LABOSERYV s.r.0., Hudcova 532/78b, 612 00 Brno

ENACHECK C€
Kat.¢.: 5453
Pro in vitro diagnostiku.

IMUNOBLOT pro detekci IgG protilatek proti extrahov atelnym jadernym antigenim
autoimunitnich revmatickych chorob (kolagenova cévhonemocréni) v lidském krevnim
séru nebo plazné.

1. Obecné aspekty

ENACHECK je in vitro test pro detekci IgG protilatek proti charaktecisgm
cytoplazmatickym a nuklearnim antigen v lidském krevnim séru a plazm

Tento imunoblot je navrzen jakotazny test pro odliSeni revmatickych chorolisgbenych
autoimunitnimi poruchami od jinych chorob.

2. Autoimunitni revmatické choroby
Autoprotilatky jsou imunoglobuliny zaghené proti endogennim strukturdm a Ize je detekovat
v séru, plazm a dalSich desnych tekutinach. Vifpact kolagenového cévniho onemeon
kdy je zasazena pojivova tk&dochazi k tvor® zarétu, ztrat elasticity a vzniku bolesti.
Podle klinickych symptotin se tyto choroby ifpisuji revmatickym porucham, také znamym
jako choroby pojivové tkan

- Systémovy lupus erythematodes (SLE)
Sjogreriiv syndrom (SjS)
SmisSené onemoéni pojivoveé tkag (MCTD)
Progresivni systémova scleroderma (PSS)
Myositida
Ackoli patogeneticky vyznam autoprotilatek jeseni zcela objagn, stanoveni autoprotilatek
je dilezité s ohledem na stanoveni diagnézy.

3. Diagnostika
Rekombinantni antigeny, nativni histony, dsDNA kélso givodu a smis rekombinantnich a

syntetickych SmD jsou imobilizovany na nitrocelud®2 membrativ nasledujicim p@di:
V tomto testu je pouzito 13 rekombinantnich antigen

RNP68 specificky ribonukleoprotein (68 kDa) sést spliceozomu

Reaction control

RNPA specificky ribonukleoprotein (34 kDa) s@ist spliceozomu

RNPC specificky ribonukleoprotein (22 kDa) gést spliceozomu Cutoff

SmB smith-protein B (28 kDa), jaderny protein sptizomu =  RNPGS

SmD smith-protein D (16 kDa), jaderny protein sptizomu RNPA : RNPC

SSA60 sodast malych cytoplazmatickych ribonukleoproteinkoexl hY-RNP, SmB -
zapojeného do translace mRNA mm  SMD

SSA52 sodast malych cytoplazmatickych ribonukleoproteinkoexl hY-RNP, S5A60
zapojeného do translace mRNA | SSAS

SSB fosfoprotein-satast malych cytoplazm. ribonukleoprotein-kompieRY - o8 : Rib-P
RNP, zapojenych do terminace transkripce RNA-pohaseu-111 PCNA e

Rib-P kysely fosfoprotein (36 kDa) ribozomalnich RiNnezbytnych pro transladi B = CENPB

PCNA jaderny antigen proliferujicich bkl (36 kDa), cyklin a asisteéni protein| *7° = ol
DNA-polymerasyb o :

CENPB t;:erltlzomerprotein B (80 kDa)ast g segregaci chromozaimdélicich se ' | apna

uns
Scl 70 DNA-topoisomerasa | (100 kDa)
Jo-1 Histidyl-tRNA-synthetase (50 kDa)

HistonH1 | nativni histon H1

dsDNA lidska dsDNA
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4. Princip testu
Antigeny ENACHECKuU jsou odvozeny z antigek. coli burgk nebo Sf21 hmyzich bék a

pomoci chromatografickych metod jsou vysoce purifikny. Diky tomu nedochazi k ruSeni a
kiizovym reakcim jednotlivych antigén
Na nitrocelulosovou membranu jsou navazany rekoartiiri, vysoce purifikované proteiny,
nativni histony, dsDNA a s&s rekombinanich a syntetickych SmD. Matrice je poté
rozstihana na stripy.
Stripy jsou inkubovany s maknym sérem nebo plazmot&imz dochazi k navazani protilatek
specifickych k antigeim na stripu. Nevyvazané protilatky jsou poté odneyty druhém kroku
jsou stripy inkubovany s anti-lidskymi IgG zZfeymi Kenovou peroxidasou. Specificky
vyvazané protilatky jsou detekovany pomoci bareeadkce katalyzované peroxidasou. Dojde-
li k vazbs mezi antigenem a protilatkou, objevi se #i@glpSném mist stripu tmavy prouzek —
tzv. band.
Na hornim konci kazdého testovaciho stripu jsodesedbe dva kontrolni prouzky:
1. kontrola reakce podislem testovaciho prouzku: musi se objefiikpzdém testu
2. cut-off kontrola: pro kontrolu barviciho procesk ayhodnoceni testovaciho prouzku;
intenzita zabarveni tohoto bandu poskytuje z&klaxd lwdnoceni reaktivity protilatek
jako pozitivni, dubiézni nebo negativni.

5. Obsah soupravy
Kazda souprava obsahuje reagencie v mnozstvidajistan pro20 vySeteni:

Testovaci prouzky| 2 x zkumavka s diflovanymi testovacimi prouzky potazenymi
rekombinantnimi antigeny, nativnimi histony a¢sin
rekombingnich a syntetickych SmD

Promyvaci roztok | 100 ml | Promyvaci roztok A (10x koncentrovany) ohgat fosfatovy

A 10x pufr, NaCl, KCI, detergent, konze®rd latky
methylisothiazolon (<0,1%) a oxypyrion (<0,2%)
Mlécny prasek 2 X prasek sbiraného mléka
259
TMB substrat 40 ml roztok tetramethylbenzidintiifpo k pouziti)
Konjugat 1gG 500 pl | kradi anti-lidsk& IgG konjugovana s HRPOOXx

koncentrovana, zeleny uzéér), obsahuje NaN3 (<0,1%),
MIT (<0,1%), chloracetamid (<0,1%)

Inkubani misky | 2 x
s krycim vEkem

Plastova pinzeta 1x
Navod k pouZziti 1x
Vyhodnocovaci 1x
tabulka

6. DalSi potitebné reagencie a vybaveni, které nejsou stasti soupravy

- deionizovana voda

- vakuovy odsavaci systém s odpadni nadobou a dksimfa dekontaminaci infékich
roztoki

- mikropipety s jednorazovymi Sfkami
trepaka na bloty

- odmeérny valec
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7. Informace o testu a reagenciich

Bezpe&nostni opaeni

- Pracujte v ochrannych rukavicich.

- Konjugat obsahuje azid sodny, MIT a chloracetamighnéte se kontaktu sii a
sliznicemi.

- VSechny reagencie a material, kten§jge do kontaktu s potenciainnfekénimi vzorky,
musi byt ped likvidaci desinfikovany nebo autoklavovany 1 inodaxi 121°C.

- Se stripy pracujte opatérpomoci plastové pinzety.

- Inkub&ni misky nepouzivejte opakowvan

7.1 Zachazeni se soupravou

- Reagencie skladujterigeplo® 2—8°C, nezmrazujte. VSechny komponenty soupracitee
pied pouzitim nejmén 30 minut temperovatip laboratorni teplat Cela procedura je
provadna @i laboratorni teplat

- Pred samotnou analyzou testovana séra a konjugét gobtepte.

- Zkumavky obsahujici testovaci prouzky otvirejtertepsné pred pouzitim, aby v nich
nedochazelo ke kondenzaci vihkosti. Nepouzité pgopuiechejte ve zkumavce a dale
skladujte pi 2—8°C (zkumavku uzavirejte velmi paymprouzky nesmi zvihnout!).

- Nepouzivejte soupravu po uplynuti doby exspiracezadgnujte reagencie pochazejici
z raiznych vyrobnich Sarzi.

- Testovaci stripy jsoudtslovany a ozngeny zkratkou fisluSného testu

- Chraite vSechny satasti soupravy fed gimym slunénim swtle.

- Test musi provad zaskoleny pracovnik.

- Automatizace je mozna — kontaktujte dodavatele

7.2 Hiprava roztoku

Priprava promyvaciho roztoku A k pFimému pouZziti

Pufr je pouzivan k promyvani afledni vzorki séra a konjugatu. Podle gio testovanych
prouzli pripravte odpovidajici objem promyvaciho pufru (dibulky 1). Nejprve rozpuse
miléeny prasek v koncentratu promyvaciho pufru a palsikési pridejte deionizovanou vodu
(Feckéni 1+9). Takto fipraveny promyvaci roztok A fize byt uchovavanip2 - 8 °C po dobu 4
tydna.

Tabulka 1: Priprava promyvaciho pufru

Pocet Koncentrét - .| Promyvaci pufr
i VS L Deionizovana Y
pouzitych | Mléény prasek promyvaciho k pFimému

(o voda wor
test. stript pufru pouZziti
1 0,19 +2 ml +18 ml =20 ml
2 0,29 +4 ml +36 ml =40 ml
3 0,39 +6 ml +54 ml =60 ml
5 0,59 +10 ml +90 ml =100 mi
10 1lg +20 ml +180 ml =200 ml
20 29 +40 ml +360 ml =400 ml
25 259 +50 ml +450 ml =500 ml

Priprava roztoku IgG konjugatu
Pracovni roztok konjugatu musi bytigraven bezprostdre pred pouzitim. Konjugét
pripraveny k gimému pouziti nelze dale skladovat. Jeden dil katnoeaného IgG konjugatu
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je fedn 100 dily pracovnihaedini promyvaciho roztoku (1+100). Pouzité objemy jsou
uvedeny v tabulce 2.
Tabulka 2: Objemy pro Fedéni IgG konjugatu

oo Promyvaci roztok
pouzitych | Koncentrovany IgG | . "o V! .o
test. stript konjugat pFipraveny k primemu

| pouziti
1 204 2 ml
2 40l 4 ml
3 60u 6 ml
5 100l 10 ml
10 200l 20 ml
15 300pl 30 ml
20 400l 40 mi

Roztok substratu

Substréat je fipraven k pimému pouziti! Roztok nechejte vytemperovat na fdatooni teplotu
(18-25°C). Pipetujte vzdyistou Sptkou, aby nedoSlo ke kontaminaci roztoku substratu a
naslednému snizZeni senzitivity testu.

7.3 Skladovani a stabilita

Reagencie skladujteigeplot 2-8°C.

Pracovniredni promyvaciho pufru ize byt i 2-8°C skladovano po dobu 4 tyidn
Roztok konjugatu musi byfipraven vzdyerstvy.

8. Vzorky
Vzorek séra nebo plasmy separujte bezpedst po odlEru.

Dbejte na to, aby nedoSlo k mikrobialni kontaminamrki. Nerozpustné substance ze vZork
odstraite centrifugaci.

Lipemické, hemolytické nebo zakalené vzorky zvyfgzadi reasni hladiny, ¢imz snizuji
validitu vysledki, a proto nesmi byt pouzivany.

Dilezité! Neni-li test proveden okam#it mohou byt vzorky skladovany maxima@r tydny
pii teplot 2-8°C. Déle Ize vzorky skladovatipminimalni teplo# —20°C. Opakované
zmrazovani a rozmrazovani vzarkeni dopordovano, zhorSuje se tim kvalita vysledk

9. Postup testu
9.1.0Obecns:

Reprodukovatelnost vysletlkzvisi velkou mirou naidledném promyvani testovacich sirip

9.2. Inkubace vzorki

1. Jeden Zlabek inkubai misky je uéen pro jedno testované sérum. Do kazdého Zlabku
pipetujte 2 ml pracovnihtedéni promyvaciho pufru A. Nasledrkazdy testovaci prouzek
(oznaenou stranou vaiu) pomoci plastoveé pinzety opatrpondte do gislusného zlabku
naplreného promyvacim pufrem.

Dilezité! Prouzky musi byt v promyvacim pufru A zcela pafemy. Zkumavku acdislo

pouzitého prouzkisi zaznamenejte do vyhodnocovaci tabulky.
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2. Pridani vzork
Pracovni postup: 2@l na&edného vzorku (lidské sérum nebo plasma) je pipetovdm
odpovidajiciho Zlabku (vznikne ta&dni 1 + 100).
Zaznamenejtéisla vzorki do vyhodnocovaci tabulky.
Zakryjte inkub&ni misku plastovym krytem a za jemnéltepani pi pokojové teplat 1
hodinu inkubujte.
Dilezité! Dejte pozor, & se inkubované roztoky nedostanou do jinych Zlabkabraite
zejména vystknuti tekutiny pf otevirdni a zavirani vka (riziko k‘izové kontaminace).

9.3. Promyti

1. Po inkubaci opatmsejntte plastové Wwko z inkub&nich misek.

2. Naredkné séra z jednotlivych zlablopatrré odsajte.

Dilezité! Kazdy roztok odsavejtéistou nebo v deionizované védlikladné vyplachnutou

Spickou, aby nedoSlo kei&ové kontaminaci vzoek P# pouziti automatické promywuky

dbejte pokyui vyrobce.

3. Poté pipetujte do kazdého Zzlabk ml pracovnihofedni promyvaciho pufru a pro
dukladné promytb minut jemre ttepejte. Po uplynuti této doby promyvaci pufr odsaijt

4. Opakujtetiikrat bod 3.

9.4. Inkubace s konjugatem

Po promyti prouzk pipetujte do kazdého Zlabku ml pripraveného roztokikonjugatu (viz
tabulka 2) a za jemnéhtepani pi pokojove teplat inkubujte45 minut. Inkuba:ni miska musi
byt opst zakryta plastovym ¥kem.

9.5. Promyti
Roztok konjugéatu z jamek odsajte a prouzkytggomyjte (9.3.).

9.6. Reakce se substratem

1. Do kazdého Zlabkurigejte 1.5 ml roztoku substratu a za mirnéhepani inkubujte ib
pokojové teplat. Reakci nefetrzitt pozorujte.

2. Pozorujte barvici proces. Barveni b§lartrvat ccad minuty. Reakci niZzete ukotiit,
jakmile je viditelny kontrolni banclt-off.

9.7. Ukorteni reakce

1. Po odsati roztoku prouzkiilkrat kratce promyjte v deionizované vod

2. Poté je pinzetou opatrvyjméte, vloZzte mezi 2 vrstvy savého papiru a vysousasie2
hodiny. Prouzky pak fizete pilepit k prilozené vyhodnocovaci tabulce. Vysledek zapiste
do protokolu.

3. Prouzky by ndly byt skladovany tak, aby byly chrémy pred swtlem.
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10.

Souhrn pracovniho postupu

Vytemperujte vSechny reagencie na pokojovou teplotu

N

Pipetujte2 ml pracovnihaedni promyvaciho pufru do kazdeho Zlabku inkirdanisky
a plastovou pinzetou opatrrvlozte testovaci prouzek ozfgmou stranou vziu.
Prouzky musi byt zcela poreny.

Do odpovidajiciho Zlabkpipetujte20 ul na'edéného vzorku.

Inkubani misku zakryjte a za jemnéhi@pani inkubujtdl hodinu pii pokojové teplot

Trikrat po 5 minutach na tepace promyjte

Do kazdého zlabku pipetujeml pripraveného roztokionjugatu

Misku zakryjte a za jemnéhgepani inkubujtel5 minut pri pokojové teplo¥

Trikrat po 5 minutach na fepace promyjte

Do kazdého zlabku pipetujie5 mlroztokusubstratu a jemnéhoitpanicca ¢ minuty
inkubujte i pokojové teplot

Prouzky promyjte nejmétiikrat v deionizované vatl

Prouzky nechte 2 hodiny susit mezetha vrstvami savého papiru. Gttde vysledek a
vyhodna’te

11.

Vyhodnoceni

11.1 Hodnoceni intenzity prouzk

1.

2
3.

Do vyhodnocovaci tabulky zaznamenejte datum, Saérslo zkumavky, steghjako dete-
kovanou tidou protilatek.

. Do protokolu zadejte identifikai ¢isla vzork.

Nyni priloZzte odpovidajici testovaci prouzek na odpov@apolicko vyhodnocovaci

tabulky bandem kontroly reakce na oze@ou linii. K fixaci prouzku pouZzijte pravitko a

prihlednou lepici paskou jefipevréte nad ozng&nou linii. Upiné pilepeni testovaciho
prouzku lepidlem nebo phlednou lepici paskouine vést ke z&nam zbarveni.

Nyni vyhodna'te zabarvené bandy na testovacim prouzku (viz kal®)l a vysledek zapiste

do vyhodnocovaci tabulky a do protokolu.

11.2. Kontrolni vysledky
Test mize byt hodnocen, pokud jsou sghia nasledujici kritéria:

Kontrolni band reakce (nejvrc§si) je vyrazg zbarveny, tmavy.
Cut-off kontrola tvrty band): slabé, ale jasevidentni zbarveni.

Tabulka 3: Intenzita prouzk v zavislosti na cut-off kontrole

Prouzek Intenzita
bez reakce nebo intenzita slabsi nez cut-off -
stejnd intenzita jako cut-off +-
mirn¢ silngjSi intenzita nez cut-off +
silngjSi intenzita nez cut-off ++
velmi silnd intenzita +++

11.3 Vysledky testu
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Pro spravnou analyzu jsou nevyhnutelné jasné bamdigeri a nizka interference pozadi.
Pokud toto test nesplje, je doportieno ho opakovat. Pokud na testovacim prouzku neni
Zadny band nebo pouze 1 s intenzitou +/-, je tegativni. Vice bands intenzitou +/- znda
hranini vysledek a vyZaduje dalSi&eni (novy odbr séra).

Pokud jeden band vykazuje vySSi intenzitu nez €uf-6 nebo silijsi), je vysledek testu
pozitivni.

11.4. Interpretace testu
Nekteré z anti-jadernych protilatek jsou specifické den druh onemoéni pojivové tkas.
Protilatky k nasledujicim auto-antigen jsou signifikantnimi serologickymi markery
vzhledem k onemoenim, které jsou uvedeny nize:
- Rib-P pro SLE
- PCNA pro SLE
- Scl 70 pro Progresivni systémovou sklerodermu
-  CENP-B pro CREST-syndrom
- RNP 68 pro MCTD

Jo-1 pro Myositidu
Vsechny ostatni antijaderné protilatky, které jsteiekovatelné ENACHECKem jsou n#én
specifické s ohledem nézané typy onemoaimi pojivovych tkani a mohou se vyskytovat u vice
typt téchto onemoceni. Diky tomu je pesné udfeni jednotlivého typu onemod&mi pon“akud
jednotllvych autoprotilatek v %, ktera jsou vztazema Jednotllve typy onemoémi. Srovnani
vysledného antigenniho profilu ¢etnostmi vyskytu v tabulce 4 umoZznirozliSeni mezi
jednotlivymi chorobami.
Nutno brat na &omi, Ze odchylky od pracovniho postupu mohou Wsiespravné
interpretaci. Fedepsané inkuldai casy musi byt strikihdodrzovany.
Pro diagnostikovani revmatickych autoimunitnich rapereni by nely byt brany v avahu jak
klinické vysledky, tak fislusSna anamnéza.
Negativni vysledek testu nevyluje moznost autoimunitniho onemeon

Tabulka 4: ¢etnost vyskytu v %

SLE SjS | MCTD | PSS* | Myositida zdravy: zdravy:
(Jo-1 pos.) darce krve | problémové
n=226| n=43 | n=16 | n=22 n=22 n=200 sérum**
n=401
RNP68 10 0 81 5 0 1 1
RNPA 11 0 69 0 0 0 0
RNPC 16 0 69 0 0 0 2
SmB 20 0 38 0 0 0 1
SmD** 16 0 0 0 0 0 2
SSA60 20 77 13 5 9 0 0
SSA52 32 91 38 9 50 1 2
SSB 7 77 0 5 14 1 1
Rib-P 11 0 0 0 5 2 2
PCNA 0,5 0 0 0 0 0 0
CENPB 1 0 13 95 0 0 0
Scl 70 0,5 0 0 9 0 0 0
Jo-1 1 0 0 5 55 0 0
Histon H1 10 0 19 0 0 0 2
dsDNA*** 21 0 0 0 0 1 0
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Ur¢enicetnosti vyskytu z nasledujicihodto sér: SLE (n=226), SjS (n=43), MCTD (n=16),
PSS (n=22), Myositida (n=22), darci krve (n=20®@temcial® interferujici séra (n=401).
Potencial® interferujici séra pochézela z ** EBV (n=47), Baia (n=42), Yersinia (n=13),
tehotné Zeny (n=95), dalSi revmatické autoimunitnérahy (Imunovaskulitida, revmatoidni
artritida) (n=74), ikterick& séra (n=40), hemolitacséra (n=42), lipnicka séra (n=48)

* omezend a roz&na forma PSS

** SmD byl do ENACHECKu IgG zahrnut v 12/2006etnost vyskytu SmD byla studovana
zvlas. Patet studovanych sér: SLE (n=108), SjS (n=4), MCTB3n PSS (n=17),
Myositida (n=15), darci krve (n=100), poteriinterferujici séra (n=50) (10 oghiotnych
Zen, 10 ikterickych, 10 hemolytickych, 10 lipiekych a 10 sér pozitivnich na revmatoidni
faktor)

*+ gutoantigen dsDNA byl no¥ stanoven v 3/0%etnost vyskytu autoprotilatek proti dsDNA
byla studovana z nasledujicih@tocsér: SLE (n=117), SjS (n=5), MCTD (n=3), PSS
(n=27), Myositida (n=8), darci krve (n=10phtencialg interferujici séra (n=50) (10 od
thotnych Zen, 10 ikterickych, 10 hemolytickych, gemickych a 10 sér pozitivnich na
revmatoidni faktor)

Tmavé testovaci prouzky:

Néktera séra pacieint mohou vyvolat celkové ztmavnuti nebo zbarveni hoelé
nitrocelulézového prouzku (nApu sér pacieiit s alergii na mkéné proteiny). Hodnoceni
téchto prouzk je obvykle moZné pouze sditym omezenim. Nap inverzni prouzky (bilé
prouzky na tmavem pozadi) jsou hodnoceny jako nagatOdpovidajici sérum by &¢o byt
znovu testovano s pouzitim jinych sérologickychadet

12.Klinické vysledky

12.1. Resnost: odvozeno z negativnich a problematickych sé

ENACHECK

Celkem | negativnj dualni pozitivni
darci krve 200 189 10 1
potencial@ kiizow-reaktivni séra EBV-, borrelii{ 197 174 18 5
a Yersinii-infikovanych a¢hotnych Zen
stanovena negativni séra 17 17 0 0
problematické séra —iktericka, hemolyticka a | 130 116 10 4
lipemickéa
Jina revmaticka autoimunitni onem@on— 74 67 4 3
imunovaskulitida, revmatoidni artritida
Presnost
zohledrina pouze pozitivni séra 98 %
zohledrny pozitivni a dualni vysledky 91,1 %

12.2. CDC-séra*

Nasledujici tabulka ukazuje konfirmaci autoproelaENACHECKem v 9 sérach, ktera byla
poskytnuta Nadaci Artritidy a CSC (Centrum pro koht a prevenci nemoci, Atlanta, USA).
Tato séra byla specifikovana ritgpou imunofluorescenci.

Dalsi informace jsou k dispozici u ALLDIAG.
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CDC | CDC | CDC | CDC | CDC | CDC | CDC CDC CDC | CDC | CDC
#1 #2 #3 #4 #5 #6 #7 #8 #9 #10 #12

CDC* SSB RNP, | RNP Sm Jadér{ SSA | Centro- | Scl70| Jo-1 PO
SSB, kovy mera

RNP68 | - - + +

1
1
1
+

RNPA

RNPC

SmB

+ |+
1
1
1
+ |+ |+ |+ |+
1
1
1
1
1
1

SmD

SSA60 | - - - - - -

+|+
1
1
1
1

SSAS52 -

+ |+
+ |+
1
1
1
1
1
1
1
1

SSB -

1
1
1
1
+

Rib-P -

PCNA -

CENPB | - - - - - - 3 T - - -

Scl 70 - - - - - - - - + - -

Jo-1 - - - - - - - - - + -

histon H1| + - - - - - - - - - R

dsDNA | + - 3 - 3 - - : : 3 -

12.3. Citlivost: odvozena z definovanych sér (defény klinickym obrazem a/nebo
specifickymi antigennimi profily)

Definované sérum Ret tesh Pozitivni negativni
SLE 165 106 64
SjS 43 41 95
PSS 22 20 91
MCTD 16 16 100
Myositida (Jo-1 poz. 18 12 67
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