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RELISA® PR3-ANCA TESTSYSTEM FUR ANTIKORPER GEGEN
PROTEINASE 3

Zur In-vitro-Diagnostik
Nur fiir Fachpersonal bestimmt
Katalognummer: 7096-16

VERWENDUNGSZWECK: Dies ist ein Enzymimmunoassay-Testsystem fiir den Nachweis von Antikérpern gegen
Proteinase 3 (PR3) in Humanserum. Dieses Testsystem unterstiitzt den Antikérpernachweis bei Granulomatose mit
Polyangiitis und anderen Vaskulitiden.

ZUSAMMENFASSENDE ERKLARUNG DES TESTS

Als antineutrophile zytoplasmatische Autoantikdrper (ANCA) wird eine Gruppe von Antikdrpern bezeichnet, die mit
zytoplasmatischen Antigenen in menschlichen Neutrophilen reagieren. Diese Antikdrper wurden zwar bereits 1964
erstmals nachgewiesen (1), aber erst im Jahr 1982 mit Krankheiten in Verbindung gebracht, als Davies et. al (2) die
Antikoérper bei acht Patienten mit segmental nekrotisierender Glomerulonephritis nachweisen konnten. 1984 wurden
vier weitere Patienten mit Vaskulitis und Glomerulonephritis gemeldet. 1985 zeigten van der Woude et al einen engen
Zusammenhang zwischen ANCA und Granulomatose mit Polyangiitis und die Korrelation der Antikdrpertiter mit der
Krankheitsaktivitat auf.(3) 1988 entdeckten Falk und Jennette, dass ANCA mehr als eine Antigenspezifitat
aufweisen.(4) Spater konnte die Korrelation zwischen der Spezifitat von ANCA und den pathologischen Merkmalen
von Vaskulitiden nachgewiesen werden.(5)

Bei Screening-Tests auf ANCA wird in der Regel ein indirekter Inmunfluoreszenztest eingesetzt. Bei diesem Test
kénnen verschiedene Muster der Zellanfarbung auftreten. Zwei Hauptfarbungsmuster bei Durchfiihrung des ANCA-
Immunfluoreszenz-Tests an ethanolfixierten Neutrophilen wurden beschrieben und gut charakterisiert. Autoantikérper
mit einem feinen granularen zytoplasmatischen Muster, so genannte c-ANCA, sind normalerweise gegen die
Serinprotease Proteinase 3 (PR-3) gerichtet. Die starke Assoziation dieser Antikdrper mit der Granulomatose mit
Polyangiitis ist nachgewiesen. Das andere Hauptfarbemuster, das perinukleare oder p-ANCA-Muster, das in der
Regel durch gegen Myeloperoxidase (MPO) gerichtete Antikdrper entsteht, wurde mit systemischer Vaskulitis und
idiopathischer, nekrotisierender und sichelférmiger Glomerulonephritis assoziiert.(4) Alle Proben mit einem positiven
Ergebnis bei indirekten Immunfluoreszenztests miissen mit einem Enzymimmunoassay (EIA) als MPO-ANCA oder
PR3-ANCA bestatigt werden. Manche Autoren sind der Meinung, dass alle Proben von klinisch verdachtigen
Patienten mit EIA getestet werden sollten, da 5 % aller Proben nur mit EIA positiv sind.(6) PR3-ANCA sind zwar am
haufigsten bei Patienten mit Granulomatose mit Polyangiitis nachweisbar (bis zu 85 % der Patienten), allerdings sind
sie nicht krankheitsspezifisch, da sie auch bei einem kleineren Prozentsatz der Patienten mit idiopathischer,
nekrotisierender und sichelférmiger Glomerulonephritis vorhanden sind. Ahnlich sind MPO-ANCA bei bis zu 65 % der
Patienten mit idiopathischer, nekrotisierender und sichelférmiger Glomerulonephritis assoziiert, kdnnen aber auch bei
einem kleinen Prozentsatz der Patienten mit Granulomatose mit Polyangiitis auftreten. Bei der mikroskopischen
Polyangiitis sind entweder MPO-ANCA oder PR3-ANCA bei jeweils etwa 45 % der Patienten nachweisbar.(7, 8, 9)
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Dieser Test ist ein indirekter EIA. Bei diesem System wurden die Oberflachen der Vertiefungen von Mikrotiterstreifen
mit stabilisierten humanen PR3-Antigenen beschichtet, die als Antigensubstrat dienen. Verdinnte Patientenproben
werden in die Vertiefungen eingebracht und inkubiert, damit die spezifischen Antikérper in der Probe mit dem Antigen
in der Festphase reagieren kénnen. Nach einem Waschschritt zur Entfernung ungebundener Antikérper und anderer
Serumproteine werden die Vertiefungen mit Anti-Human-Antikdrpern von der Ziege inkubiert, die mit Meerrettich-
Peroxidase markiert sind. Das an Meerrettich-Peroxidase-konjugierte Antikdrperpraparat in diesem Testsystem ist
spezifisch auf humane IgG-Gammaketten.

Bei positiven Ergebnissen entsteht nach der Inkubation mit Meerrettich-Peroxidase-Konjugat ein dreiteiliger Komplex.
Dieser Komplex besteht aus an PR3 gebundenen, an Meerrettich-Peroxidase gekoppelten anti-humanen Antikérpern,
die ihrerseits an das stabilisierte Antigen auf der Kunststoff-Oberflache gebunden sind.

Dieser Komplex kann nach einem weiteren Waschschritt durch Zugabe einer Tetramethylbenzidin (TMB) und H,0,
enthaltenden Chromogensubstratldsung sichtbar gemacht werden. Der Grad der Farbentwicklung in der jeweiligen
Vertiefung ist der PR3-Antikérperkonzentration in der betreffenden Serumprobe proportional. Alle Vertiefungen
werden mit einem Spektralphotometer bei 450 nm abgelesen.

SYSTEMKOMPONENTEN - IM LIEFERUMFANG ENTHALTEN

Aufbewahrung: Alle Komponenten mussen gekuhlt bei 2-10°C aufbewahrt werden. Nicht einfrieren.

Haltbarkeit: Die Komponenten sind mindestens 12 Monate nach Herstellungsdatum stabil. Komponenten nicht mehr
verwenden, wenn das Verfalldatum Uberschritten ist.

REAKTIVE REAGENZIEN

RELISA® PR3-beschichtete Mikrotiterstreifen : Katalognr. 7008-16. Mikrotiterplatte, enthalt 12 mit humaner
PR3 beschichtete Mikrotiterstreifen mit je acht Vertiefungen. Der Farbcode dieser Streifen ist griin. Werden fur die
Tests weniger als acht Vertiefungen bendtigt, kdnnen die Vertiefungen abgetrennt werden. Ungebrauchte Streifen
kénnen im wieder verschlossenen Folienbeutel mit dem Trockenmittel bis zu 45 Tage lang gekuhlt aufbewahrt
werden.

RELISA® Probenverdiinnungslésung |[SOLN|DIL}|:Katalognummer 7100 (100 ml). Patentgeschitzte gepufferte
Probenverdiinnungslésung zur Verdiinnung von Patientenproben.

RELISA® Enzym-Antikorperreagens — spezifisch auf humane IgG-Gammaketten [CONJ|HRP|: Katalognummer
7009-16 (14 ml). Anti-human-IgG (Gammakettenspezifisch), an Meerrettich-Peroxidase (HRP) konjugiert.
Gebrauchsfertiges Reagenz.

RELISA®Substratlésung @ @ : Katalognummer 7035 (14 ml). HRP-spezifische
Enzymsubstratlésung, enthalt stabilisiertes 3,3’,5,5’-Tetramethylbenzidin (TMB) und Wasserstoffperoxid (H,O5).
Gebrauchsfertiges Reagenz. GEFAHR: Entziindlich. Dieses Reagenz enthalt weniger als 25% Methanol und Azeton.
Es darf nicht in die Hande von Kindern gelangen. Bei Kontakt mit den Augen sofort griindlich mit Wasser ausspllen
und einen Arzt aufsuchen

RELISA® Stoppreagens [SOLN|STOP ‘ C : Katalognummer 7033 (14 ml). Spezielle Stopplésung fur EIA-

Testsysteme von Immuno Concepts. Gebrauchsfertiges Reagens.GEFAHR: Korrosiv. Dieses Reagens enthalt
Chlorwasserstoff- und Schwefelsaure (jeweils weniger als 3 % Volumenanteil) und sollte mit Vorsicht gehandhabt
werde. Fur Kinder unzugéan-glich aufbewahren. Bei Kontakt mit Augen, sofort und griindlich mit Wasser ausspulen
und einen Arzt konsultie-ren. Dieses Reagens niemals mit Wasser verdinnen.

RELISA® PR3-Kalibratorseren [CAL}: Katalognummern 7261-16, 7262-16, 7263-16, 7264-16, 7265-16 (je 2 ml).
Humanseren, die Antikérper gegen PR3 enthalten. Der Testwert fiir jedes Serum ist auf dem Flaschchenetikett
angegeben. Die Sera sind gebrauchsfertig verdiinnt.

RELISA® PR3-Positivkontrollserum [CONTROL| +|: Katalognummer 7021-16 (2 ml). Human-Positivkontrollserum
mit Antikdrpern gegen PR3. Dieses Serum ist gebrauchsfertig verdinnt.



RELISA® Negativkontrollserum |[CONTROL] - |: Katalognummer 7031 (2 ml). Human-Negativkontrollserum, frei von
Antikérpern gegen PR3. Dieses Serum ist gebrauchsfertig verdinnt.

RELISA® Optionales unverdiinntes getestetes PR3-Positivkontrollserum [OPT+: Katalognummer 7022-16 (0,25
ml). Human-Positivkontrollserum mit Antikérpern gegen PR3. Dieses Positivkontrollserum wie unverdiinntes Serum
behandeln. Der Testwert fir dieses Serum ist auf dem Flaschchenetikett angegeben.

NICHT-REAKTIVE KOMPONENTEN
Mikrotiterstreifenhalter

Waschpufferlésung:

PBS-Puffer : Katalognr. 1011. Phosphat-gepuffertes Kochsalzpulver (0,01 M, pH 7,4 + 0,2). Jeder
Beutelinhalt reicht fir einen Liter Pufferldsung. (Fur jede 96er-Mikrotiterplatte sind zwei Beutel Pufferpulver im
Lieferumfang des Testkits enthalten.)

Waschpufferkonzentrat [SOLN|WASH]|: Katalognr. 1031 (10 ml). 5%ige Tween 20 Lésung zur Verwendung im
Waschpuffer. (Fur jede 96er-Mikrotiterplatte sind zwei Flaschchen Pufferkonzentrat im Lieferumfang des Testkits
enthalten.)

Herstellung: Einen Beutel Pufferpulver in einem Liter entionisiertem oder destilliertem Wasser auflésen. Den
gesamten Inhalt einer Flasche Waschpufferkonzentrat zur PBS-Pufferlésung hinzufiigen. Gut durchmischen und
bei 2-25°C bis zu vier Wochen aufbewahren, oder bis Anzeichen von Kontamination oder andere sichtbare
Veranderungen zu erkennen sind. Die Waschpufferldsung muss vor dem Gebrauch Raumtemperatur (18-25°C)
angenommen haben.

ZUSATZLICH ERFORDERLICHE MATERIALI EN - NICHT IM
LIEFERUMFANG ENTHALTEN

Volumetrische Prazisionspipettiervorrichtung fir Volumina von 25-1000 pl.
Spritzflasche fur das Einbringen von Waschpufferlésung in die Vertiefungen bzw. automatisches oder
halbautomatisches Waschsystem fiir Mikrotiterplatten.

Ein-Liter-Behalter fir PBS-Waschpufferlésung

Entionisiertes oder destilliertes Wasser

Plattenlesegerat (Spektralphotometer) fur Extinktionsmessungen bei 450 nm.
Testrohrchen zur Herstellung von Serumverdiinnungen

Saugpapier oder Papierhandtiicher

Multikanal-Pipette fir 8 Vertiefungen

Einmalhandschuhe

Labor-Stoppuhr

SICHERHEITSHINWEISE

1. Alle in diesem Produkt verwendeten Materialien humanen Ursprungs wurden nach von der FDA anerkannten
Methoden negativ (nicht wiederholt reaktiv) auf Antikdrper gegen HIV-1, HIV-2, Hepatitis C (HCV) und Hepatitis-
B-Oberflachenantigen (HbsAg) getestet. Keine Testmethode kann jedoch mit absoluter Sicherheit nachweisen,
dass keine Erreger vom Typ HIV-1, HIV-2, Hepatitis C, Hepatitis B bzw. andere Infektionserreger vorhanden sind.
Daher missen alle Materialien des Kits wie potenziell infektioses Material gehandhabt werden.

2. Alle Patientenproben missen nach den Anforderungen fiir Biosafety Level 2 behandelt werden, wie im Handbuch
der Centers for Disease Control/National Institutes of Health fir potenziell infektioses humanes Serum und
andere Blutbestandteile: Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories, Ausgabe 1999, empfohlen.

3. Ein Verdinnen der Bestandteile oder die Zugabe von nicht zum System gehérenden Reagenzien kann die
Qualitat der Ergebnisse beeintrachtigen.

4. Einige Reagenzien enthalten Natriumazid (0,09%) als Konservierungsmittel. Natriumazid kann mit Blei- oder
Kupferrohren in Abfllissen reagieren und hochexplosive Metallazidsalze bilden. Beim Entsorgen stets mit reichlich
Leitungswasser nachspulen, damit im Abfluss keine Rickstande verbleiben. Natriumazid ist giftig und kann bei
Verschlucken toxisch wirken.

5. Dieses Kit ist zur In-vitro-Diagnostik bestimmt.

6. Niemals mundpipettieren und Haut- und Schleimhautkontakt mit Reagenzien und Proben vermeiden. Bei
versehentlichem Kontakt mit viel Wasser und desinfizierender Seife abwaschen.

7. In Bereichen, in denen mit Patientenproben oder Kitreagenzien gearbeitet wird, nicht essen, trinken oder rauchen.
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Verspritzen von Reagenzien und Erzeugung von Aerosolen vermeiden.

Andere als die angegebenen Inkubationszeiten bzw. -temperaturen kénnen zu fehlerhaften Ergebnissen flihren.

0. Eine Kreuzkontamination der Reagenzien oder Proben kann die Ergebnisse verfalschen. Die Proben diirfen sich

wahrend des Tests nur in den Vertiefungen der Mikrotiterstreifen befinden.

11. Wieder verwendbare Glasartikel miissen vor Gebrauch gewaschen und griindlich ausgespdlt werden, um alle
Ruckstande von Reinigungsmitteln zu entfernen. Glasartikel miissen vor Gebrauch sauber und trocken sein.

12. Alle Reagenzien, Mikrotiterstreifen und Proben vor Gebrauch Raumtemperatur (18—-25 °C) annehmen lassen.

13. Beim Arbeiten mit Proben und Reagenzien missen Einmalhandschuhe getragen werden. Anschlief3end die
Hande grindlich waschen.

14. Mikrobielle Verunreinigungen der Reagenzien oder Proben kdnnen das Ergebnis verfalschen.

15. Das Stoppreagens ist korrosiv und kann Verbrennungen verursachen. Dieses Reagens enthalt Chlorwasserstoff-

und Schwefelsaure (jeweils weniger als 3 % Volumenanteil) und sollte mit Vorsicht gehandhabt werden. Fuir

Kinder unzuganglich aufbewahren. Bei Kontakt mit Augen, sofort und griindlich mit Wasser ausspulen und einen

Arzt konsultieren. Dieses Reagens niemals mit Wasser verdinnen.

S o

PROBENGEWINNUNG

Probennahme: Die Tests sollten nach Mdéglichkeit an Serumproben durchgefiihrt werden. Dazu durch Venenpunktion
in ein steriles Vakuumréhrchen oder ein anderes geeignetes Blutentnahmesystem ca. 5 ml Vollblut entnehmen. Das
Blut bei Raumtemperatur (18-25°C) gerinnen lassen. Zur Vermeidung von Hadmolyse muss das Serum anschlie3end
so bald wie mdglich durch Zentrifugieren abgetrennt werden.

Storsubstanzen: Stark hamolytische, lipadmische oder durch Mikrobenwachstum verunreinigte Seren sowie Seren
von lkteruspatienten durfen nicht verwendet werden, die Ergebnisse in diesen Fallen verfalscht werden kénnen.
Proben, in denen Feststoffe sichtbar sind, missen vor dem Test zentrifugiert werden.

Aufbewahrung: Serumproben kénnen bei 2—10°C maximal eine Woche lang aufbewahrt werden. Bei einer weiteren
Verzogerung der Tests sollten die Proben bei h6chstens —20°C eingefroren werden. Serum darf nicht in einem
Kuhlschrank oder Gefrierschrank mit Abtauautomatik gelagert werden.

ACHTUNG: Wiederholtes Einfrieren/Auftauen von Patientenproben ist zu vermeiden. Andernfalls sind falsch-positive
oder falsch-negative Ergebnisse moglich.

ALLGEMEINE HINWEISE ZUM VERFAHREN

1. Alle Kitkomponenten und Serumproben miissen vor dem Gebrauch unbedingt auf Raumtemperatur (18-25°C)
gebracht werden. Bei einem ganzen Liter Waschpuffer kann es mehrere Stunden dauern, bis er nach der
Entnahme aus dem Kiihischrank eine Temperatur von 20°C angenommen hat. Inkubationstemperaturen
auflerhalb des angegebenen Bereichs kdnnen zu fehlerhaften Ergebnissen fuhren. Nicht verwendete Proben und
Reagenzien nach Gebrauch wieder in den Kihlschrank stellen.

2. Reagenzien vor dem Gebrauch durch vorsichtiges Umdrehen gut mischen. Reagenzien nicht vortexen oder
schutteln. Schaumbildung vermeiden.

3. Beim Ansetzen von Probenlésungen missen die Pipettenspitzen vor dem Dispensieren des Serums in das
Probenverdiinnungsmittel abgewischt werden. An der Auflenseite der Pipette anhaftendes lberschissiges
Probenmaterial kann die Ergebnisse verfalschen.

4. Empfohlen wird eine Multikanal-Pipette, da diese die einheitliche Reagenziendispensierung und gleichbleibende
Inkubations- und Reaktionszeiten ermoglicht.

5. Besonders wichtig ist das ausreichende Waschen der Vertiefungen. Nicht ausreichend gespllte
Vertiefungen kdnnen hohe Hintergrundwerte erzeugen und zu falsch-positiven Ergebnissen fihren. Fir manuelle
Waschvorgange den Inhalt der Vertiefungen aspirieren und anschlieRend jede Vertiefung mit ausreichend
Waschpufferldsung fillen. Kreuzkontamination der Vertiefungen vermeiden, insbesondere im ersten Waschschritt
nach der Aspiration. Den Waschpuffer durch Umdrehen vollstandig aus den Vertiefungen entfernen, dann
verbleibende Waschpufferreste mit einer scharfen Bewegung aus dem Handgelenk herausklopfen. Die
Waschschritte insgesamt 3 bis 5-mal wiederholen. Anschlie3end sollten die Platten energisch auf einem
Papiertuch oder sonstigem saugfahigem Material ausgeklopft werden, um alle Waschpufferreste zu entfernen.
Empfohlen wird die Verwendung eines automatischen Waschsystems fir Mikrotiterplatten, weil dieses das
einheitliche Waschen der Vertiefungen gewahrleistet.

HINWEIS: Da viele unterschiedliche Waschverfahren und automatische Systeme angeboten werden, kann die
Anzahl der Waschschritte angepasst werden, um optimale Ergebnisse zu erzielen. Jedes Labor sollte die
optimale Anzahl von Waschschritten fur das verwendete Waschsystem selbst ermitteln.



Werden nicht alle Waschpufferreste entfernt, kann es zur uneinheitlichen Farbentwicklung kommen. Um das
Risiko von Waschpufferresten so gering wie mdglich zu halten, missen die Mikrotiterstreifen mit saugfahigem
Papier oder Zellstoff abgetupft werden.

Besonders wichtig ist die Zeiteinteilung der Arbeitsschritte. Alle Serumproben missen vor Beginn des Verfahrens
verdinnt und danach so bald wie mdglich in die Vertiefungen dispensiert werden (héchstens innerhalb von funf
Minuten). Die LosgréRen sind so wahlen, dass die Probenverarbeitung innerhalb dieses Zeitraums bequem
moglich ist. Multikanal-Pipetten erleichtern die Handhabung von Proben und Reagenzien und werden daher
empfohlen.

Mit Ausnahme der letzten Inkubation (Substratldsung) beginnt jede Inkubationsfrist mit Abschluss der
Dispensierung von Probe bzw. Reagens. Die Dauer der Inkubation mit Substratidsung muss fir jede Vertiefung
genau 15 Minuten betragen. Alle Proben und Reagenzien miissen in derselben Reihenfolge und mit
gleichbleibender Geschwindigkeit dispensiert werden.

INTERPRETATION DER ERGEBNISSE

Berechnungen

1.

Den Extinktionswert der Leerprobe von den in den Vertiefungen mit den Kalibratorseren, Kontrollreagenzien und
Patientenproben ermittelten Extinktionswerten subtrahieren. Bei Doppelbestimmungen den mittleren
Extinktionswert der betreffenden Vertiefungen berechnen.

Den mittleren Extinktionswert fur jedes Kalibratorserum auf dem RELISA® PR3 Kalibrator-Arbeitsblatt
einzeichnen. Die Kalibratorpunkte mit einer Ausgleichsgeraden verbinden. Im Falle der Verwendung eines
programmierbaren Mikroplattenlesers kann die Standardkurve mit Hilfe eines lin-lin Plots mit einer best-fit Kurve
berechnet werden.

Durch Interpolation von der Kalibratorlinie aus kann fir jede Patientenprobe der Wert in Einheiten ermittelt
werden.

OPTIONALE EINPUNKTKALIBRATIONSMETHODE

1.

Den Extinktionswert der Leerprobe von den in den Vertiefungen mit den Kalibratorseren, Kontrollreagenzien und
Patientenproben ermittelten Extinktionswerten subtrahieren. Bei Doppelbestimmungen den mittleren
Extinktionswert der betreffenden Vertiefungen berechnen.

Um den Umrechnungsfaktor zu erhalten, die spezifische Antikdrper-Konzentration des Kalibratorserums Nr. 3 (auf
dem Etikett angegeben) durch den mittleren Extinktionswert der Kalibratorvertiefungen dividieren.

Den Extinktionswert jeder einzelnen Probe mit dem Umrechnungsfaktor multiplizieren, um die spezifische
Antikdrper-Konzentration in Einheiten zu erhalten.

Diese Berechnungen kénnen vereinfacht ausgedrickt werden als:

Wert Kalibratorlosung Nr. 3 (Einheiten) x Extinktionswert der Probe* = Wert in Einheiten fiir die
Probe
Extinktion von Kalibrator Nr. 3

*Bei einer Analyse der Kalibratorseren und Patientenproben in Doppelbestimmung den Mittelwert der doppelt
bestimmten Vertiefungen verwenden.

QUALITATSKONTROLLE

1.

Der mittlere Extinktionswert des Kalibratorserums Nr. 3 muss mindestens 0,400 betragen. Extinktionswerte unter
0,400 sind ein Anzeichen fur unzureichende Farbentwicklung und machen den Lauf ungultig. Eine nicht
ausreichende Farbentwicklung wird in der Regel durch zu kalte Reagenzien oder falsche Zeiten bei einem oder
mehreren Arbeitsschritten des Assays verursacht. Alle Reagenzien auf Raumtemperatur (18-25 °C) bringen und
Verfahren wiederholen, dabei besonders genau auf die Zeiten bei allen Arbeitsschritten achten.

Der Extinktionswert der Vertiefung mit der Leerprobe muss unter 0,150 liegen. Extinktionswerte der Leerprobe
Uber 0,150 sind ein Anzeichen fir Fehler beim Waschen oder verunreinigte Reagenzien und machen den Lauf
ungliltig.

Proben mit spezifischen Antikbrperwerten tiber dem oberen Grenzwert des Kalibratorserums Nr. 5 missen als
hoher als der Wert in Einheiten von Kalibrator Nr. 5 angegeben werden.

Die Kalibratorlinie muss fir jeden Lauf geplottet werden (bzw. muss bei der optionalen Einpunktkalibration der
Umrechnungsfaktor berechnet werden). Eine Kalibratorlinie bzw. ein Umrechnungsfaktor aus einem anderen Lauf
machen die Ergebnisse unguiltig.

Jedes Labor muss auf Basis der jeweiligen Patientenpopulation und anderer lokaler Faktoren eigene Werte fiir
Referenz- (Normal-)bereiche ermitteln und verwenden.

Bei dem Positivkontrollserum handelt es sich um ein Humanserum, das Antikdrper gegen PR3 enthalt. Dies ist
eine qualitative Kontrolle, die einen Wert tber 35 Einheiten ergeben muss.

Bei dem Negativkontrollserum handelt es sich um einen Humanserumpool ohne Antikérper gegen PR3. Der Wert
dieser Kontrolle muss unter 35 Einheiten liegen.
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8. Bei dem unverdiinnten getesteten Positivkontrollserum handelt es sich um ein Humanserum, das Antikérper
gegen PR3 enthalt. Der Testwert fur dieses Kontrollreagenz ist auf dem Etikett in PR3-Einheiten angegeben.
Dieser Bereich wurde festgelegt, um 99 % der aufgrund der normalen statistischen Abweichung erwarteten Werte
einzuschlieRen. Gelegentliche kleinere Abweichungen aul3erhalb dieser Bereiche sind zu erwarten. Jedes Labor
muss anhand der Erfahrungen mit diesem Assay eigene Akzeptanz- bzw. Ablehnungskriterien festlegen.

INTERPRETATION DER PATIENTENERGEBNISSE

Es ist zwar bekannt, dass die Spiegel der Antikdrper gegen PR3 im Verlauf der Krankheit steigen und fallen, aber die
klinische Bedeutung der einzelnen Antikérperkonzentrationen wird momentan noch erforscht.(9) Die mit diesem
Assay ermittelten Werte in Einheiten sind ausschlieRlich dafir bestimmt, Patienten in folgende groRe Gruppen
einzuteilen. Vertiefungen mit Patientenproben mit berechneten Werten von mindestens 35 Einheiten sind als positiv
zu werten. Vertiefungen mit Patientenproben mit berechneten Werten von bis zu 35 Einheiten sind als negativ zu
werten. Jedes Labor muss auf Basis der getesteten Population selbst eigene Referenzbereiche und Grenzwerte
festlegen. Die Werte in Einheiten werden von Patientenfaktoren, mechanischen Aspekten (z.B. Prazision und
Genauigkeit beim Pipettieren) und den Testbedingungen (wie Temperatur und Zeiteinteilung der Arbeitsschritte)
beeinflusst. Serielle Bestimmungen der Antikdrperspiegel kdnnen bei einem bestimmten Patienten den Anstieg bzw.
das Absinken der Antikdrperkonzentrationen aufzeigen.

ANGABE DER ERGEBNISSE

Die Ergebnisse sind mit dem Wert in Einheiten als positiv oder negativ auf Antikérper gegen PR3 anzugeben. Die in
einer einzigen Probe gemessenen Antikérperspiegel haben eine nur beschrankte klinische Bedeutung. Serielle
Bestimmungen der Antikdrperspiegel bei einem bestimmten Patienten kénnen den Anstieg bzw. das Absinken der
Antikdrperkonzentrationen aufzeigen, von denen bekannt ist, dass sie dem Verlauf der Krankheit folgen.

BESCHRANKUNGEN DES TESTS

1. Der Nachweis von PR3-ANCA-Antikérpern allein ist fir eine Diagnose nicht ausreichend. Diese Ergebnisse
mussen immer im Zusammenhang mit der Krankengeschichte und den Symptomen des Patienten, dem
korperlichen Befund und anderen diagnostischen Methoden interpretiert werden.

2. Lediglich auf Basis eines positiven Tests auf Antikrper gegen PR3 darf keine Behandlung initiiert werden. Fur
den Beginn einer Therapie missen klinische Symptome, weitere Laborergebnisse und der Gesamteindruck des
Arztes herangezogen werden.

3. Das Ergebnis dieses Tests muss im Zusammenhang mit den Informationen aus der klinischen Untersuchung und
anderen diagnostischen Verfahren zur Bestimmung des klinischen Status des Patienten verwendet werden.

ERWARTETE WERTE

In einer normalen Population liegt der zu erwartende Wert unter 35 Einheiten (negativ). PR3-ANCA wurden bei bis zu
85 % der Patienten mit Granulomatose mit Polyangiitis, bei 45 % der Patienten mit mikroskopischer Polyangiitis und
bei einem kleineren Prozentsatz der Patienten mit idiopathischer, nekrotisierender und sichelférmiger
Glomerulonephritis nachgewiesen.(9)

REFERENZBEREICH

Der Referenzbereich wurde durch Tests an Serumproben von 500 gesunden Blutspendern, darunter 239 Frauen und
261 Manner, ermittelt, von denen keine rheumatischen Erkrankungen bekannt waren. Auf Grundlage einer anhand
dieser Daten erstellten ROC-Kurve wurde der normale Grenzwert mit weniger als 35 Einheiten PR3 festgelegt.

Aufgrund der inharenten Abweichungen bei ELISA-Assays sollten Werte im Bereich von finf Einheiten tUber bzw.
unter dem positiven oder negativen Grenzwert (d.h. zwischen 30 und 40 Einheiten) besonders sorgfaltig ausgewertet
werden. Fur die Auswertung der Ergebnisse dieses Assays mussen der klinische Befund, Anzeichen, Symptome, der
Eindruck des Arztes und weitere Laborbefunde herangezogen werden.

LEISTUNGSFAHIGKEIT DES TESTS

Das RELISA® PR3-Testsystem von Immuno Concepts wurde mit einem anderen, im Handel erhéltlichen ELISA MPO-
Testsystem verglichen. Die untersuchte Population umfasste 173 Proben, die fir Tests auf ANCA, MPO und PR3,
aber ohne spezifische Diagnosen, an klinische Labors eingeschickt worden waren, 10 Proben von Patienten mit einer
Diagnose von mikroskopischer Polyangiitis, 15 Proben von Patienten mit einer Diagnose von nekrotisierender
sichelférmiger Glomerulonephritis, 12 Proben von Patienten mit einer Diagnose von Polyarteritis nodosa, 7 Proben
von Patienten mit einer Diagnose von eosinophile Granulomatose mit Polyangiitis, 12 Proben von Patienten mit einer
Diagnose von Vaskulitis, 25 Proben von Patienten mit einer Diagnose von Granulomatose mit Polyangiitis sowie 261
Proben von mannlichen und 239 Proben von weiblichen Blutspendern. Alle Proben wurden parallel im Pradikat- und
Subjekt-Gerat getestet. Auf Basis dieses Vergleichs wurden die folgenden Daten mithilfe einer
Finfpunktkalibrationskurve aufgestellt:



Pradikat Anti-PR3-Test

Immuno Concepts Positiv Negativ
RELISA® PR3 Positiv 179 8
Antikorpertest Negativ 4 563

Aus diesen Daten ergeben sich die folgenden statistischen Werte: relative Sensitivitat 97,8%; relative Spezifitat
98,6%; Gesamtubereinstimmung 98,4%.

Unter den 8 ,falsch-positiven” Proben zeigten 2 bei Immunfluoreszenz ein p-ANCA-Muster, 4 ein c-ANCA-Muster und
2 keinerlei Immunfluoreszenz-Muster. Zwei der Proben mit c-ANCA-Muster bei Immunfluoreszenz und einem
positiven Ergebnis mit RELISA® PR3 stammten von Patienten mit einer Diagnose von Granulomatose mit
Polyangiitis, wahrend eine der Proben mit einem positiven p-ANCA-Muster bei Immunfluoreszenz und einem
positiven Ergebnis mit RELISA® PR3 von einem Patienten mit eosinophile Granulomatose mit Polyangiitis stammte.
Bei diesen Proben kann es sich um ,falsch-negative® Ergebnisse mit dem Pradikat-Gerat handeln.

Folgende Daten wurden mithilfe der optionalen Einpunktkalibrationsmethode erzielt:

Pradikat Anti-PR3-Test

Immuno Concepts Positiv Negativ
RELISA® PR3 Positiv 176 4
Antikorpertest Negativ 7 567

Aus diesen Daten ergeben sich die folgenden statistischen Werte: relative Sensitivitat 96,2%; relative Spezifitat
99,3%; Gesamtubereinstimmung 98,5%.

Reproduzierbarkeit

Die Prazision des Tests wurde anhand von sieben Proben, deren PR3-ANCA-Werte im Bereich der Kalibrationskurve
lagen, bestimmt. Diese Proben wurden in Doppelbestimmung mit drei verschiedenen Chargen von
antigenbeschichteten Mikrotiterstreifen bei drei verschiedenen Durchldufen von drei unterschiedlichen
Laborfachkraften getestet. Die Prazision innerhalb des Tests und zwischen Tests ist in den folgenden Tabellen
dargestellt:

Prazision Innerhalb des Tests

n=21 Konzentration (Einheiten) SA % VK
Probe 1 125 7 5
Probe 2 97 8 8
Probe 3 74 3 4
Probe 4 65 4 6
Probe 5 59 4 7
Probe 6 117 6 5
Probe 7 240 11 5
Prazision zwischen Tests

n=3 Konzentration (Einheiten) SA % VK
Probe 1 125 9 7
Probe 2 97 7 8
Probe 3 74 6 9
Probe 4 65 10 15
Probe 5 59 8 14
Probe 6 117 16 14
Probe 7 240 12 5

LINEARITAT
Der Test ist innerhalb des Bereichs der Kalibrationskurve linear, wie durch die Verfahren in der NCCLS-Richtlinie
Evaluation of the Linearity of Quantitative Analytical Methods aufgezeigt.(10)



VALIDIERUNG DER EINPUNKTKALIBRATION

Der Einsatz eines Einpunktkalibrators wurde mit derselben Gruppe von 754 Serumproben validiert, die fiir den
Vergleich mit dem Pradikat-Gerat verwendet worden waren. Die Regressionsanalyse dieses Vergleichs ergab einen
Regressionskoeffizienten (r2) von 99,2%; die Varianzanalyse (ANOVA) der Daten zeigte keinen statistisch
signifikanten Unterschied zwischen den beiden Methoden. Aus dem Praxisaspekt betrachtet, ergab dieser Vergleich
nur drei Proben (0,4%) mit diagnostischen Diskrepanzen zwischen dem Fiinfpunktkalibrationssystem und dem
optionalen Einpunktkalibrationssystem. Bei all diesen Proben lagen die PR3-Werte in der Nahe des Grenzwerts von
35 Einheiten, und zwar zwischen 31 und 40 Einheiten.(10) Proben dieses Typs sind in jedem Assaysystem
problematisch fur die Diagnostik und missen von den Labormitarbeitern, welche die Proben analysieren und die
Daten interpretieren, besonders sorgfaltig ausgewertet werden.

KREUZREAKTIVITATSSTUDIEN

Insgesamt 40 Serumproben mit anderen Autoantikérpern als Anti-PR3-ANCA wurden mit dem RELISA® PR3-
Testsystem von Immuno Concepts getestet. Bei diesen Proben handelte es sich um gangige antinukleare
Antikérpermuster (z.B. homogen, gesprenkelt oder nukleolar) sowie um Antikérper gegen zytoplasmatische
Komponenten wir Mitochondrien, den Golgi-Apparat und das Zé/toskelett. Zwanzig der Proben enthielten
Rheumafaktoren. Keine dieser Proben ergab mit dem RELISA™ PR3-Testsystem von Immuno Concepts ein positives
Ergebnis.
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RELISA® ANCA-PR3 TESTVERFAHREN

Alle Proben (einschlieBlich der Waschpufferlésung) miissen vor dem Gebrauch Raumtemperatur angenommen haben.

ARBEITSBLATT VORBEREITEN

Das mit dem Kit mitgelieferte Arbeitsblatt beschriften, um die Positionen
der Proben in den Vertiefungen anzuzeigen. Die Kalibratorseren in
Doppelbestimmung testen. Um die Multi-Punkt-Kurve verwenden zu
kénnen, mussen alle 5 Kalibratorseren getestet werden. Fur die
optionale Einpunktkalibration braucht nur Kalibratorserum Nr. 3 in
Doppelbestimmung getestet zu werden. Eine Vertiefung wird fiir eine
Leerprobe benétigt. Wir empfehlen, auch alle Kontrollreagenzien und
Patientenproben in Doppelbestimmung zu testen, bis Ihr Labor die
akzeptable Prazision fiir den Assay ermittelt hat.

WASCHPUFFERLOSUNG ANSETZEN (PBS-Tween)

Den Inhalt eines Beutels PBS-Pufferpulver in einem Liter entionisiertem
oder destilliertem Wasser auflésen. Den gesamten Inhalt einer Flasche
Waschpufferkonzentrat zu dem Einliter-Behalter mit der PBS-
Pufferlésung hinzugeben. Gut mischen. Die Pufferlésung kann
verschlossen bei 2-25 °C gekuhlt bis zu vier Wochen aufbewahrt
werden.

PATIENTENPROBEN VERDUNNEN

Die Patientenproben durch Zugabe von 25 pl Serum zu 975 pl
Probenverdiinnungsmittel im Verhaltnis 1:40 verdiinnen. Das optionale
unverdiinnte getestete PR3-Positivkontrollserum ggf. im gleichen
Verhaltnis wie die Patientenproben verdliinnen. Gut mischen.
Kalibratoren, Positivkontrollserum und Negativkontrollserum werden
gebrauchsfertig verdiinnt geliefert und miissen nicht mehr verdiinnt
werden.

MIKROTITERSTREIFEN VORBEREITEN

Die bendtigte Anzahl Streifen aus den Beuteln entnehmen und in den
Halter einsetzen. Die Streifen miissen fest im Rahmen sitzen. Driicken
Sie an beiden Enden des Streifens bis dieser sicher im Rahmen
einrastet. Falls nur einzelne Kavitaten oder kein voller Streifen
verwendet wird ist zu Uberpriifen ob jede Kavitat fest sitzt. Streifen die
korrekt im Halter sitzen kénnen beim Umdrehen des Halters dann nicht
herausfallen. Wenn weniger als acht Kavitaten fiir den Ansatz benétigt
werden kénnen diese durch abknicken getrennt werden. Unbenutzte
Streifen oder Kavitaten kdnnen im Folienbeutel mit Trocknungsmittel
verpackt und mit Klebestreifen versiegelt bis zu 45 Tage im
Kihlschrank aufbewahrt und werden.

SERUMVERDUNNUNGEN DISPENSIEREN

Je 100 pl Kalibrator, Kontrollseren und verdiinnte Patientenproben wie
im Arbeitsblatt eingezeichnet in die entsprechenden Vertiefungen
dispensieren. 100 ul Probenverdiinnungsmittel in die Vertiefung fir die
Leerprobe dispensieren.

STREIFEN INKUBIEREN (30 Minuten bei Raumtemperatur, d.h. 18—
25 °C).

Bei Raumtemperatur 30 Minuten inkubieren. Die Streifen missen
wahrend der Inkubation vor Zugluft und Temperaturschwankungen
geschutzt sein. Auf Wunsch kénnen die Streifen mit transparentem
Klebstreifen oder einem Papiertuch abgedeckt werden, um sie gegen
Staub oder Fremdkorper zu schitzen.

STREIFEN WASCHEN (Siehe Allgemeine Hinweise zum Verfahren Nr.
5 und 6)

Vertiefungen 3-bis 5mal mit der PBS-Tween-Waschpufferlésung
ausspulen. Fur manuelle Waschvorgange den Inhalt der Vertiefungen
aspirieren und anschlieRend jede Vertiefung mit ausreichend
Waschpufferldsung flllen. Kreuzkontamination der Vertiefungen
vermeiden, insbesondere im ersten Waschschritt nach der Aspiration.
Den Waschpuffer durch Umdrehen vollstédndig aus den Vertiefungen
entfernen, dann verbleibende Waschpufferreste mit einer scharfen
Bewegung aus dem Handgelenk herausklopfen. Die Waschschritte
insgesamt 3 bis 5-mal wiederholen. Anschliefend sollten die Platten
energisch auf einem Papiertuch oder sonstigem saugfahigem Material
ausgeklopft werden, um alle Waschpufferreste zu entfernen.
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10.

1.
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13.

14.

ENZYM-ANTIKORPERREAGENS DISPENSIEREN
In jede Vertiefung 100 pl Enzym-Antikdrperreagens dispensieren.

STREIFEN INKUBIEREN (30 Minuten bei Raumtemperatur, d.h. 18—
25 °C).

Bei Raumtemperatur 30 Minuten inkubieren. Die Streifen missen
wahrend der Inkubation vor Zugluft und Temperaturschwankungen
geschitzt sein. Auf Wunsch kénnen die Streifen mit transparentem
Klebstreifen oder einem Papiertuch abgedeckt werden, um sie gegen
Staub oder Fremdkorper zu schitzen.

STREIFEN WASCHEN

Vertiefungen 3-bis 5mal mit der PBS-Tween-Waschpufferldsung
ausspilen. Fir manuelle Waschvorgéange den Inhalt der Vertiefungen
aspirieren und anschlieRend jede Vertiefung mit ausreichend
Waschpufferldsung flllen. Kreuzkontamination der Vertiefungen
vermeiden, insbesondere im ersten Waschschritt nach der Aspiration.
Den Waschpuffer durch Umdrehen vollstdndig aus den Vertiefungen
entfernen, dann verbleibende Waschpufferreste mit einer scharfen
Bewegung aus dem Handgelenk herausklopfen. Die Waschschritte
insgesamt 3 bis 5-mal wiederholen. Anschliefend sollten die Platten
energisch auf einem Papiertuch oder sonstigem saugfahigem Material
ausgeklopft werden, um alle Waschpufferreste zu entfernen.

SUBSTRATLOSUNG DISPENSIEREN

100 pl Substratliésung in jede Vertiefung dispensieren, dabei einen
Zeitmesser verwenden, um einheitlich Intervalle zu gewéhrleisten. Die
Substratlésung muss den Vertiefungen in einer gleichbleibenden
Geschwindigkeit zugegeben werden, damit jede Vertiefung exakt gleich
lang inkubiert wird (15 Minuten). Die Substratldsung in den mit positiven
Proben inkubierten Vertiefungen farbt sich blau, wahrend die Lésung in
den Vertiefungen mit negativen Proben farblos bis blassblau ist.

STREIFEN INKUBIEREN (Genau 15 Minuten bei Raumtemperatur, d.h.
18-25 °C).

Bei Raumtemperatur genau 15 Minuten inkubieren. Die Streifen
missen wahrend der Inkubation vor Zugluft und
Temperaturschwankungen geschitzt sein.

STOPPREAGENS DISPENSIEREN

Nach einer Inkubationsdauer von genau 15 Minuten 100 pl
Stoppreagens in jede Vertiefung geben, dabei dieselbe Reihenfolge und
Geschwindigkeit einhalten, mit der die Substratlésung zugegeben
wurde. Nach Zugabe des Stoppreagens farbt sich die blaue
Substratldsung gelb, wahrend die farblose Losung farblos bleibt.

EXTINKTION DER VERTIEFUNGEN ABLESEN

Innerhalb von 30 Minuten nach Zugabe des Stoppreagens missen die
Vertiefungen mit einem Plattenlesegerat (Spektralphotometer)
abgelesen werden. Die Vertiefungen werden bei 450 nm gegen die
Vertiefung mit der Leerprobe abgelesen. Ist ein Spektralphotometer mit
zweifacher Wellenlénge verfiigbar, sollte die Wellenlange fir den
Referenzfilter bei 600-650 nm eingestellt werden. Die Ablesung der
Vertiefungen bei 450 nm ohne ReferenZfilter ergibt hdhere
Extinktionswerte.
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