + jedno fedéni bez ohledu na $arzi reagencii
nebo metodu interpretace.

iii. Shoda vzoru: U fedéni, kterd vykazovala pozitivni vysledek napfi¢ véemi tfemi metodami interpretace, byla dosazena 100%
shoda vzortd u prvni a druhé Sarze pro viechny tfi Metoda interpretace. U tfeti Sarze byla 100% shoda vzor( mezi Metodou A
a Metodou B, pfi€emz jeden stfedné pozitivni homogenni vzorek predstavoval jedinou odchylku pfi porovndani Metoda C s
Metodami A a B.

c. Studie referenéniho rozmezi:

Sto osmdesdt ndhodné vybranych vzorkd séra bylo ziskdno od zdravych darct ze severovychodni ¢asti USA. Vzorky byly

testovany pfi pocatecnim fedéni 1:40 a interpretovdny vSemi tfemi metodami. Jakykoli vzorek, ktery vykdzal pozitivni vysledek

pfi Fedéni 1:40, byl ddle titrovan a interpretovan vSemi tfemi metodami. Vysledky screeningového testu jsou shrnuty nize:

Metoda Poéet L. Pocet .. Poéet oy
. e % pozitivnich .. % negativnich p % neurcitych
interpretace pozitivnich negativnich neuréitych
A 19 10.56 161 89.44 NA NA
B 19 10.56 161 89.44 NA NA
C 14 7.78 152 84.44 14 7.78

d. Dvacetidenni studie opakovatelnosti:
Nizkopozitivni vzorek (~1:40 koncové Fedéni), stfedné pozitivni vzorek (~1:160 az 1:320 koncové fedéni) a silné pozitivni vzorek
(>1:640 koncové Fedéni) byly identifikovany pro kazdy z nasledujicich osmi ANA vzord: homogenni, teGkovany, centromericky,
jadérkovy, jaderné tecky, jadernd membrana, cytoplazmaticky (ribozomalni) a cytoplazmaticky (mitochondridlini). Jeden ANA
negativni vzorek byl také zahrnut, &imz celkovy podet vzorka &inil 25. Téchto 25 vzorkd bylo testovano (po&atecni fedéni 1:40) ve
spole¢nosti ZEUS Scientific ve trojim provedeni béhem deseti riznych dnd, coz pfineslo 30 vysledkd na vzorek. Snimky byly
interpretovany véemi tfemi metodami. Pro hodnoceni v rdmci jednotlivych metod jsou vysledky kvalitativni shody a shody vzor(
uvedeny niZe: pii ¢teni pomoci Metod A a B byla dosazena 100% kvalitativni shoda u vSech vzorkd. U Metoda C vykdzalo 22 z 25
vzorkd 100% kvalitativni shodu; vzorky s nizkou pozitivitou pro homogenni, jadérkovy a jadernou membrdanu nevykazovaly Gplnou
kvalitativni shodu. Kromé toho byla u Metod A a B dosazZena 100% shoda vzord. U Metoda C byla 100% shoda vzord dosazena u
21z 25 vzorkd; odchylky byly pozorovany u vzorkd s nizkou pozitivitou pro homogenni, jadérkovy a jadernou membrdanu a u vzorku
s vysokou pozitivitou pro jadernou membrdanu.
Shoda kvalitativnich vysledkt v ramci jednotlivych metod

Vzorek Shoda Metoda A (95% CI) Shoda Metoda B (95% CI) Shoda Metoda C (95% CI)
Homogenni - 100% 100% 76.7%
nizka pozitivita (88.7 - 100%) (88.7 —100%) (59.1-88.2%)
Homogenni — stfedni 100% 100% 100%
pozitivita (88.7 - 100%) (88.7 - 100%) (88.7 - 100%)
Homogenni — vysokd 100% 100% 100%
pozitivita (88.7 - 100%) (88.7 - 100%) (88.7 - 100%)
Tec¢kovany - 100% 100% 100%
nizka pozitivita (88.7 - 100%) (88.7 —100%) (88.7 - 100%)
Tec¢kovany - stfedni 100% 100% 100%
pozitivita (88.7 - 100%) (88.7 - 100%) (88.7 - 100%)
Tec¢kovany - vysokda 100% 100% 100%
pozitivita (88.7 - 100%) (88.7 —100%) (88.7 - 100%)
Centromericky — nizké 100% 100% 100%
pozitivita (88.7 - 100%) (88.7 —100%) (88.7 —100%)
Centromericky — 100% 100% 100%
stfedni pozitivita (88.7 - 100%) (88.7 - 100%) (88.7 - 100%)
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stfedni pozitivita

(88.7 —100%)

(88.7 —100%)

Vzorek Shoda Metoda A (95% CI) Shoda Metoda B (95% CI) Shoda Metoda C (95% CI)
Centromericky — 100% 100% 100%
vysokad pozitivita (88.7 —100%) (88.7 —100%) (88.7 —100%)

Jadérkovy — 100% 100% 96.7%
nizka pozitivita (88.7 - 100%) (88.7 - 100%) (83.3-99.4%)
Jadérkovy - 100% 100% 100%
stfedni pozitivita (88.7 —100%) (88.7 - 100%) (88.7 —100%)
Jadérkovy - 100% 100% 100%
vysoka pozitivita (88.7 - 100%) (88.7 - 100%) (88.7 - 100%)
Mitochondridalni - 100% 100% 100%
nizka pozitivita (88.7 - 100%) (88.7 - 100%) (88.7 - 100%)
Mitochondridlni — 100% 100% 100%
stfedni pozitivita (88.7 —100%) (88.7 —100%) (88.7 —100%)
Mitochondridlni — 100% 100% 100%
vysokd pozitivita (88.7 - 100%) (88.7 - 100%) (88.7 - 100%)
Jadernd membréna - 100% 100% 100%
nizka pozitivita (88.7 - 100%) (88.7 - 100%) (88.7 - 100%)
Jadernd membréna - 100% 100% 100%
stfedni pozitivita (88.7 —100%) (88.7 - 100%) (88.7 -100%)
Jadernd membréna - 100% 100% 100%
vysokd pozitivita (88.7 - 100%) (88.7 - 100%) (88.7 - 100%)
Jaderné tecky - 100% 100% 100%
nizka pozitivita (88.7 - 100%) (88.7 - 100%) (88.7 - 100%)
Jaderné tecky — 100% 100% 100%
stfedni pozitivita (88.7 - 100%) (88.7 - 100%) (88.7 - 100%)
Jaderné tecky - 100% 100% 100%
vysokd pozitivita (88.7 - 100%) (88.7 - 100%) (88.7 - 100%)
Ribozomalni — 100% 100% 100%
nizké pozitivita (88.7 - 100%) (88.7 - 100%) (88.7 - 100%)
Ribozomalni — 100% 100% 100%
stfedni pozitivita (88.7 - 100%) (88.7 - 100%) (88.7 - 100%)
Ribozomalni - 100% 100% 100%
vysoka pozitivita (88.7 - 100%) (88.7 - 100%) (88.7 - 100%)
Negativni 100% 100% 100%
(88.7 - 100%) (88.7 - 100%) (88.7 - 100%)
Shoda vysledku vzoru v rdmci jednotlivych metod (Technik 2)
Vzorek Shoda Metoda A (95% CI) Shoda Metoda B (95% CI) Shoda Metoda € (95% ClI)
Homogenni — 100% 100% 73.3%
nizka pozitivita (88.7 —100%) (88.7 —100%) (55.6 - 85.8%)
Homogenni — 100% 100% 100%
stFedni pozitivita (88.7 - 100%) (88.7 - 100%) (88.7 - 100%)
Homogenni — 100% 100% 100%
vysokd pozitivita (88.7 - 100%) (88.7 - 100%) (88.7 - 100%)
Tec¢kovany - 100% 100% 100%
nizka pozitivita (88.7 - 100%) (88.7 - 100%) (88.7 - 100%)
Teckovany — 100% 100% 100%
stFedni pozitivita (88.7 —100%) (88.7 —100%) (88.7 —100%)
TecCkovany — 100% 100% 100%
vysokd pozitivita (88.7 - 100%) (88.7 - 100%) (88.7 - 100%)
Centromericky — 100% 100% 100%
nizka pozitivita (88.7 —100%) (88.7 —100%) (88.7 - 100%)
Centromericky — 100% 100% 100%

(88.7 - 100%)
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Vzorek Shoda Metoda A (95% CI) Shoda Metoda B (95% CI) Shoda Metoda C (95% CI)
Centromericky — 100% 100% 100%
vysokd pozitivita (88.7 - 100%) (88.7 - 100%) (88.7 —100%)

Jadérkovy - 100% 100% 96.7%
nizkd pozitivita (88.7 - 100%) (88.7 - 100%) (83.3-99.4%)
Jadérkovy - 100% 100% 100%
stfedni pozitivita (88.7 - 100%) (88.7 - 100%) (88.7 - 100%)
Jadérkovy — 100% 100% 100%
vysokd pozitivita (88.7 - 100%) (88.7 - 100%) (88.7 —100%)
Mitochondridlni — 100% 100% 100%
nizka pozitivita (88.7 - 100%) (88.7 - 100%) (88.7 - 100%)
Mitochondridalni - 100% 100% 100%
stfedni pozitivita (88.7 - 100%) (88.7 - 100%) (88.7 —100%)
Mitochondridalni - 100% 100% 100%
vysokd pozitivita (88.7 - 100%) (88.7 - 100%) (88.7 - 100%)
Jadernd membréna - 100% 100% 86.67%
nizké& pozitivita (88.7 - 100%) (88.7 - 100%) (70.3 - 94.7%)
Jadernd membréna - 100% 100% 100%
stfedni pozitivita (88.7 - 100%) (88.7 - 100%) (88.7 -100%)
Jadernd membréna - 100% 100% 96.7%
vysokd pozitivita (88.7 - 100%) (88.7 - 100%) (83.3 - 99.4%)
Jaderné tecky — 100% 100% 100%
nizké& pozitivita (88.7 - 100%) (88.7 - 100%) (88.7 - 100%)
Jaderné tecky — 100% 100% 100%
stfedni pozitivita (88.7 - 100%) (88.7 - 100%) (88.7 - 100%)
Jaderné tecky - 100% 100% 100%
vysokd pozitivita (88.7 - 100%) (88.7 - 100%) (88.7 —100%)
Ribozomalni - 100% 100% 100%
nizké pozitivita (88.7 - 100%) (88.7 - 100%) (88.7 - 100%)
Ribozomalni - 100% 100% 100%
stfedni pozitivita (88.7 - 100%) (88.7 - 100%) (88.7 - 100%)
Ribozomalni - 100% 100% 100%
vysokd pozitivita (88.7 - 100%) (88.7 - 100%) (88.7 -100%)

Pro shodu mezi metodami byla mezi Metodou A a Metodou B dosaZena 100% kvalitativni i vzorové shoda. AvSak pouze 22 z 25
vzork( vykazovalo 100% kvalitativni shodu pfi porovndni Metoda B s Metodou C a Metoda A s Metodou C; neshodné vzorky byly
homogenni s nizkou pozitivitou, jadérkovy s nizkou pozitivitou a jadernd membrdana s nizkou pozitivitou. Ddle pouze 21z 25 vzork{
vykazovalo 100% vzorovou shodu pfi porovndni Metoda B s Metodou C a Metoda A s Metodou C; neshodné vzorky byly
homogenni s nizkou pozitivitou, jadérkovy s nizkou pozitivitou, jadernd membrdna s nizkou pozitivitou a jaderné membréna s

vysokou pozitivitou.

Shoda kvalitativnich vysledkt mezi metodami

vysokd pozitivita

(88.7 —100%)

(88.7 - 100%)

Vzorek Shoda Metoda A vs Metoda B Shoda Metoda A vs Metoda C Shoda Metoda B vs Metoda C
(95% CI) (95% 1) (95% 1)
Homogenni - 100% 76.67% 76.67%
nizké pozitivita (88.7 - 100%) (59.1- 88.2%) (59.1- 88.2%)
Homogenni — 100% 100% 100%
stfedni pozitivita (88.7 - 100%) (88.7 - 100%) (88.7 - 100%)
Homogenni — 100% 100% 100%
vysokd pozitivita (88.7 - 100%) (88.7 - 100%) (88.7 - 100%)
Teckovany — 100% 100% 100%
nizka pozitivita (88.7 —100%) (88.7 —100%) (88.7 —100%)
TeCkovany — 100% 100% 100%
stfedni pozitivita (88.7 —100%) (88.7 —100%) (88.7 —100%)
TeCkovany — 100% 100% 100%

(88.7 - 100%)
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Vzorek Shoda Metoda A vs Metoda B Shoda Metoda A vs Metoda C Shoda Metoda B vs Metoda C
(95% 1) (95% C1) (95% C1)
Centromericky — 100% 100% 100%
nizk& pozitivita (88.7 - 100%) (88.7 - 100%) (88.7 - 100%)
Centromericky — 100% 100% 100%
stfedni pozitivita (88.7 - 100%) (88.7 —100%) (88.7 —100%)
Centromericky — 100% 100% 100%
vysokd pozitivita (88.7 - 100%) (88.7 - 100%) (88.7 - 100%)
Jadérkovy - 100% 96.67% 96.67%
nizkd pozitivita (88.7 - 100%) (83.3-99.4%) (83.3-99.4%)
Jadérkovy - 100% 100% 100%
stfedni pozitivita (88.7 - 100%) (88.7 - 100%) (88.7 - 100%)
Jadérkovy - 100% 100% 100%
vysokd pozitivita (88.7 - 100%) (88.7 - 100%) (88.7 - 100%)
Mitochondridlni — 100% 100% 100%
nizk& pozitivita (88.7 —100%) (88.7 - 100%) (88.7 -100%)
Mitochondridlni — 100% 100% 100%
stfedni pozitivita (88.7 —100%) (88.7 - 100%) (88.7 -100%)
Mitochondridlni — 100% 100% 100%
vysokd pozitivita (88.7 —100%) (88.7 - 100%) (88.7 -100%)
Jadernd membréna - 100% 100% 90%
nizk& pozitivita (88.7 —100%) (88.7 - 100%) (74.4 - 96.5%)
Jadernd membrdna - 100% 100% 100%
stfedni pozitivita (88.7 - 100%) (88.7 - 100%) (88.7 - 100%)
Jadernd membrdna - 100% 100% 100%
vysokd pozitivita (88.7 - 100%) (88.7 - 100%) (88.7 - 100%)
Jaderné tecky — 100% 100% 100%
nizké pozitivita (88.7 - 100%) (88.7 - 100%) (88.7 - 100%)
Jaderné tecky — 100% 100% 100%
stfedni pozitivita (88.7 - 100%) (88.7 - 100%) (88.7 - 100%)
Jaderné tec¢ky - 100% 100% 100%
vysokd pozitivita (88.7 —100%) (88.7 - 100%) (88.7 - 100%)
Ribozomaini - 100% 100% 100%
nizké pozitivita (88.7 —100%) (88.7 - 100%) (88.7 - 100%)
Ribozomaini - 100% 100% 100%
stfedni pozitivita (88.7 —100%) (88.7 - 100%) (88.7 - 100%)
Ribozomaini - 100% 100% 100%
vysokd pozitivita (88.7 —100%) (88.7 - 100%) (88.7 - 100%)
Negativni 100% 100% 100%
(88.7 —100%) (88.7 - 100%) (88.7 - 100%)
Shoda vysledktl vzoru mezi metodami
Vzorek Shoda Metoda A vs Metoda B Shoda Metoda A vs Metoda C Shoda Metoda B vs Metoda C
(95% 1) (95% 1) (95% 1)
Homogenni — 100% 73.3% 73.3%
nizké pozitivita (88.7 —100%) (55.6 - 85.9%) (55.6 - 85.9%)
Homogenni — 100% 100% 100%
stfedni pozitivita (88.65 - 100%) (88.65 — 100%) (88.7 - 100%)
Homogenni — 100% 100% 100%
vysokd pozitivita (88.7 - 100%) (88.7 - 100%) (88.7 - 100%)
Teckovany — 100% 100% 100%
nizké pozitivita (88.7 —100%) (88.7 - 100%) (88.7 -100%)
TeCkovany — 100% 100% 100%
stfedni pozitivita (88.7 —100%) (88.7 - 100%) (88.7 -100%)
TeCkovany — 100% 100% 100%
vysokd pozitivita (88.7 —100%) (88.7 - 100%) (88.7 -100%)
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Vzorek Shoda Metoda A vs Metoda B Shoda Metoda A vs Metoda C Shoda Metoda B vs Metoda C
(95% 1) (95% C1) (95% C1)
Centromericky — 100% 100% 100%
nizké pozitivita (88.7 —100%) (88.7 -100%) (88.7 -100%)
Centromericky — 100% 100% 100%
stfedni pozitivita (88.65 - 100%) (88.65 - 100%) (88.7 -100%)
Centromericky — 100% 100% 100%
vysokd pozitivita (88.7 —100%) (88.7 -100%) (88.7 -100%)
Jadérkovy - 100% 96.7% 96.7%
nizké pozitivita (88.7 —100%) (83.3-99.4%) (83.3-99.4%)
Jadérkovy — 100% 100% 100%
stfedni pozitivita (88.65 - 100%) (88.65 - 100%) (88.7 -100%)
Jadérkovy - 100% 100% 100%
vysokd pozitivita (88.7 —100%) (88.7 - 100%) (88.7 -100%)
Mitochondridlni — 100% 100% 100%
nizkd pozitivita (88.7 - 100%) (88.7 - 100%) (88.7 - 100%)
Mitochondrialini - 100% 100% 100%
stfedni pozitivita (88.7 - 100%) (88.7 - 100%) (88.7 - 100%)
Mitochondrialini - 100% 100% 100%
vysokd pozitivita (88.7 - 100%) (88.7 - 100%) (88.7 - 100%)
Jadernd membréna - 100% 86.7% 86.7%
nizkd pozitivita (88.7 - 100%) (70.3-947) (70.3- 94.7%)
Jadernd membréna - 100% 100% 100%
stfedni pozitivita (88.7 - 100%) (88.7 - 100%) (88.7 - 100%)
Jadernd membréna - 100% 100% 96.7%
vysokd pozitivita (88.7 - 100%) (88.7 - 100%) (83.3-99.4%)
Jaderné tecky — 100% 100% 100%
nizkd pozitivita (88.7 - 100%) (88.7 - 100%) (88.7 - 100%)
Jaderné tecky — 100% 100% 100%
stfedni pozitivita (88.7 - 100%) (88.7 - 100%) (88.7 - 100%)
Jaderné tecky — 100% 100% 100%
vysokd pozitivita (88.7 - 100%) (88.7 - 100%) (88.7 - 100%)
Ribozomalni - 100% 100% 100%
nizkd pozitivita (88.7 - 100%) (88.7 - 100%) (88.7 - 100%)
Ribozomaini - 100% 100% 100%
stfedni pozitivita (88.7 - 100%) (88.7 - 100%) (88.7 - 100%)
Ribozomaini - 100% 100% 100%
vysokd pozitivita (88.7 - 100%) (88.7 - 100%) (88.7 - 100%)

Pétidenni studie reprodukovatelnosti na vice pracovistich:

Nizkopozitivni vzorek (~1:40 koncové fedéni), sttedné pozitivni vzorek (~1:160 — 1:320 koncové fedéni) a silné pozitivni vzorek (>1:640
koncové fedéni) byly identifikovany pro kazdy z nasledujicich osmi ANA vzor(: homogenni, teékovany, centromericky, jadérkovy,
jaderné te¢ky, jadernéd membrana, cytoplazmaticky (ribozomalni) a cytoplazmaticky (mitochondridlni). Jeden ANA negativni
vzorek byl rovnéz zahrnut, &mz celkovy podet vzorkd &inil 25. Téchto 25 vzorkd bylo testovano (pocateéni fedéni 1:40) ve trojim
provedeni, dvakrdt denné po dobu péti riznych dnl ve tfech rdznych laboratofich, ¢imz vzniklo 30 vysledkd na vzorek a misto.
Snimky byly interpretovény véemi tfemi metodami. Na kazdém Site byly Metoda A a Metoda B interpretovany dvéma rlznymi
laboranty. Vysledky kvalitativni shody a shody vzort jsou uvedeny nize:
i. Celkovéa shoda kvalitativnich vysledk
a. VramciMetoda: Kvalitativni shoda v rdmci Metoda u Metoda A a Metoda B byla 100 % na v§ech tfech pracovistich a u
véech laborantd. U Metoda C byla dosazena 100% shoda u 24 z 25 vzorkl na viech pracovistich a u vSech laborant{;

jedinym neshodnym vzorkem byl vzorek s nizkou pozitivitou pro jadernou membrdanu na Site 2.
b. Mezi metodami: Mezi Metodou A a Metodou B a mezi Metodou A a Metodou C byla dosaZzena 100% kvalitativni shoda
u véech 25 vzorkUd. Pozoruhodné, mezi Metodou B a Metodou C byla dosazena 100% kvalitativni shoda u 24 z 25 vzorkd,

pfi€emz vzorek s nizkou pozitivitou pro jadernou membrdnu na Site 2 byl jedinou odchylkou.
ii. Shoda vysledkt vzoru
a. Vramci Metoda: Shoda vzord v rdmci metod A a B byla 100 % na viech tfech pracovistich a u véech laborantd. U
Metoda C byla dosaZzena 100% shoda u 24 z 25 vzorkU, pficemz vzorek se stfedni pozitivitou pro centromeru byl
jedinou odchylkou.
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b. Mezi metodami: Mezi Metodou A a Metodou B byla dosaZzena 100% shoda vzord u véech 25 vzorkd na véech pracovistich
a u véech laborantd. Pii porovndni Metoda A s Metodou C byly zaznamendny dva neshodné vzorky: vzorek se stfedni
pozitivitou pro centromeru na Site 1 a vzorek s nizkou pozitivitou pro jadernou membrdnu na Site 2. Podobné, pfi
porovndni Metoda B s Metodou C byly zaznamendny dva neshodné vzorky: vzorek se stfedni pozitivitou pro centromeru
na Site 1 a vzorek s nizkou pozitivitou pro jadernou membrénu na Site 2.
f. Studieinterferenci:
Stfedné pozitivni vzorek (~1:160 az 1:320 koncové Fedéni) a silné pozitivni vzorek (>1:640 koncové Fedéni) byly identifikovany pro
kazdy z ndsledujicich osmi ANA vzord: homogenni, te¢kovany, centromericky, jadérkovy, jaderné tec¢ky, jadernéd membrdéna,
cytoplazmaticky (ribozomdini) a cytoplazmaticky (mitochondridini). Jeden ANA negativni vzorek byl rovnéz zahrnut, &imz
celkovy pog&et vzorkd &inil 17. Téchto 17 vzork( bylo obohaceno dvéma rdznymi koncentracemi (nizky a vysoky spike) dvandcti
rznych moznych interferentl, jak je uvedeno v tabulce niZze. VSechny vzorky byly hodnoceny pomoci ANA HEp-2 a
interpretovany vSemi tfemi vySe uvedenymi metodami.

e L Koncentrace Testovéni Interferentt
Interferent (Rusiva Latka) . p
Nizka Vysokéa
Intralipidy 3 mg/mL 7.50 mg/mL
Cholesterol 1.5 mg/mL 2.5 mg/mL
Albumin 35 mg/ImL 50 mg/ImL
lbuprofen 0.5 mg/mL 2 mg/mL
Prednison 0.2 mg/mL 0.8 mg/mL
Hydroxychlorochin 0.006 mg/mL 0.2 mg/mL
Simvastatin 4 ug/mL 20 ug/mL
Cyklofosfamid 1 mg/mL 4 mg/mL
Revmatoidni faktor 200 U/mL 400 U/mL
Hemoglobin 100 mg/mL 200 mg/mL
Triglyceridy 1.5 mg/mL 5 mg/mL
Bilirubin 0.0l mg/mL 0.15 mg/mL

Vysledky: U Metod A a B nebyla kvalita vysledkd ani vysledny vzor ovlivnén pfidanim testovanych interferentl. Metoda C
vykdzala jeden neurcity vysledek u vzorku s nizkou pozitivitou pro jadernou membrdnu po obohaceni albuminem. Lze tedy
konstatovat, Ze vysledky testu ANA HEp-2 nejsou pfi poutziti testovanych interferentl vystaveny vyznamnému riziku chybnych
vysledkd.

U Metod A a B nebyla kvalita vysledkd ani vysledny vzor ovlivnén pfidanim testovanych interferentd. Metoda C vykdzala jeden
neurcity vysledek u vzorku s nizkou pozitivitou pro jadernou membranu po obohaceni albuminem. Lze tedy konstatovat, Ze
vysledky testu ANA HEp-2 nejsou pfi poufZiti testovanych interferentd vystaveny vyznamnému riziku chybnych vysledkd.
Koncentrace Testovani Interferentt

Interferent (Rusiva latka)

Nizké High
Bilirubin (nekonjugovany) 0.02 mg/mL 0.15 mg/mL
Cholesterol (celkovy) 1.5 mg/mL 2.2 mg/mL
Triglyceridy 1 mg/mL 2.5 mg/mL
Albumin 35 mg/mL 52 mg/mL
Hemoglobin 100 mg/mL 200 mg/mL
Intralipidy 2.0 mg/mL 20 mg/mL
Revmatoidni faktor 200 U/mL 400 mg/mL
Cyklofosfamid 0.183 mg/mL 0.549 mg/mL
lbuprofen 0.073 mg/mL 0.219 mg/mL
Hydroxychlorochin 0.006 mg/mL 0.024 mg/mL

Simvastatin

0.0000277 mg/mL

0.000083 mg/mL

Prednison 0.000033 mg/mL 0.000099 mg/mL
Azathioprin 0.00086 mg/mL 0.00258 mg/mL
Diltiazem 0.0003 mg/mL 0.0009 mg/mL
Mykofenolat mofetil 0.012 mg/mL 0.048 mg/mL
Rituximab 0.5 mg/mL 2 mg/mL
Belimumab 2 mg/mL 8 mg/mL
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Vysledky: Ani v tomto pfipadé nebyla kvalita vysledkd ani vysledny vzor ovlivnén pfiddnim moznych interferentd, bez ohledu na
pouZitou metodu interpretace. Lze tedy uzaviit, ze vysledky testu ANA HEp-2 nejsou pfi pfitomnosti testovanych interferentt
vystaveny vyznamnému riziku chybnych vysledkd.
Navrh klinické studie vykonnosti:
Celkem 380* klinicky charakterizovanych vzorkd bylo ziskdno, jak je uvedeno v tabulce nize. Téchto 380 vzorkd bylo rozdéleno na
alikvéty a zasldno do tfi rdznych laboratofi k vyhodnoceni pomoci ANA HEp-2. VSechny tfi laboratofe hodnotily sklicka pomoci viech
tfi vySe uvedenych metod. Navic byla interpretace skli¢ek pomoci Metoda A a Metoda B opakovéna dvakrat na kazdém klinickém
Site dvéma rdznymi laboranty. Na kazdém klinickém Site byly vdechny vzorky nejprve testovany pfi fedéni 1:40 za Gcelem stanoveni
kvalitativniho stavu 380 vzorkd. Jakykoli vzorek, ktery vykdazal pozitivni vysledek pfi fedéni 1:40 (u kterékoliv ze tfi metod interpretace),
byl ddle titrovan a znovu interpretovdn véemi tfemi metodami za G€elem stanoveni koncového fedéni a vzoru. *
POZNAMKA: Site dvé testovalo mensi poéet vzorki na celiakii a vaskulitidu, coz vedlo k celkovému poétu 350 vzorkii na tomto
Site.
Vysledky byly pouzity k posouzenti klinické specificity (mozné zkfizend reaktivita), klinické senzitivity, kvalitativni shody mezi metodami
v ramci jednotlivych pracovist, interpretace Metoda C mezi Site (tj. srovnani automatizovanych mikroskopl diFine®), shody
koncového titru a shody vzoru.

n, . P n,
ANA-asociovanéd onemocnéni Vsechna Ne-ANA-asoc:oYana Sitela 'n,
site onemochéni site 3 Site 2

Onemocnéni pojivové tkane: Jin& autoimunitni onemocnéni
Systémovy lupus erythematodes (SLE) 40 Celiakie 22 10
Sjdgrentv syndrom (SS) 30 ANCA-asociovand vaskulitida 28 10
Sklerodermie 20 Crohnova choroba 10 10
Autoimunitni myositida (AM) 20 Revmatoidni artritida 30 30
Smigené onemocnéni pojivové tkané (MCTD) 20 Autoimunitni tyreoiditida 30 30
CREST syndrom 20 Idiopatické stfevni zanéty (IBD) 10 10
Dalsi ANA-asociovand autoimunitni onemocnént: Ulcerdzni kolitida 10 10

Autoimunitni hepatitida (AIH) 20 Jind onemocnént.

Léky indukovany lupus (DIL) 20 Malignita / Rakovina 20 20
Fibromyalgie 10 10
Infek&ni onemocnéni 10 10
Celkem 190 Celkem 190 160

Klinicka senzitivita a klinicka specificita:

Klinick& senzitivita byla vypo&itana na kazdém Site samostatné pro SLE a pro kombinaci onemocnéni pojivové tkané (CTD: SLE + SS
+ sklerodermie + CREST + MCTD + AM) spolu s dal§imi ANA-asociovanymi onemocnénimi (autoimunitni hepatitida jater + léky
indukovany lupus). Specificita byla vypogiténa s vyuzitim celkové kontrolni populace s ne-ANA-asociovanymi onemocn&nimi.

a. Klinicka vykonnost na Site 1

% Senzitivita % Senzitivita % Senzitivita
(95%Cl) 95% Cl) (95% Cl)
Diagnosticka senzitivita a specificita SLE CTD + ANA- Asociovand Non- ANA- Asociovand
(n - 40) onemochnheni onemochneni
(n=190) (n=190)
Metoda A Technik A 52.5% 53.2% 75.8%
(375-67.1%) (46.1- 60.1%) (69.2 - 81.3%)
Metoda A Technik B 57.5% 60.0% 73.2%
(42.2-715%) (52.9 - 66.7%) (66.4-79.0%)
Site 1 Metoda B Technik A 55.0% 54.7% 75.8%
(39.8-69.3%) (47.6 - 61.6%) (69.2 - 81.3%)
Metoda B Technik B 52.5% 57.9% 74.2%
(375 -67.1%) (50.8 - 64.7%) (67.6 - 79.9%)
Metodq C diFine 55.0% 57.4% 67.4%
(39.8-69.3%) (50.3 - 64.2%) (604 -736%)
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b. Klinicka vykonnost na Site 2
% Senzitivita % Senzitivita % Senzitivita
(95% 1) (95% 1) (95% C1)
Diagnosticka senzitivita a specificita SLE CTD + ANA- Asociovand Non- ANA- Asociovand
(n = 40) onemocnéni onemocnéni
(n =190) (n=160)
Metoda A Technik A 50.0% 51.6% 83.1%
(35.2- 64.8%) (445 - 58.6%) (76.6 - 88.1%)
Metoda A Technik B 56.0% 56.3% 80.0%
(39.8-69.3%) (49.2 - 63.2%) (73.1- 85.5%)
Site 2 Metoda B Technik A 52.5% 56.8% 81.3%
(375-67.1%) (49.7 - 63.7%) (745 - 86.5%)
Metoda B Technik B 56.0% 58.4% 80.6%
(39.8-69.3%) (51.3 - 65.2%) (73.8-86.0%)
Metoda G difine 52.5% 55.8% 74.4%
(37.5- 67.1%) (48.7 - 62.7%) (67.1- 80.5%)
c. Klinicka vykonnost na Site 3
% Senzitivita % Senzitivita % Senzitivita
(95%cl) (95%cCl) (95%Cl)
Diagnosticka senzitivita a specificita SLE CTD + ANA-Associated Non- ANA-Associated
(n - 40) Diseases Diseases
(n=190) (n=190)
Metoda A Technik A 47.5% 53.2% 76.8%
(32.9-625%) (46.1- 60.1%) (70.4 - 82.3%)
Metoda A Technik B 55.0% 57.4% 74.2%
(39.8 - 69.3%) (50.3 - 64.2%) (67.6 - 79.9%)
Site 3 Metoda B Technik A 45.0% 52.6% 78.9%
(30.7 - 60.2%) (45.6 - 59.6%) (72.6 - 84.1%)
Metoda B Technik B 57.8% 56.3% 74.7%
(422 - 71.5%) (49.2 - 63.2%) (68.1%- 80.4%)
Metodaq C dlFine 55.0% 54.2% 67.5%
(39.8 - 69.3%) (47.1- 611%) (63.1-76.1%)

Senzitivita v kohorté pacientd se SLE se pohybovala od nejniz§i hodnoty 45.0 % po nejvy3si hodnotu 57.5 % napfi¢ véemi tfemi
metodami a vSemi tfemi Site. Prevalence ANA pozorovand v této skupiné pacientd se SLE byla nizsi nez obvykle. Podle
revmatolog, ktefi se podileli na sbéru téchto vzorkd, to mdze byt zplsobeno tim, Ze vétsina téchto pacientl byla IéEena silnymi
imunosupresivy a méla nizkou aktivitu onemocnéni nebo byla v remisi. Tato nizké prevalence ANA byla déle potvrzena pomoci
jiného, FDA schvdleného, komeréniho ANA HEp-2 IFA testu. Klinickd senzitivita ve skupiné CTD + ANA-asociovand onemocnéni
se pohybovala od 51.6 % do 60.0 % napfi¢ viemi tfemi metodami a tfemi Site. Klinickd specificita ve skupingé ne-ANA-
asociovanych onemocnéni se pohybovala od 67.4 % do 83.1 % napfi¢ v§emi tfemi metodami a tfemi Site. Pfi zprdmérovani vech
metod interpretace napfic tremi Site Cinila pramérnd klinickd senzitivita ve skupiné SLE 53.2 %, klinickd senzitivita ve skupiné CTD
+ ANA-asociovand onemocnéni 55.7 % a klinickd specificita ve skupiné ne-ANA-asociovanych onemocnéni 75.9 %.
4. Frekvence vyskytu ANA podle skupiny onemocnéni:

Kromé stanoveni pozitivhiho nebo negativniho vysledku mlze Metoda C vygenerovat vysledek ,Neur¢ity”, pokud systém dIFine®

nedokdze vysledek jednoznacné urcit jako pozitivni nebo negativni. Pro Gcely nize uvedeného shrnuti byly neurcité vysledky

povazovany za negativni (tj. nebyly klasifikovany jako pozitivni). Tabulka nize uvadi procento kazdé kategorie onemocnéni, které bylo

jednotlivymi Techniky na jednotlivych pracovistich a podle jednotlivych metod vyhodnoceno jako kvalitativné pozitivni. Tato tabulka

shrnuje frekvenci vyskytu ANA v jednotlivych kategoriich onemocnéni a konzistenci tohoto ur€eni ANA napfic¢ metodami.
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Site 1

onemocnéni Technik A Technik B
Metoda A Metoda B Metoda A Metoda B Metoda C
ANA- Asociovand onemocnéni
sifiﬁﬁ;ﬁigé;‘;us 52.5% 55.0% 57.5% 52.5% 55.0%
Sjogrendv syndrom 50.0% 50.0% 56.7% 53.3% 53.3%
Sklerodermie 75.0% 70.0% 80.0% 80.0% 80.0%
Autoimunitni myositida 50.0% 55.0% 65.0% 60.0% 60.0%
McTD (sg‘ifj:éetigigocnem 40.0% 40.0% 50.0% 55.0% 50.0%
CREST syndrom 80.0% 80.0% 80.0% 80.0% 80.0%
Autoimunitni hepatitida 45.0% 50.0% 60.0% 55.0% 50.0%
Léky indukovany lupus 35.0% 40.0% 35.0% 35.0% 35.0%
Non-ANA Asociovan& onemocnéni
Autoimunitni tyreoiditida 23.3% 16.7% 16.7% 16.7% 16.7%
Rakovina / Malignita 15.0% 15.0% 20.0% 20.0% 15.0%
Celiakie 45.5% 45.5% 45.5% 45.5% 45.5%
Crohnova choroba 30.0% 30.0% 30.0% 30.0% 30.0%
Fibromyalgie 30.0% 40.0% 50.0% 40.0% 40.0%
Infek&éni onemocnéni 5.0% 5.0% 5.0% 5.0% 5.0%
Idiopatické stfevni zanéty (IBD) 40.0% 30.0% 40.0% 20.0% 20.0%
Revmatoidni artritida 16.7% 23.3% 23.3% 23.3% 16.7%
Ulcerdzni kolitida 30.0% 30.0% 50.0% 60.0% 40.0%
Vaskulitida 17.9% 14.3% 14.3% 14.3% 14.3%
Site 2
onemocnéni Technik A Technik B
Metoda A Metoda B Metoda A Method B Metoda C
ANA- Asociovand onemocnéni
SLEe(rf/Z;mix;?us 50.0% 52.5% 55.0% 55.0% 52.5%
Sjégrendv syndrom 53.3% 53.3% 56.7% 56.7% 53.3%
Sklerodermie 75.0% 80.0% 75.0% 80.0% 80.0%
Autoimunitni myositida 55.0% 65.0% 65.0% 70.0% 60.0%
MCTD (s;;fj\:‘éetig:gocnen' 30.0% 45.0% 35.0% 45.0% 45.0%
CREST syndrom 75.0% 80.0% 80.0% 80.0% 75.0%
Autoimunitni hepatitida 40.0% 45.0% 45.0% 45.0% 45.0%
Léky indukovany lupus 35.0% 40.0% 40.0% 40.0% 40.0%
Non-ANA Asociovand onemocnéni
Autoimunitni tyreoiditida 13.3% 16.7% 16.7% 16.7% 16.7%
Rakovina [ Malignita 10.0% 15.0% 15.0% 15.0% 15.0%
Celiakie 20.0% 30.0% 20.0% 30.0% 30.0%
Crohnova choroba 30.0% 30.0% 30.0% 30.0% 30.0%
Fibromyalgie 40.0% 40.0% 40.0% 40.0% 40.0%
Infek&ni onemocnéni 5.0% 5.0% 5.0% 5.0% 5.0%
Idiopatické stfevni zanéty (IBD) 20.0% 20.0% 20.0% 20.0% 20.0%
Revmatoidni artritida 16.7% 16.7% 16.7% 16.7% 16.7%
Ulcerdzni kolitida 40.0% 40.0% 60.0% 40.0% 40.0%
Vaskulitida 0.0% 0.0% 10.0% 10.0% 0.0%
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Site 3:

onemocnéni Technik A Technik B
Metoda A Metoda B Metoda A Method B Metoda C
ANA- Asociovand onemocnéni
sifiﬁﬁ;ﬁigé;‘;us 475% 45.0% 55.0% 57.5% 52.5%
Sjogrendv syndrom 46.7% 50.0% 60.0% 53.3% 50.0%
Sklerodermie 75.0% 75.0% 80.0% 75.0% 75.0%
Autoimunitni myositida 60.0% 60.0% 60.0% 60.0% 60.0%
MCTD (SmiSené
onemocnéni(pojivové tkana) 45.0% 45.0% 45.0% 45.0% 45.0%
CREST syndrom 80.0% 80.0% 75.0% 75.0% 75.0%
Autoimunitni hepatitida 45.0% 40.0% 50.0% 50.0% 45.0%
Léky indukovany lupus 35.0% 35.0% 35.0% 35.0% 35.0%
Non-ANA Asociovand onemocnéni

Autoimunitni tyreoiditida 16.7% 13.3% 20.0% 16.7% 16.7%
Rakovina / Malignita 20.0% 20.0% 20.0% 25.0% 15.0%
Celiakie 45.5% 45.5% 45.5% 45.5% 45.5%
Crohnova choroba 30.0% 20.0% 30.0% 30.0% 30.0%
Fibromyalgie 40.0% 40.0% 50.0% 50.0% 40.0%
Infekéni onemocnéni 5.0% 5.0% 5.0% 5.0% 5.0%
Idiopatické stfevni zanéty (IBD) 30.0% 30.0% 30.0% 30.0% 20.0%
Revmatoidni artritida 23.3% 16.7% 26.7% 20.0% 16.7%
Ulcerdzni kolitida 40.0% 40.0% 60.0% 60.0% 40.0%
Vaskulitida 10.7% 10.7% 10.7% 14.3% 14.3%

Frekvence vyskytu ANA u skupiny pacientl s celiakii se zddla byt vyssi, nez se ocekdvalo. V odborné literatufe existuji dlkazy
podporujici zvysené hladiny ANA u pacientl s celiakii (39). Kromé toho byly tyto vzorky testovény také pomoci jiného komer&niho

ANA HEp-2 testu schvdleného FDA, na kterém byl vyskyt ANA potvrzen.

Porovndani metod interpretace:

Celkem 350 klinickych vzorkd bylo testovéno na vsech tfech klinickych pracovistich. Dalsich 30 klinicky charakterizovanych vzorkd
na celiakii a vaskulitidu bylo testovéno na pracovistich jedna a tfi. Nakonec bylo retrospektivné shromdzdéno dalsich 12 vzorkd
vykazujicich vzor jaderné membrdny nebo jadernych tecek, které byly testovany rovnéz na pracovistich jedna a tfi. S témito 392
vzorky vzniklo celkem 2268 piipadd, kdy bylo mozné porovnat vysledky Metoda A versus Metoda B, Metoda A versus Metoda C a

Metoda B versus Metoda C. Souhrn téchto kvalitativnich porovndni je uveden v tabulkach nize
a. Porovnani metod interpretace:

Shoda u pozitivnich vzorku Shoda u negativnich vzorku Celkova shoda vzork
Metoda A vs Metoda B
(95% CI) (95% CI) (95% 1)
Technik A 95.6% (152/159) 95.7% (223/233) 95.7% (375/392)
o] (912 - 97.9%) (92.3-97.7%) (93.2-97.3%)
Site Technik B 94.9% (168/177) 98.6% (212/215) 96.9% (380/392)
(90.6 - 97.3%) (95.9 - 99.5%) (94.7 - 98.2%)
Technik A 99.2% (124/125) 93.8% (211/225) 95.7% (335/350)
e (95.6 - 99.9%) (89.8-96.3%) (93.1- 97.4%)
Site Technik B 98.6% (137/139) 97.6% (206/211) 98.0% (343/350)
(94.9 - 99.6%) (94.6 - 98.95%) (95.9 - 99.0%)
Technik A 95.5% (148/155) 98.7% (234/237) 97.5% (382/392)
te 3 (90.9 - 97.8%) (96.4 - 99.65%) (95.4 - 98.6%)
Site Technik B 95.9% (162/169) 97.8% (218/223) 96.9% (380/392)
(91.7 - 97.9%) (94.9 - 99.0%) (94.7 - 98.2%)
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Kombinované kvalitativni shoda mezi Metodou A a Metodou B - v8echna Site [ v§ichni Techniki

Metoda A
Pozitivni Negativni
Pozitivni 891 40
Metoda B —
Negativni 33 1304

Shoda pozitivnich (%) =
Shoda negativnich (%) =
Celkové shoda (%) =

96.43% (891 / 924)
97.02% (1304 [ 1344)

Kvalitativni porovnéni Metoda A vs Metoda C
Vzhledem k tomu, Zze Metoda C vykézala neur¢ité vysledky u mnoha vzorkd, byla procentudini shoda pozitivnich a negativnich
vysledkl vypocitdna podle obou relevantnich scéndru:
Uncertain Counted Towards Positives

96.78% (2195 [ 2268)

95% Interval spolehlivosti = 95.03 - 97.45%
95% Interval spolehlivosti = 95.97 - 97.81%

95% Interval spolehlivosti = 95.97 - 97.43%

Shoda u pozitivnich vzorkii | Shoda u negativnich vzorkt Celkova shoda vzorku
Metoda A vs Metoda B
(95% 1) (95% C1) (95% CI)
Technik A 97.5% (155/159) 80.3% (187/233) 87.2% (342/392)
) (93.7 - 99.0%) (747 - 84.9%) (83.6 - 90.2%)
Sttel Technik B 98.3% (174/177) 87.4% (188/215) 92.4% (362/392)
(95.1- 99.4%) (82.4 - 91.2%) (89.3 - 94.6%)
Technik A 100% (125/125) 85.3% (192/225) 90.6% (317/350)
) (97.0 - 100.0%) (80.1- 89.4%) (87.1- 93.2%)
Site 2 rechik 100% (139/139) 91.0% (192/21) 94.6% (331/350)
(97.3-100.0%) (86.4-94.2%) (91.7 - 96.5%)
Technik A 100% (155/155) 87% (206/237) 92.1% (361/392)
o3 (97.6 - 100.0%) (82.0-90.7%) (88.9 - 94.4%)
Site Technik B 98.8% (167/169) 91.9% (205/223) 94.9% (372/392)
(95.8 - 99.7%) (87.6 - 94.8%) (92.3-96.7%)

Vysledky porovnani Metoda A vs Metoda C pro vSechna Site a vSechny Techniky — souhrnné uvedeny nize:

Metoda A
Pozitivni Negativni
Pozitivni 915 174
Metoda C —
Negativni 9 1170

95% CI: 98.39 - 99.55%
95% CI: 85.15 - 88.74%
95% CI: 90.74 - 92.98%

Shoda pozitivnich vysledkd: 99.03 % (915/924)
Shoda negativnich vysledk: 87.05 % (1170/1344)
Celkové shoda v procentech: 91.93 % (2085/2268)

Neuréité vysledky zapoéitany jako negativni

Shoda u pozitivnich vzorkdi | Shoda u negativnich vzorki Celkova shoda vzorku
Metoda A vs Metoda B
(95% CI) (95% 1) (95% 1)
Technik A 93.1% (148/159) 94.0% (219/233) 93.6% (367/392)
site ] (88.0 - 96.1%) (90.2 - 96.4%) (90.8 - 96.5%)
Technik B 90.4% (160/177) 99.1% (213/215) 95.2% (373/392)
(85.2 - 93.9%) (96.7 - 99.7%) (92.6 - 96.9%)
99.2% (124 7% 3%
Technik A (124/125) 94.7% (213/225) 96.3% (337/350)
site 2 (95.1- 99.9%) (90.9 - 96.9%) (93.8 - 97.8%)
Ite
Technik B 95.0% (132/139) 98.1% (207/21) 96.9% (339/350)
(89.9- 97.5%) (95.2 - 99.3%) (945 - 98.2%)
Technik A 96.1% (149/155) 97.1% (230/237) 96.7% (379/392)
site 3 (91.8 - 98.2%) (94.4 - 98.1%) (94.4 - 98.1%)
Technik B 90.5% (153/169) 98.7% (220/223) 95.2% (373/392)
(85.2-94.1%) (96.1-99.5%) (92.6 - 96.9%)
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Vysledky porovndni Metoda A vs Metoda C pro v§echna Site a vSechny Techniky — souhrnné uvedeny nize:

Metoda A
Pozitivni Negativni
Pozitivni 866 42
Metoda C
Negativni 58 1302

Shoda pozitivnich vysledkd: 93.72 % (866/924)

Shoda negativnich vysledk(: 96.88% (1302/1344)
Celkova shoda v procentech: 95.59 % (2168/2268)

Kvalitativni porovnéni Metoda B vs Metoda C

Vzhledem k tomu, Ze Metoda C mGze kromé pozitivniho nebo negativniho vysledku produkovat také vysledek ,neurgity” (UNC),
byla shoda mezi metodami vypoc€itdna ve dvou scéndrich: jednou s tim, Ze neurcité vysledky byly povazovany za pozitivni, a

podruhé s tim, Ze byly povazovdny za negativni:

95% CI: 91.97 - 95.11%
95% CI: 95.80 - 97.68%

UNC povaZovano za pozitivni - pro kazdé Site a kazdého Technika

95% Cl: 94.67 - 96.36%

Shoda u pozitivnich vzorkl

Shoda u negativnich vzorkt

Celkovéa shoda vzorkt

Metoda A vs Metoda B (95% C1) (95% ci) (95% c1)
Technik A 100.0% (162/162) 83.0% (191/230) 90.1% (353/392)
site ] (97.7 -100.0%) (77.7 - 87.3%) (86.7 - 92.7%)
Technik B 99.4% (170/171) 86.4% (191/221) 91.8% (360/392)
(96.8 - 99.9%) (81.3 - 90.3%) (88.7 - 94.2%)
Technik A 100.0% (138/138) 90.6% (192/212) 94.3% (330/350)
Site 2 (97.3-100.0%) (85.9 - 93.8%) (91.3-96.3%)
Technik B 100.0% (142/142) 92.3% (192/208) 95.4% (334/350)
(97.4 -100.0%) (87.9 - 95.2%) (92.7 - 97.2%)
Technik A 99.3% (150/151) 85.5% (206/241) 89.9% (356/392)
Site 3 (96.3 - 99.9%) (80.5 - 89.4%) (86.5 - 92.5%)
Technik B 99.4% (166/167) 91.6% (206/225) 94.9% (372/392)
(96.7 - 99.9%) (87.2-94.5%) (92.3-96.7%)

Kombinovand kvalitativni shoda mezi Metodou B a Metodou C pro véechna Site [ véechny Techniky (UNC povazovano za

pozitivni):
Metoda B
Pozitivni Negativni Celkem
Pozitivni 928 160 1088
Metoda C -
Negativni 3 n77 180
Celkem 931 1337 2268

Shoda pozitivnich vysledk(: 99.7 % (928/931)

Shoda negativnich vysledka: 88.0 % (1177/1337)
Celkové shoda v procentech: 92.8% (2105/2268)

95% ClI: 99.1 - 99.9%
95% Cl1: 86.2 - 89.7%
95% CI: 91.7 - 93.8%

UNC povaZovéano za negativni — pro kazdé Site a kazdého Technika

Shoda u pozitivnich vzorki

Shoda u negativnich vzorku

Celkové shoda vzorkt

Metoda B vs Metoda C (95% 1) (95% ci) (055 1)
Technik A 95.7% (155/162) 97.0% (223/230) 96.4% (378/392)
Site | (914 - 97.9%) (93.9 - 98.5%) (941 - 97.9%)
Technik B 94.2% (161/171) 99.6% (220/221) 97.2% (381/392)
(896 - 96.8%) (975 - 99.9%) (95. - 98.4%)
Technik A 98.6% (136/138) 100.0% (212/212) 99.4% (348/350)
Site 2 (94.9 - 99.60%) (98.2 - 100.0%) (97.9 - 99.8%)
Technik B 95.8% (136/142) 100.00% (208/208) 98.3% (344/350)
(911- 98.1%) (98.2 - 100.0%) (96.3 - 99.2%)
Technik A 98.0% (148/151) 96.7% (233/241) 97.2% (381/392)
i (94.3 - 99.3%) (93.6 - 98.3%) (95.1 - 98.4%)
Site 3 Technik B 92.8% (155/167) 99.56% (224/225) 96.68% (379/392)
(87.9 - 95.8%) (97.5 - 99.9%) (94.4 - 981%)
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Kombinovana kvalitativni shoda mezi Metodou B a Metodou € pro viechna Site [ vSechny Techniky (UNC povazovéno za

negativni):
Metoda B
Pozitivni Negativni Celkem
Pozitivni 891 17 908
Metoda C
Negativni 40 1320 1360
Celkem 931 1337 2268

Shoda pozitivnich vysledk(: 95.7% (891/931)

Shoda negativnich vysledkd: 98.7% (1320/1337) 95% CI: 98.0 - 99.2%

Celkova shoda v procentech: 97.5% (2211/2268) 95% ClI: 96.8 - 98.1%
Ve vSech pfipadech byla kvalitativni shoda mezi metodami interpretace velmi vysokd, coz naznacuje, ze vSechny tfi Metoda
(ruéni mikroskop, digitalni &teni ze skeneru dIFine® a automatické vyhodnoceni ze skeneru diFine®) spolu dobfe koreluji a vykazuji
jen velmi mdlo nesrovnalosti..
Navic byly stanovené vzory porovnany napfi¢ riznymi metodami interpretace; vzorky, které nemély zadny vzor (tj. ,negativni),
a vzorky, které vykazaly neuré&ité vysledky (tj. ,UNC*), byly zahrnuty do analyzy shody vzorti mezi riznymi metodami
interpretace, jak je uvedeno v tabulce nize:

95% CI: 94.2 - 96.8%

Metoda A vs Metoda B

Metoda A vs Metoda C

Metoda B vs Metoda C

Procentudlni shoda (%)
(#Shoda [ Celkem#)

Procentudlni shoda (%)
(# shoda [ Celkem #)

Procentudlni shoda (%)
(# Shoda [ Celkem #)

[95% ClI] [95% ClI] [95% cl]
Technik A 98.5 (386/392) 84.2 (330/392) 83.9 (329/392)
site ] [96.7 - 99.3%] [80.2 - 87.5%] [80.0 - 87.2%]
Ite
Technk B 97.7 (383/392) 85.0 (333/392) 85.2 (334/392)
[95.7 - 98.8%] [81.1- 88.2%] [81.4 - 88.4%]
Technik A 96.9 (339/350) 86.0 (301/350) 86.9 (304/350)
) [94.5 - 98.2%] [82.0 - 89.3%] [82.9 - 90.0%]
Site 2
Technik B 97.7 (342/350) 86.6 (303/350) 87.1(305/350)
[95.6 - 98.8%] [82.6 - 89.8%] [83.2 - 90.3%]
Technik A 98.47 (386/392) 88.3 (346/392) 88.5 (347-392)
[96.7 - 99.3%] [84.7 - 911%] [85.0 - 91.3%]
Site 3
Technik B 98.2 (385/392) 88.0 (345/392) 87.5 (343/392)
[96.4 - 99.1%] [84.4 - 90.9%] [83.9 - 90.4%]
Kombinaci v8ech tff pracovist vznikla nésledujici shoda vzor(:
Poéet shod vzori [ Celkovy poéet vzorkt Procentudlni shoda (%) 95% Cl
Metoda A vs Metoda B 2221/2268 98.0 97.3-98.4%
Metoda A vs Metoda C 1958/2268 86.3 84.9-87.7%
Metoda B vs Metoda C 1962/2268 86.5 85.0-87.9%

Vzorky, které byly pozitivni alespon jednou metodou na kazdém Site, byly titrovany az do koncového fedéni a interpretovany
v§emi tfemi metodami. Vzorky, které byly kvalitativné pozitivni vdemi tfemi metodami na kterémkoli Site, mohly byt porovnény
z hlediska shody koncového fedéni. Na Site 1 bylo titrovéano 156 vzorkd, na Site 2 celkem 133 vzorkd a na Site 3 bylo titrovéno 154
vzorkd. Vzhledem k tomu, Ze na kazdém Site interpretovali vysledky dva Techniki pomoci metod A a B, vzniklo celkem 886
pripady, kdy bylo mozné porovnat stanoveni koncového fedéni mezi Metodou A a Metodou B, Metodou A a Metodou C a
Metodou B a Metodou C. Pocet pripadd, kdy se tato stanoveni shodovala véetné tolerance + jedno dvojnésobné fedéni, je
uveden v tabulce nize:

Kombinovana shoda koncového titru (v§echna Site [ vichni Techniki)

Interpretace [+ 1Redéni]/ Celkovy poget vzorkd Procentudlni shoda (%) 95% ClI
Metoda A vs. Metoda B 880/886 99.32 98.53 - 99.69%
Metoda A vs. Metoda C 879/886 99.21 98.38 - 99.62%
Metoda B vs. Metoda C 880/886 99.32 98.53 - 99.69%
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Toto porovndni ukazuje, ze shoda v uréeni koncového fedéni mezi metodami je vysokd a Ze se vyskytlo jen velmi malo pripadd,
kdy koncové fedéni stanovené jednou metodou se liilo o vice neZ + jedno Ffedéni oproti jiné metodé..

Celkové tato data ukazuji, Ze automaticky rozpoznany vzor pomoci systému diFine® (Metoda C) souhlasi s vysledky Metoda A
a/nebo Metoda B (neautomatizované Metoda rozpozndvéni vzor) u vétsiny vzork(. Nicéné kone&né rozhodnuti stdle zlstavéa
v odpovédnosti vyskoleného pracovnika.
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