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AUTO I.D.° SSA/Ro und SSB/La AUTOANTIKORPER-TESTSYSTEM

Nur zur In vitro-Diagnostik
Fiir Professionellen Gebrauch

BEABSICHTIGTER VERWENDUNGSZWECK: Das AUTO 1.D.® SSA/Ro und SSB/La Autoantikérper-Testsystem ist
ein Ouchterlonie-Immundiffusionstestsystem zum Nachweis von Autoantikérpern gegen SSA/Ro, SSB/La und
andere Autoantigene in humanem Serum. Der Test dient als Hilfestellung bei der Diagnose von systemischem
Lupus erythematodes, Sjégren-Syndrom oder anderen rheumatischen Erkrankungen.

ZUSAMMENFASSENDE ERKLARUNG DES TESTS

In Kochsalzlésung I8sliche Zellproteine werden als extrahierbare nukledre Antigene oder ENA bezeichnet. ENA-
Antikérper werden mit mehreren Autoimmunsyndromen in Verbindung gebracht und haben offenbar einen
diagnostischen und/oder prognostischen Wert bei systemischer Sklerose (1, 2), gemischter Bindegewebskrankheit
(3-5), Sjogren-Syndrom (6, 7), Polymyositis (8), Dermatomyositis (9), systemischem Lupus erythematosus (5) und
rheumatoider Arthritis (10). Zu den haufiger auftretenden Antikdrper-Spezifizitdten zahlen: Smith (Sm);
Ribonukleoprotein (RNP oder U1-RNP); SSA/Ro; SSB/La; Jo-1; Scl-70 sowie PCNA (proliferierendes nukleares
Antigen, 11). Der antinukleare Antikérpertest (ANA) wird als Screening-Test fur diese Antikdrper verwendet, gibt
jedoch keinen Hinweis auf die Spezifizitat der Antikdrper, und Antikérper gegen einige ENA weisen keine positiven
ANA-Testwerte auf (12, 13). Es wird deshalb dringend ein zweiter Bestatigungstest fur Antikdrper gegen ENA
empfohlen (14).

SSA und SSB wurden ursprunglich als nukledre RNA-Proteinantigene bei Patienten mit Sjégren-Syndrom
beschrieben (6,7). Ro und La wurden als zytoplasmische RNA-Proteinantigene bei Patienten mit SLE beschrieben
(15, 16). Inzwischen wird allgemein akzeptiert, dass SSA und Ro analog sind, dass SSB und La analog sind, und
dass diese Antigene sowohl im Nukleus als auch im Zytoplasma vorkommen. Antikérper gegen SSA/Ro allein oder
SSA/Ro und SSB/La treten bei 70 bis 90% der Patienten mit subakut-kutanem Lupus auf (11, 17), sowie bei 85%
der Patienten mit Sjdogren-Syndrom, die eine Vaskulitis entwickeln (18). Antikérper gegen SSA/Ro allein treten bei
Patienten mit homozygotem Defekt der C2-Komplementarfraktion auf (11, 19), sowie bei Patienten mit primarer
biliarer Leberzirrhose, die Sjogren-Syndrom (20) entwickeln, und bei bis zu zwei Dritteln der Patienten mit ,ANA-
negativem SLE” (21).

FUNKTIONSWEISE DES TESTS

Fir den Nachweis spezifischer Antikdrper gegen nukledre Antigene steht eine Reihe von Tests zur Verfligung. Zu
den am héaufigsten verwendeten Methoden zahlen Ouchterlonie-Immundiffusion, passive Hamagglutination,
Kontraimmunelektrophorese und ELISA (14). Die Ouchterlonie-Immundiffusionsmethode (ID) wird derzeit am
haufigsten verwendet, da sie relativ einfach handzuhaben und zu interpretieren ist.

Das SSA/Ro und SSB/La AUTO 1.D.® Autoantikdrper-Testsystem von Immuno Concepts zum Nachweis von
Antikérpern gegen nukledre Antigene vom Typ SSA/Ro und SSB/La arbeitet mit der Ouchterlonie-
Immundiffusionstechnik. Der Test nutzt das spezielle nukledre Antigenpraparat von Immuno Concepts, das eine
Reihe nuklearer Antigene enthalt, welche mit Antikdrpern reagieren, wie sie bei Patienten mit systemischen
rheumatischen Erkrankungen auftreten.
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Das nukleare Antigen wird in die mittlere Vertiefung der Agarose-Platte gegeben, die umliegenden sechs
Probevertiefungen werden mit Kontrollseren und Patientenproben gefiillt. Nach Inkubation bei Zimmertemperatur
bildet sich im Agarose-Gel an der Stelle, an der das nukledre Antigen diffundiert und auf den homologen Antikérper
triftt, eine Prazipitatlinie. Die Seren werden auf Antigen-/Antikdrperspezifizitat gepruift, indem die Prazipitatlinien von
Patientenproben und Kontrollseren auf Identitat oder partielle Identitat untersucht werden. Seren, die keine
Préazipitatlinien bilden, sind als negativ einzustufen. Antikérper mit unterschiedlicher Spezifizitdt kénnen im Vergleich
mit den Kontrollseren dieses Tests nicht-identische Prazipitatlinien erzeugen.

SYSTEMKOMPONENTEN - IM LIEFERUMFANG ENTHALTEN

Verwendung: Alle Kontrollseren werden gebrauchsfertig geliefert. Es ist keine Verdiunnung, Aliquotierung oder
Rekonstitution erforderlich. Das nukleare Antigen ist lyophilisiert und muss vor Gebrauch mit destilliertem oder
deionisiertem Wasser rekonstituiert werden.

Aufbewahrung: Alle Komponenten kénnen im Kihlschrank bei 2-10°C aufbewahrt werden. Rekonstituiertes
nukleéres Antigen sollte innerhalb von 5 Tagen aufgebraucht oder in gefrorenem Zustand bei —20°C oder darunter
aufbewahrt werden.

Haltbarkeit: Alle Kontrollseren sind bis mindestens 12 Monate nach Herstellungsdatum haltbar. Agaroseplatten sind
bis mindestens 24 Monate nach Herstellungsdatum haltbar. Lyophilisierte nukleare Antigene sind bis mindestens 12
Monate nach Herstellungsdatum haltbar. Nach der Rekonstitution ist nukledres Antigen 5 Tage bei 2-10°C bzw. 90
Tage in gefrorenem Zustand bei —20°C oder darunter haltbar. Fir rekonstituierte Antigene ist es am besten, wenn
sie in 30 pl-Teilproben bei —20°C oder darunter aufbewahrt werden.

REAKTIVE REAGENZIEN

AUTO 1.D.® nukledres Antigen : Katalognummer 6050 (0,2 ml). Lyophilisiertes, von Saugetieren
extrahiertes nukledres Antigen, das Smith (Sm), U1-Ribonukleoprotein (RNP), SSA/Ro, SSB/La und andere
Antigene enthalt, die in der Regel mit Antikérpern von Patienten mit systemischer rheumatischer Erkrankung
reagieren. Jedes Flaschchen muss vor Gebrauch mit 200 ul destilliertem oder deionisiertem Wasser rekonstituiert
werden.

Herstellung: Die Metallkappe vom Antigen-Flaschchen abnehmen. Den Gummistopper vorsichtig abheben,
damit Luft in das Flaschchen gelangen kann. Den Stopper abnehmen und 200 pl destilliertes oder deionisiertes
Wasser in das Flaschchen geben. Den Gummistopper wieder aufsetzen und das Flaschchen sanft wirbeln, um
den Inhalt aufzulésen. Das rekonstituierte Antigen vor Gebrauch mindestens 30 Minuten stehen lassen, um
sicherzustellen, dass es vollstédndig geldst ist. Rekonstituiertes Antigen kann Tribungen aufweisen. Unmittelbar
vor Gebrauch nochmals wirbeln.

SSA/Ro und SSB/La Positivkontrollserum |CONTROL]| + |: Katalognummer 7002 (0,5 ml). Gebrauchsfertiges
Flaschchen mit Human-Antikérpern, die mit nukledren Antigenen vom Typ SSA/Ro und SSB/La reagieren. Dieses
Serum zeigt ausgepragte Prazipitatlinien, die mit den CDC-Referenzseren zu diesen Antigenen identisch sind.

SSA/Ro Positivkontrollserum |CONTROL] + |: Katalognummer 7001 (0,5 ml). Gebrauchsfertiges Flaschchen mit
Human-Antikérpern, die mit nukledren Antigenen vom Typ SSA/Ro reagieren. Dieses Serum zeigt eine ausgepragte
Prazipitatlinie, die mit dem CDC-Referenzserum zu diesem Antigen identisch ist.

NICHT-REAKTIVE KOMPONENTEN
AUTO 1.D.® Platten [PLATE]: Katalognummer 7010. Agarose-Platten mit sieben Vertiefungen, vornummeriert zur
leichteren Identifizierung der Proben.

Vorbereitung: Platten vor Offnen des Folienbeutels auf Zimmertemperatur (18-25°C) kommen lassen. Platte
vorsichtig aus dem Folienbeutel nehmen. Evtl. vorhandene Kondensation an der Innenseite des Deckels kann
mit Saugpapier oder einem flusenfreien Papierhandtuch entfernt werden. Die Agarose mdglichst nicht berthren.



ZUSATZLICH ERFORDERLICHE MATERIALI EN - NICHT
MIT GELIEFERT

Prazisionspipetten fir Volumina von 20 pl, 30 ul, 100 pl und 200 pl
Testrohrchen

Deionisiertes oder destilliertes Wasser
Immundiffusions-Leuchttisch mit VergroRerer

Einmalhandschuhe

OPTIONAL ERHALTLICHE KOMPONENTEN

Fur den Fall, dass positive undefinierte Prazipitatlinien erzielt werden, sind zusatzliche Kontrollseren zur
Unterstiitzung bei der Bestimmung der Antikdrperspezifizitat erhaltlich. Den Test mit den entsprechenden
gebrauchsfertigen Kontrollseren wiederholen, die in die Vertiefungen neben den Patientenproben gegeben werden,
und die Ergebnisse anhand der Richtlinien im Abschnitt ,Allgemeine Interpretation der Ergebnisse” interpretieren.

SSB/La Positivkontrollserum [CONTROL] + |: Katalognummer 7003 (0,5 ml). Gebrauchsfertiges Flaschchen mit
Human-Antikérpern, die mit nukledren Antigenen vom Typ SSB/La reagieren.

RNP Positivkontrollserum [CONTROL]| + |: Katalognummer 6001 (0,5 ml). Gebrauchsfertiges Flaschchen mit
Human-Antikérpern, die mit nukledren Antigenen vom Typ U1-Ribonukleoprotein (RNP) reagieren.

Sm/RNP Positivkontrollserum |CONTROL| +|: Katalognummer 6002 (0,5 ml). Gebrauchsfertiges Flaschchen mit
Human-Antikérpern, die mit) nukledren Antigenen vom Typ Smith (Sm) und U1-Ribonukleoprotein (RNP reagieren.

Jo-1 Positivkontrollserum [CONTROL]| + |: Katalognummer 6004 (0,5 ml). Gebrauchsfertiges Flaschchen mit
Human-Antikérpern, die mit Jo-1-Antigen reagieren.

Scl-70 Positivkontrollserum [CONTROL]| + |: Katalognummer 6005 (0,5 ml). Gebrauchsfertiges Flaschchen mit
Human-Antikérpern, die mit nukledren Antigenen vom Typ Scl-70 reagieren.

PCNA-Positivkontrollserum [CONTROL]| + |: Katalognummer 6006 (0,5 ml). Gebrauchsfertiges Flaschchen mit
Human-Antikérpern, die mit proliferierenden nuklearen Antigenen (PCNA) reagieren.

SICHERHEITSHINWEISE

1. Samtliche fur dieses Produkt verwendeten Materialien menschlichen Ursprungs wurden nach von der
FDAanerkannten Methoden negativ (nicht wiederholt reaktiv) auf Antikérper gegen HIV-1, HIV-2, Hepatitis-C
(HCV) und Hepatitis-B-Oberflachenantigen (HBsAG) getestet. Keine Testmethode kann jedoch mit absoluter
Sicherheit nachweisen, dass keine HIV-1, HIV-2, Hepatitis-C oder Hepatitis-B-Viren oder andere infektidése
Agenten vorhanden sind. Daher sollten alle Kitbestandteile wie potenziell infektiose Materialien gehandhabt
werden.

2. Einige Reagenzien enthalten Natriumazid (0,09%) als Konservierungsmittel. Beim Entsorgen der Reagenzien
mit reichlich Leitungswasser nachspilen, damit im Abfluss keine Riickstande verbleiben. Natriumazid ist giftig
und kann bei Verschlucken toxisch wirken.

3. AUTO I.D.® Platten nicht einfrieren. Platten vor Gebrauch stets auf Zimmertemperatur bringen, um einheitliche
Ergebnisse zu erzielen.

4. Wiederholtes Einfrieren/Auftauen von rekonstituierten nukleadren Antigenen vermeiden.

5. Neu rekonstituiertes nukleares Antigen vor Gebrauch mindestens 30 Minuten lang bei Zimmertemperatur
stehen lassen, um sicherzustellen, dass das Antigen vollstandig geldst ist.

6. Eine Substitution der Komponenten aus anderen Immuno Concepts AUTO 1.D.° Autoantikérper-Testsystemen
ist akzeptabel. Eine Substitution mit Komponenten anderer Hersteller kann zu inkonsistenten Ergebnissen
fuhren.

7. Abrupte Temperaturschwankungen der Luft kdnnen zur Bildung von Artefakten fihren. Die besten Ergebnisse
lassen sich erzielen, wenn die Platten in einer kontrollierten Temperaturumgebung und vor Luftzug geschitzt
inkubiert werden. Nicht bei 37°C inkubieren.



8. Einige Seren liefern, bedingt durch das Prozon-Phanomen (Uberschuss an Antikérpern) evtl. falsch-negative
Ergebnisse. Falls das Prozon-Phanomen ein Problem darstellt, den Test mit Verdinnungen des
Patientenserums in PBS wiederholen.

9. Einige Patientenseren, die Phospholipide enthalten, bilden unter Umstanden rund um die Patientenvertiefung
breite Prazipitatbander. Dies sollte nicht als positive Reaktion bewertet werden.

10. Dieses Testsystem ist ausschlieRlich zur InVitro-Diagnostik bestimmt.

TESTMETHODEN

AUTO 1.D.® Tests kdnnen mit ein- oder zweistufigen Protokollen verwendet werden, um entweder minimalen
Zeitaufwand oder maximale Wirtschaftlichkeit zu erzielen. Im Folgenden werden allgemeine Richtlinien vorgestellt,
mit deren Hilfe ein optimales Protokoll fir die spezifischen Anforderungen jedes Labors eingerichtet werden kann.

Screening mit niedrigen Volumina und/oder Testen
zur Bestitigung eines Ergebnisses (Methode 1)
Vertiefung 1 - Patient 1

Vertiefung 2 - monospezifisches
Antikérperkontrollserum (SSA/Ro)

Vertiefung 3 - Patient 2

Vertiefung 4 - gemischtes Antikdrperkontrollserum
(SSA/Ro/SSB/La)

Vertiefung 5 - Patient 3

Vertiefung 6 - gemischtes Antikdrperkontrollserum
(SSA/Ro/SSB/La)

Mittlere Vertiefung - nukledres Antigen

Plate No.
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Screening und/oder Titrierung mit hohen Volumina
(Methode 2)

Vertiefung 1 - Patient 1

Vertiefung 2 - Patient 2

Vertiefung 3 - Patient 3

Vertiefung 4 - Patient 4

Vertiefung 5 - Patient 5

Vertiefung 6 - gemischtes Antikdrperkontrollserum
(SSA/Ro/SSB/La)

Mittlere Vertiefung - nukledres Antigen

Patientenseren, die nach Methode 2 nach 18-24 Stunden Prazipitatlinien zeigen, sollten nach Methode 1 weiter auf
Spezifizitat getestet werden.

PROBENGEWINNUNG

Serum sollte mit aseptischer Technik gewonnen werden. Das Serum muss so bald wie méglich abgetrennt werden,
um Hamolyse zu vermeiden. Stark hamolytische, lipAmische oder durch Mikrobenwachstum verunreinigte Seren
dirfen nicht verwendet werden. Serumproben kénnen bei einer Temperatur von 2-10°C maximal 48 Stunden vor
Verwendung aufbewahrt werden. Sollen die Proben langer aufbewahrt werden, missen sie bei —20°C oder darunter
eingefroren werden.

ALLGEMEINE INTERPRETATION DER ERGEBNISSE

Die korrekte Interpretation der Patientenergebnisse hangt von der klaren Auflésung der Prazipitatlinie zwischen den
Vertiefungen mit Patientenserum und mit nukledrem Antigen ab. Die Bestimmung der Antikdrperspezifizitat des
Patienten hangt von der korrekten Interpretation der Prazipitatlinien zwischen den Vertiefungen mit Patientenserum
und den benachbarten Kontrollvertiefungen ab. Die folgenden Definitionen sollen als Ausgangsbasis fiir die
Interpretation der Reaktionen zwischen Patientenseren und Kontrollserum dienen.



Identische oder Fusionsreaktionen

Kontrolle ./\. Patient
o

Antigen

Prazipitatlinien, die eine kontinuierliche Linie zwischen Patienten- und Kontrollserum bilden, sind ein Zeichen dafiir,
dass die Antikdrper in jedem Serum mit identischen nukledren Antigenen reagieren.

Patientenproben, die identische Prazipitatlinien aufweisen, sind als positiv mit der Antikdrperspezifizitat der
Kontrollprobe anzugeben.

Nicht-identische Reaktionen

Patient @ @ Kontrolle

Antigen

Prazipitatlinien, die sich zwischen Patienten- und Kontrollserum lGberkreuzen, sind ein Zeichen dafiir, dass die
Antikorper in jedem Serum mit unterschiedlichen nukledren Antigenen reagieren.

Proben, die nicht-identische Prazipitatlinien aufweisen, sind als positiv mit ,unbestimmter Prazipitatlinie” anzugeben.
Es wird empfohlen, weitere Tests mit anderen Kontrollseren zur Bestimmung der Antikdrper-Spezifizitat
durchzufiihren (siehe ,Optional erhaltliche Komponenten”).

Partiell identische Reaktionen

Kontrolle @ @ Patient

Antigen

Prazipitatlinien, die zwischen Patienten- und Kontrollvertiefung einen ,Sporn” bilden, sind ein Zeichen dafir, dass
Antikdrper in Patienten- und Kontrollserum mit einem identischen Antigen reagieren, dass jedoch das
Patientenserum auch einen Antikérper enthalt, der mit einem unterschiedlichen Antigen reagiert, welches nicht mit
dem Kontrollserum reagiert.

ACHTUNG: Partiell identische Reaktionen sind am schwierigsten zu interpretieren. Die Prazipitatlinie der
Kontrollprobe bildet an der Kontaktstelle mit der Prazipitatlinie der Patientenprobe oft eine Kurve. Die Prazipitatlinien
genau ansehen, um sicherzustellen, dass die Prazipitatlinie der Patientenprobe nicht die Prazipitatlinie der
Kontrollprobe kreuzt.

Prazipitatlinien, die eine gekrimmte durchgehende Linie zwischen Patienten- und Kontrollvertiefungen bilden, sind
ein Zeichen dafir, dass jedes Serum mit identischen nukledren Antigenen reagiert, dass jedoch das Patientenserum
mehr oder weniger Antikorper als das Kontrollserum enthalt.
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Identische Reaktionen mit Krimmung

Kontrolle .A Patient

Antigen

Patientenproben, die gekriimmte Prazipitatlinien aufweisen, sind als positiv mit der Spezifizitdt der Kontrollprobe
anzugeben.

Negative Reaktionen

Patient @ @ Kontrolle

Antigen

Es bildet sich nur mit dem Kontrollserum eine Prazipitatlinie. Patientenproben, die keine Prazipitatlinien bilden, sind
als negativ anzugeben.

TECHNISCHE INTERPRETATION DER ERGEBNISSE

SSA/Ro oder SSB/La

Antikoérper gegen SSA/Ro und SSB/La zeigen in der Regel sich kreuzende Prazipitatlinien, was auf Nicht-ldentitat
verweist. SSA/Ro Prazipitatlinien zeigen sich in der Regel schmal und ausgepragt, wahrend SSB/La Prazipitatlinien
breiter und weniger ausgepragt erscheinen.

Reaktionen SSA/Ro oder SSB/La Reaktionen SSA/Ro oder SSB/La
SSB/La SSA/Ro SSB/La SSA/Ro
Patient Kontrolle Patient ® o Kontrolle
O
Antigen Antigen

SSA/Ro oder SSA/Ro/SSB/La

Seren, die monospezifisch fir SSA/Ro-Antikérper sind, werden im Allgemeinen von Seren unterschieden, die
Antikoérper gegen SSA/Ro und SSB/La enthalten, indem die Prazipitateigenschaften und die Reaktivitat mit
Kontrollseren zur Bestimmung herangezogen werden. Seren mit ausschlieBlich SSA/Ro-Antikdrpern bilden in der
Regel eine schmale, ausgepragte Prazipitatlinie, die mit dem SSA/Ro-Kontrollserum identisch ist. Seren mit
Antikérpern gegen SSA/Ro und SSB/La bilden eine schmale Prazipitatlinie, die mit dem SSA/Ro-Kontrollserum
identisch ist, und eine breite Prazipitatlinie, die mit dem SSB/La-Kontrollserum identisch ist. Bei einigen Seren, die
positiv fur Antikérper gegen SSA/Ro und SSB/La sind, kdnnen die beiden Prazipitatlinien teilweise fusioniert
erscheinen.



SSA/Ro- oder SSA/Ro/SSB/La-Reaktionen

SSA/Ro SSA/Ro/SSB/La
Patient ‘/\. Kontrolle
o SSB/La
SSA/Ro SSA/Ro

Antigen

SSB/La oder SSA/Ro/SSB/La

Die Unterscheidung von Seren, die monospezifisch fur SSB/La-Antikérper sind, von Seren, die SSA/Ro/SSB/La-
Antikdrper enthalten, kann unter Umstanden schwierig sein, da die SSB/La-Prazipitatlinie in der Regel breiter und
weniger ausgepragt als die SSA/Ro-Prazipitatlinie erscheint. Zur Bestatigung, dass ein Serum Antikérper gegen
SSA/Ro und SSB/La enthalt, missen beide Prazipitatlinien deutlich sichtbar sein. In der Regel gilt, dass eine breite
Prazipitatlinie als Zeichen fir Identitat mit dem SSB/La-Kontrollserum anzusehen ist, und eine schmale
Prazipitatlinie als Zeichen fir Identitat mit dem SSA/Ro-Kontrollserum. Die SSA/Ro-Prazipitatlinie kann unter
Umstanden teilweise mit der SSB/La-Prazipitatlinie fusioniert erscheinen. Eine Reihenverdiinnung der Seren kann
unter Umsténden die Unterscheidung erleichtern.

SSB/La- oder SSA/Ro/SSB/La-Reaktionen

SSB/La SSA/Ro/SSB/La

Patient ‘/\\. Kontrolle
o SSB/La
SSBiLa SSA/Ro

Antigen

Titrierung

Die zweifache Reihenverdiinnung der Patientenseren kann zu einer semiquantitativen Bestimmung spezifischer
Antikdrper in einem positiven Serum verwendet werden. Die Titrierung kann ebenso fiir die Interpretation der in der
Nahe der Vertiefung mit dem nuklearen Antigen stattfindenden Reaktionen hilfreich sein, wenn sich beim ersten
Screening ein Uberschuss an Antikérpern zeigt. Die Titrierung ist als reziprok zur letzten Verdiinnung, die deutliche
Prazipitatlinien identisch zu den Kontrollseren aufweist, anzugeben.

BESCHRANKUNGEN DES TESTS

1. Auch wenn ein positives Ergebnis als Zeichen fur eine systemische rheumatische Erkrankungen zu sehen ist,
ist der diagnostische Wert eher gering. Das Ergebnis sollte vielmehr in Zusammenhang mit dem klinischen
Gesamtprofil des Patienten bewertet werden.

2. Die AUTO1.D.® Testsysteme von Immuno Concepts sind fir den Nachweis von Autoantikdrpern gegen
Antigene vom Typ Sm, RNP, SSA/Ro, SSB/La, Scl-70, Jo-1 und PCNA bei der Mehrzahl der Patienten
ausgelegt. Gelegentliche Proben mit sehr hohen oder sehr niedrigen Antikdrperwerten kdnnen wie bei jedem
Ouchterlonie-Immundiffusionstestsystem zu falsch-negativen Ergebnisse fiihren. Eine PBS-Verdiinnung der
Proben oder eine Konzentration der Antikdrper durch Doppel- oder Dreifachbefiillung der Patientenvertiefungen
kann den Nachweis bei diesen Proben verbessern.

3. Das nukleare Antigen AUTO 1.D.® von Immuno Concepts enthalt eine Mischung von Saugetier-Autoantigenen.
Deshalb kénnen Patientenseren Prazipitatlinien mit Antigenen aufweisen, die keine identischen Reaktionen mit
den in diesem Testsystem enthaltenen Kontrollseren zeigen. Derartige Seren sollten mit Kontrollseren fiir
andere Antigen-Spezifizitaten noch einmal getestet werden (siehe ,Optional erhéltliche Komponenten”).



ERWARTETE WERTE

Immunspezifizitat der Autoantikérper gegen nukleare Antigene (Datun aus Literaturhinweis 14)

Antikorper gegen: | Assoziierte Erkrankung:

Sm | SLE: 25-40%; Marker-AntikOrper

Nukleares RNP (U1-RNP) | MCTD: 95-100%; geringere Haufigkeit bei SLE, diskoidem lupus, PSS

SSA/Ro | Sjégren-Syndrom: 60-70%; SLE: 30-40%; Lupus-Syndrom bei Neugeborenen: 100%

SSB/La | Sjégren-Syndrom: 50-60%; SLE: 10-20%

PCNA | SLE: 10%; Marker-Antikorper

Scl-70 | PSS: 15-20%; Marker-AntikGrper

Jo-1 | Polymyositis: 31%; Marker-Antikérper

PM-Scl (PM-1) | Polymyositis/Skleroderma Uberschneidung: 64%;

Abkurzungen: SLE = systemischer Lupus erythematosus, MCTD = gemischte Bindegewebskrankheit, PSS =
progressive systemische Sklerose, Sm = Smith-Antigen, PCNA = proliferierendes nukleares Antigen.

LEISTUNGSFAHIGKEIT DES TESTS

Nachweis: Das SSA/Ro/SSB/La AUTO I.D.® Autoantikérper-Testsystem von Immuno Concepts wurde mit
insgesamt 61 negativen und positiven Patientenseren getestet, die von qualifizierten Referenzlabors (22) bezogen
wurden. Bei 96,7% der getesteten Seren gab es eine Ubereinstimmung. Acht Seren waren positiv fir SSB/La-
Antikérper, ein Serum war positiv fir SSA/Ro und SSB/La-Antikérper, drei Seren waren positiv fir SSA/Ro-
Antikdrper. 15 Seren wiesen ,undefinierte Prazipitatlinien” auf. In weiteren Tests mit dem Sm/RNP AUTO 1.D.°
Autoantikérper-Testsystem von Immuno Concepts waren zwolf dieser Seren positiv fiir RNP-Antikdrper, zwei Seren
waren positiv fir Sm/RNP-Antikérper und ein Serum war positiv fir Sm-Antikérper. 32 Seren waren negativ fir alle
nachweisbaren Autoantikdrper gegen nukledre Antigene. Die beiden Seren mit Diskrepanzen waren urspriinglich als
positiv fur SSA/Ro und SSA/Ro/SSB/La-Antikérper eingestuft worden. Diese Seren wurden mit zwei anderen, im
Handel erhaltlichen Testsystemen weiter getestet, wobei im Vergleich zu den SSA/Ro, SSB/La und U1-RNP-
Kontrollprototypen unklare Prazipitatlinien auftraten (es waren keine deutlichen Linien fir Identitat oder Nicht-
Identitat zu erkennen.

Testgenauigkeit: Sechs Seren, die positiv fir SSA/Ro/SSB/La-Antikérper waren, wurden bei drei Gelegenheiten
doppelt getestet. In allen Fallen zeigten sich bei allen Testergebnissen identische Antikdrper-Spezifizitaten: Finf
Seren waren einheitlich positiv fir SSA/Ro und SSB/La-Antikérper, ein Serum war einheitlich positiv fiir SSB/La-
Antikérper.
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AUTO-[.D.® TESTVERFAHREN

NUKLEARES ANTIGEN REKONSTITUIEREN

Das Flaschchen mit nuklearem Antigen durch Zugabe von
200 pl destilliertem oder deionisiertem Wasser
rekonstituieren. Das rekonstituierte Flaschen vor Gebrauch
mindestens 30 Minuten bei Zimmertemperatur (18-25°C)
stehen lassen, um sicherzustellen, dass das Antigen
vollstéandig gelost ist. Vor Gebrauch sanft wirbeln.
HINWEIS: Rekonstituiertes Antigen kann Triibbungen
aufweisen. Fur rekonstituierte Antigene ist es am besten,
wenn sie in 30 pl-Teilproben bei —20°C oder darunter
aufbewahrt werden. Antigen vor Gebrauch auf
Zimmertemperatur kommen lassen.

AUTO 1.D.° PLATTE(N) VORBEREITEN

Platten vor Offnen der Folie auf Zimmertemperatur (18-
25°C) kommen lassen. Platte vorsichtig aus dem
Folienbeutel nehmen. Evtl. vorhandene Kondensation an
der Innenseite des Deckels kann mit Saugpapier oder
einem flusenfreien Papierhandtuch entfernt werden. Die
Agarose maoglichst nicht berthren.

DAS AUTO I.D.® ARBEITSBLATT AUSFULLEN
Plattennummer, Kontrollspezifizitat nach
Vertiefungsnummer sowie Patientenidentifikation nach
Vertiefungsnummer fiir jede Probe aufzeichnen. Die
Chargennummer des AUTO 1.D.°
Autoantikdrpertestsystems ebenfalls auf dem AUTO 1.D.°
Arbeitsblatt notieren.

PATIENTENPROBEN VERDUNNEN (OPTIONAL)

Zum Titrieren oder bei Auftreten eines Prozon-Phanomens
(Uberschuss an Antikdrpern) sind evtl. Verdiinnungen der
Patientenserumproben erwiinscht. Zum Verdiinnen von
Patientenproben wird Phosphat-gepufferte Kochsalzlésung
(PBS) verwendet. Patientenproben durch Zugabe von 100
gl unverdiinntem Patientenserum zu 100 pl PBS 1:2
verdiinnen Fir die weitere Titrierung zweifache
Reihenverdiinnungen der Serumprobe (z. B.
1:2,1:4,1:8,...1:64) unter Verwendung von PBS herstellen.

5.

VERTIEFUNGEN FULLEN

20 pl nukleédres Antigen in die mittlere Vertiefung der AUTO
1.D.® Platte geben. 20 pl Patientenprobe bzw. Kontrollserum
in die nummerierten Vertiefungen geben. Dabei wie im
Abschnitt , Testmethoden” beschrieben vorgehen. Deckel
wieder aufsetzen.

PATIENTENPROBEN DOPPELT BEFULLEN
(OPTIONAL)

Gelegentliche Proben mit sehr niedrigen Antikérperwerten
kénnen wie bei jedem Ouchterlonie-
Immundiffusionstestsystem zu schwachen oder falsch-
negativen Ergebnisse filhren. Eine Konzentration der
Antikérper durch Doppel- oder Dreifachbefiillung der
Patientenvertiefungen kann den Nachweis bei diesen
Proben verbessern. Die Konzentration der Proben lasst sich
durch erneutes Befiillen der Patientenvertiefung mit
zusatzlich 20 pl Serum nach ca. 30 Minuten erreichen.

PLATTEN INKUBIEREN

Die geflllten Platten vorsichtig in einen kleinen Behalter
legen, um sie vor Luftzug zu schiitzen, und bei
Zimmertemperatur (18-25°C) 18-24 Stunden lang
inkubieren lassen. Nicht bei 37°C inkubieren.
ACHTUNG: Luftzug und abrupte
Temperaturschwankungen kénnen zur Bildung von
Artefakten fihren. Die besten Ergebnisse werden erzielt,
wenn die Platten in einer kontrollierten
Temperaturumgebung inkubiert werden.

PLATTEN AUSWERTEN

Platten nach 18-24 Stunden auf einem Leuchttisch mit
VergrofRerer auswerten. Siehe den Abschnitt ,Interpretation
der Ergebnisse” fur Richtlinien zur Auswertung der
Prazipitatlinien.

HINWEIS: Bei den meisten Seren sollten die Ergebnisse
innerhalb von 18 Stunden zu sehen sein. Bei einigen
niedrig-titrierten Seren kdnnen die Prazipitatlinien nach 24
und 48 Stunden noch deutlicher werden.

TECHNISCHE UNTERSTUTZUNG: +1-916-363-2649
oder via E-Mail: technicalsupport@immunoconcepts.com
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