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COLORZYME® nDNA-TESTSYSTEM

Nur zur in vitro-Diagnostik
Fur Professionellen Gebrauch

INDIKATION: Dies ist ein indirekter Enzym-Antikdrpertest fir den semiquantitativen Nachweis von anti-nDNA
Antikérpern in humanem Serum. Der Test dient als Hilfestellung bei der Diagnose von systemischem Lupus
erythematodes.

ZUSAMMENFASSENDE ERKLARUNG DES TESTS

Der Terminus antinukleére Antikdrper (ANA) ist ein Oberbegriff zur Beschreibung von Autoantikdrpern gegen
verschiedene Zellkernproteine. Friihere Studien dieser Autoantikérper, die mit Immunofluoreszenztechniken arbeiteten,
haben einige wenige Spezifitdten von Zellkernproteinen aufgezeigt (1). Wegen der hohen Korrelation positiver ANA mit
systemischem Lupus erythematosus (SLE) ist diese Erkrankung bei negativen ANA grundsatzlich auszuschlieRen (2).

Auch wenn DNA-spezifische Antikdrper weiterhin eine hohe Korrelation mit SLE (3) aufweisen, wurde in den letzten 10
Jahren eine Reihe nuklearer (4) und zytoplasmischer (5-7) Makromolekille nachgewiesen und mit anderen
Bindegewebserkrankungen in Verbindung gebracht (8-10). Einige dieser Antikérper haben offenbar einen
diagnostischen und/oder prognostischen Wert bei systemischer Sklerose (11, 12), gemischter Bindegewebskrankheit
(13-15), Sjogren-Syndrom (16, 17), Polymyositis (18) und rheumatoider Arthritis (19). Aus diesem Grunde werden ANA
Tests mittlerweile als allgemeine Screening-Methode zum Nachweis von Bindegewebskrankheit anerkannt (20).

Patienten mit systemischem Lupus erythematosus (SLE) kénnen Antikdrper gegen eine ganze Reihe nuklearer
Antigene produzieren. Die gegen Sm (Smith-Antigen) und nDNA gerichteten Antikdrper zeigen jedoch die hochste
Korrelation mit der Krankheit (20). Gegen Sm gerichtete Antikdrper weisen eine gefleckte ANA-Farbung auf, gegen
NDNA gerichtete Antikdrper erzeugen indessen eine homogene ANA-Farbung. Auch wenn im Serum von Patienten mit
rheumatoider Arthritis, Sjégren-Syndrom, progressiver systemischer Sklerose, Dermatomyositis, diskoidem Lupus
erythematosus und gemischter Bindegewebskrankheit (21) niedrige Spiegel von nDNA-Antikdrpern vorhanden sind, so
treten hohe Spiegel von nDNA-Antikdrpern dagegen fast ausschlieflich bei SLE auf. Man geht davon aus, dass
Antikdrper gegen nDNA an der Pathogenese der meisten schweren Varianten von SLE beteiligt sind, wenn sie als
Immunkomplex abgelagert werden (22). Antikdrper gegen nDNA treten bei hohen Titrierungen auf, und da sie mit der
Krankheitsaktivitéat korrelieren (23), ist ihr Nachweis fir die Behandlung von SLE-Patienten von Bedeutung.

Die indirekte Immunofluoreszenz hat sich, auf Grund der kleinen GréR3e des Crithidia luciliae Organismus, fir einige
Labors als problematisch erwiesen. Es sollten deshalb hochwertige optische Geréte und eine ebensolche Fluoreszenz-
Ausristung verwendet werden. Aus diesem Grunde und wegen der Notwendigkeit, die fir die Fluoreszenz-Mikroskopie
typischen Probleme mit der laboriibergreifenden Reproduzierbarkeit zu reduzieren, wurde das Colorzyme® nDNA
Testsystem von Immuno Concepts entwickelt. Serum-Antikdrper mit Reaktivitat auf nDNA werden durch Verfarbung des
Kinetoplast im Organismus Crithidia luciliae nachgewiesen (24). C. luciliae ist ein fir Menschen apathogener Parasit der
Schmeilifliege. Der Kinetoplast dieser Hamoflagellaten ist Teil des grofRen Mitochondriums, in dem die helixférmige
NDNA konzentriert ist (24-25). Im Elektronenmikroskop erscheint der Kinetoplast als leicht konkave, scheibenférmige
Struktur, die mitochondriale Cristae und fibrose DNA-Masse enthélt (26). Der Kinetoplast liegt zwischen dem zentralen
Nukleus und dem Basalkérper des Flagellum. Da die nDNA des Kinetoplast keine Kontamination durch einstrangige
DNA (ssDNA) aufweist, werden mdégliche Probleme mit falsch-positiven Reaktionen auf ssSDNA, die bei einem
Radioimmuntest mit Kalbsthymus-DNA auftreten kdnnen, so gut wie eliminiert (25, 27-31).
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TESTPRINZIP

Der Colorzyme® NDNA Test von Immuno Concepts arbeitet mit der Technik der indirekten Enzym-Antikérper. Dabei
werden Patientenproben mit Antigensubstrat inkubiert, um spezifische Bindungen von Autoantikdérpern an Kinetoplast-
NDNA zu ermdéglichen. Wenn nDNA-Antikdrper vorhanden sind, bildet sich ein stabiler Antigen-Antikdrperkomplex. Nach
dem Waschen, bei dem nicht-spezifische Antikérper entfernt werden, wird das Substrat mit einem anti-Human-
Antikorperreagens, das an Meerrettich-Peroxidase konjugiert ist, inkubiert. Bei positivem Ergebnis bildet sich ein stabiler
dreiteiliger Komplex, bestehend aus an humane anti-nDNA-Antikdrper gebundenen enzymmarkierten Antikdrpern,
welche ihrerseits an nDNA-Antigen gebunden sind. Dieser Komplex kann durch Inkubation des Objekttragers in
Farbreagens, das ein enzymspezifisches Substrat enthalt, sichtbar gemacht werden. Die Reaktion zwischen
enzymmarkiertem Antikdrper und enzymspezifischem Substrat fuhrt zu einer Verfarbung auf dem Objekttrager, die unter
einem gewohnlichen Lichtmikroskop sichtbar ist. In positiven Proben weist der Kinetoplast eine dunkelblau bis purpurne
Verfarbung im Organismus von Crithidia luciliae auf. Wenn die Probe fir nDNA-Antikérper negativ ist, zeigt der
Kinetoplast keinerlei Verfarbung.

SYSTEMKOMPONENTEN - IM LIEFERUMFANG ENTHALTEN

Verwendung: Samtliche Komponenten werden gebrauchsfertig geliefert, ohne dass Aliquotieren oder eine
Rekonstitution erforderlich sind (mit Ausnahme von PBS-Puffer und Colorzyme® Farbreagens, die vor Gebrauch in
deionisiertem oder destilliertem Wasser aufgelost werden missen).

Aufbewahrung: Alle Komponenten kdnnen gekuhlt bei 2-10°C aufbewahrt werden. Nach Rekonstitution sollte PBS-
Puffer in Behalter mit Schraubverschluss gespeichert und zwischen 2-25°C gelagert warden. Nach Rekonstitution kann
Colorzyme® Farbreagens im geschlossenen Behalter bei Zimmertemperatur bis zu 30 Tage lang aufbewahrt werden. Je
nach Gebrauchshaufigkeit konnen 150 mi Colorzyme® Farbreagens mit bis zu 20 Objekttragern verwendet werden.

Stabilitat: Alle Komponenten sind bis mindestens 12 Monate nach Herstellungsdatum stabil. Keine Komponenten nach
Uberschreiten des Verfallsdatums verwenden.

REAKTIVE REAGENZIEN
Substrattrager |[SLIDE}: Objekttrager fir nDNA-Substrat mit direkt in den Testvertiefungen stabilisierter Crithidia luciliae.

Durch eine spezielle Konstruktion wird die Gefahr der Kreuzkontamination der Vertiefungen bei den Tests minimiert. Der
Objekttragerbeutel ist mit einem inaktiven nicht-toxischen Gas geflllt, das zur Stabilitat der Zellen beitragt.

Positivkontrolle JCONTROL| +|: Katalognummer 3021. Gebrauchsfertiger Tropfer mit 1,0 ml positivem Human-
Kontrollserum mit nDNA-Antigen-spezifischen Antikdrpern. Dieses Serum erzeugt eine helle positive
Verfarbungsreaktion des Kinetoplast, oder von Kinetoplast und Nukleus, auf dem Crithidia luciliae-Substrat von Immuno
Concepts.

Titrierbares Kontrollserum |[TC}: Katalognummer 3026CZ. Gebrauchsfertiges Flaschchen mit 0,5 ml positivem Human-
Kontrollserum zur unverdiinnten Verwendung als Patientenprobe. Siehe Etikett fur Titrierungswert.

Negativkontrollserum JCONTROL]| - |: Katalognummer 3031. Gebrauchsfertiger Tropfer mit 1,0 ml negativem Human-
Kontrollserum. Das Negativkontrollserum erzeugt keinerlei spezifische Verfarbung des Kinetoplast auf dem Crithidia
luciliae-Substrat von Immuno Concepts.

Enzym-Antikdrperreagens [CONJ|HRP)]: Katalognummer 5009 (9,0 ml), 5075 (23,0 ml). Anti-human-1gG, an
Meerrettich-Peroxidase (HRP) konjugiert. Gebrauchsfertiges Reagens in Prazisions-Tropfflaschchen mit 9,0 ml fir alle
10 Objekttrager im Lieferumfang des Testkits.

Farbreagens |PWDR|CRP|: Katalognummer 4066. HRP-spezifisches Enzym-Substratpulver, enthalt 4-Chloro-1-
Naphthol. Jede Packung enthalt Pulver fur 150 ml selbstaktivierendes Colorzyme® Farbreagens.

Herstellung: Inhalt eines Beutels mit 150 ml deionisiertem oder destilliertem Wasser auflésen. Gut durchmischen,
bis das Pulver véllig aufgeldst ist. Dieses Farbreagens ist 30 Tage stabil, wenn es bei Raumtemperatur in einem
geschlossenen Behdlter aufbewahrt wird. Dieses Farbreagens kann bis zu 30 Tage lang, oder bis eine
Farbanderung oder Ausfallung zu beobachten ist, wiederverwendet werden. Tribungen oder Schimmern bei
Wiederverwendung, ohne sichtbare Ausfallungen, sind normal. Je nach Gebrauchshaufigkeit kénnen 150 ml
Colorzyme® Farbreagens mit bis zu 20 Objekttragern verwendet werden.



NICHT-REAKTIVE KOMPONENTEN
PBS-Waschpuffer PWDR|PBS]: Katalognummer 1011. Phosphat-gepuffertes Kochsalzpulver (0,01 M, pH 7,4 £ 0,2).

Jeder Beutelinhalt reicht fur 1 Liter gebrauchsfertigen Puffer. (Ein Beutel Pufferpulver fir je funf Objekttréager ist im
Lieferumfang des Testkits enthalten).

Herstellung: Einen Beutel Pufferpulver in 1 Liter deionisiertem oder destilliertem Wasser aufldsen und speichern
Sie zwischen 2-25°C bis zu 4 Wochen aufbewahren, oder bis Anzeichen von Kontamination oder andere sichtbare
Veranderungen zu erkennen sind.

Semipermanentes Eindeckmedium [SOLN|MM|: Katalognummer 1111. Gebrauchsfertiges Tropf-Flaschchen mit 5,0
ml Glycerol-basiertem Montagemedium.

Deckglaser |[CVSLP|: Katalognummer 1042. Jede Packung enthélt zehn Deckglaser 24 x 64 mm Nr. 1.

ZUSATZLICH ERFORDERLICHE MATERIALI EN - NICHT IM
LIEFERUMFANG ENTHALTEN

Prazisionspipetten fir Volumina von 20-25 pl

Drei Coplin-Glaszylinder oder Farbungsschalen

Spritzflasche oder Pasteur-Pipetten

Serologische Pipetten

Mehrere 1-Liter-Behdlter mit Schraubverschluss (fur PBS-Waschpuffer)
Geschlossener Behalter zur Aufbewahrung von Colorzyme® Farbreagens
Deionisiertes oder destilliertes Wasser

Testrohrchen zur Herstellung von Reihenverdiinnungen

Saugpapier oder Papierhandtiicher

Inkubationskammer

Einmalhandschuhe

Laborstoppuhr

Standard-Lichtmikroskop mit 200- und 400-facher Vergréf3erung

SICHERHEITSHINWEISE

1. Samtliche zur Herstellung von Kontrollseren fir dieses Produkt verwendeten Materialien humanen Ursprungs
wurden nach von der FDA anerkannten 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
infektibse Agenten vorhanden sind. Daher sollten alle Kontrollseren wie potenziell infektiose Materialien gehandhabt
werden.

2. Alle Patientenproben sollten nach den Anforderungen fiir Biosafety Level 2 behandelt werden, wie fur potenziell
infektibses humanes Serum und andere Blutbestandteile empfohlen in: Centers for Disease Control / National
Institutes of Health Manual: Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories, 1999 Edition.

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

4. Einige Reagenzien enthalten Natriumazid (0,09%) als Konservierungmittel. Natriumazid kann mit Blei- oder
Kupferinstallationen reagieren und hochexplosive Metallazidsalze bilden. Beim Entsorgen der Reagenzien mit
reichlich Leitungswasser nachspulen, damit im Abfluss keine Ricksténde verbleiben. Natriumazid ist giftig und kann
bei Verschlucken toxisch wirken.

5. Der Kit ist ausschlief3lich zur In vitro-Diagnostik bestimmt.

6. Falls hamolysierte oder lipamische Seren verwendet werden mussen, die Seren durch Hitzeeinwirkung (30 Minuten
bei 56°C) inaktivieren, um optimale Ergebnisse zu erzielen. Mikrobiell kontaminierte Seren dirfen nicht verwendet
werden.

7. Das titrierbare Kontrollserum ist fiir die Uberwachung der Chargen- und Testlauf-iibergreifenden Reproduzierbarkeit

bestimmt. Es ist nicht zur Messung der Gesamtsensibilitat oder Spezifitdt des Tests bestimmt.

In Bereichen, in denen mit Patientenproben oder Kitreagenzien gearbeitet wird, nicht rauchen, essen oder trinken.

Verspritzen von Reagenzien und Erzeugung von Aerosolen vermeiden.

10. Die angegebenen Inkubationszeiten und Temperaturwerte genau einhalten, andernfalls kdnnten die Ergebnisse
verfalscht werden.

11. Eine Kreuzkontamination der Reagenzien oder Proben kann ebenfalls zu falschen Ergebnissen fiihren.

12. Wiederverwendbare Glasartikel missen vor Gebrauch gewaschen und griindlich ausgespult werden, um samtliche
Waschmittelriickstande zu entfernen. Die Glasartikel missen vor Gebrauch sauber und trocken sein.
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13. Vor der Testdurchfihrung missen alle Reagenzien, Objekttrager und Proben auf Zimmertemperatur (18-25°C)
gebracht werden.

14. Beim Arbeiten mit Proben und Reagenzien sind grundsatzlich Einmalhandschuhe zu tragen. Danach griindlich
Hénde waschen.

15. Eine mikrobielle Kontamination der Reagenzien oder Proben kann das Ergebnis verfalschen.

16. Niemals mit dem Mund pipettieren und Kontakt der Reagenzien und Proben mit Haut und Schleimh&uten
vermeiden. Bei Kontakt mit viel Wasser und desinfizierender Seife waschen.

17. Dieses Farbreagens kann bis zu 30 Tage lang, oder bis eine Farbanderung oder Ausféllung zu beobachten ist,
wiederverwendet werden. Tribungen oder Schimmern bei Wiederverwendung, ohne sichtbare Ausfallungen, sind
normal. Je nach Gebrauchshaufigkeit kénnen 150 ml Colorzyme® Farbreagens mit bis zu 20 Objekttragern
verwendet werden.

PROBENGEWINNUNG

Probenentnahme: Nach Mdglichkeit sollten Serumproben hergestellt werden. Dazu durch Venenpunktion in ein steriles
Vakuumréhrchen oder durch ein anderes geeignetes Blutentnahmesystem aseptisch ca. 5 ml Vollblut entnehmen. Das
Blut bei Zimmertemperatur (18-25°C) gerinnen lassen. Danach muss das Serum so bald wie méglich durch
Zentrifugation abgetrennt werden, um Hamolyse zu vermeiden.

Stérsubstanzen: Stark hamolytische, lipamische oder durch Mikrobenwachstum verunreinigte Seren sowie Seren von
Ikteruspatienten dirfen nicht verwendet werden, weil diese Zusténde zu falschen Ergebnissen fiihren kénnen. Proben
mit sichtbaren Verunreinigungen mussen vor Verwendung zentrifugiert werden.

Aufbewahrung: Serumproben kdnnen bei einer Temperatur von 2-10°C maximal eine Woche lang aufbewahrt werden.
Sollen die Proben langer aufbewahrt werden, missen sie bei mindestens —20°C eingefroren werden. Serum darf nicht in
einem Kihlschrank oder Gefrierschrank mit Abtauautomatik gelagert werden.

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

INTERPRETATION DER ERGEBNISSE

Die korrekte Interpretation der Ergebnisse hangt von der deutlichen Erkennung der verschiedenen morphologischen
Merkmale des Organismus von Crithidia luciliae ab.

.7., \ Flagell
/\ Basalkdrper

Kinetoplast

Zytoplasmatische
Organelle

Die AufRenhiille der meisten Protozoen besteht aus einer Pellikula aus Lipoprotein. Im Inneren dieser Pellikula liegt die
Plasmamembran. Die Plasmamembran umgibt das Zytoplasma, bestehend aus a) der &uReren Ektoplasmaschicht mit
Basalkorper und Flagellum und b) dem Endoplasma, einem innen sehr flissigen Zytoplasma, das den Nukleus,
Kinetoplast und andere Organellen enthalt.

Pellikula, Plasmamembran, Basalkorper und Flagellum gelten als permanente Bestandteile des Organismus, wobei
einzelne Zellen nur eine geringe Lagevariabilitat aufweisen. Auch wenn der Kinetoplast im Allgemeinen néher am
Basalkorper liegt als der Nukleus, kann die exakte Position dieser Organelle auf Grund der flissigen Konsistenz des
Endoplasma von Zelle zu Zelle variieren.

Um den Kinetoplast vom Nukleus klar zu unterscheiden, die positive Kontrollvertiefung ansehen. Der Kinetoplast
befindet sich stets naher am Flagellum (siehe Abbildung oben). Die negative Kontrollvertiefung zeigt keine Verfarbung
des Kinetoplast, die positive Kontrollvertiefung weist dagegen eine Verfarbung des Kinetoplast auf.

NUR EINZELNE, GENAU DEFINIERTE ORGANISMEN IN JEDEM FELD ABLESEN. DIE MORPHOLOGIE DER
EINZELNEN ORGANISMEN KANN AUF GRUND FIXIERUNG WAHREND DES ANWACHSENS VARIIEREN.



QUALITATSSICHERUNG

Positiv-, Negativ- und PBS-Kontrollen missen in jeweils einzelnen Durchlaufen erfolgen. Die positive Kontrollvertiefung
sollte eine dunkelblau-purpurne Farbung im Kinetoplast von Crithidia luciliae hervorrufen, mit oder ohne Verfarbung des
Nukleus. Die negative Kontrollvertiefung sollte keine Verfarbung des Kinetoplast zeigen. Die PBS-Kontrollvertiefung wird
zur Beobachtung nicht-spezifischer Verfarbungen durch das Antikérper-Reagens verwendet und sollte keine
Blauféarbung aufweisen. Wenn die Kontrollvertiefungen nicht die beschriebenen Merkmale aufweisen, ist der Test
ungultig und muss wiederholt werden.

OPTIONALE TITRIERBARE KONTROLLE

Beim Auswerten der Titrierungen beginnen viele Labore mit der Vertiefung, die die Probe mit der grof3ten Verdiinnung
enthalt, und fahren mit der Auswertung ,nach hinten” zur 1:10-Verdiinnung fort. Die erste Vertiefung, in der eine
deutliche Verfarbung des Kinetoplast sichtbar ist, ist der Titrierungsendpunkt. Wir empfehlen diese Vorgehensweise zur
Bestimmung des Titrierungsendpunkts.

In unserem Labor wurde der mittlere Titrierungsbereich (+ eine Zweifach-Verdinnung nach oben oder unten, vom Mittel
ausgehend) fur diese Chargennummer festgelegt; dieser gilt als Richtwert. Mit Hilfe dieser Kontrolle kann jedes Labor
die Reproduzierbarkeit (Prazision) seiner nDNA-Tests selbst einschatzen. Da diese Kontrolle nicht als Indikator fur die
Titrierungsgenauigkeit vorgesehen ist, muss jedes Labor seinen eigenen mittleren Titrierungsendpunkt fiir diese Probe
festlegen und sollte diese Informationen zur Bewertung der Reproduzierbarkeit (Prazision) ihrer Testlaufe heranziehen.

Fur jede Chargennummer wurde durch mehrere Testlaufe mit dieser titrierbaren Kontrolle, unter Verwendung des
Colorzyme® nDNA-Testsystems von Immuno Concepts, ein mittlerer Titrierungswert ermittelt. Chargennummer, mittlere
Titrierung und Titrierungsbereich (x eine Zweifach-Verdiunnung nach oben oder unten, ausgehend vom Mittel) sind auf
dem Etikett des Flaschchens verzeichnet und sollten zur Messung der Systemleistung herangezogen werden.

Die in unserem Labor ermittelten Werte kénnen von Ihren eigenen Werten abweichen. Zahlreiche Faktoren kénnen
Einfluss auf Ihre Ergebnisse nehmen; hier einige Beispiele:

1. Korrekte Ausrichtung des Lichtwegs im Mikroskop. Dazu die Anweisungen in der Gebrauchsanweisung zu lhrem
Mikroskop lesen.

2. Die Blendendéffnung des Objektivs. Die Blendenéffnung bestimmt die Menge des aufgenommenen Lichts und die
Aufldsung des Objektivs. Die Blendenéffnung ist seitlich am Objektiv aufgedruckt.

3. Prazision und Genauigkeit der Verdinnungstechnik, der Ausriistung und der Ausfuhrung der Testverfahren.

INTERPRETATION DER PATIENTENERGEBNISSE
Zum Betrachten der Crithidia wird eine 400-fache VergréRerung empfohlen.

Negative Reaktion: Ein Serum ist als negativ fur Antikdrper gegen nDNA zu werten, wenn die Kinetoplast-Verfarbung
geringer als oder gleich der negativen Kontrollvertiefung ist. Eine Verfarbung des Nukleus ohne Verfarbung des
Kinetoplast ist ebenfalls als negativ fur Antikdrper gegen nDNA zu werten.

Positive Reaktion: Ein Serum ist als positiv zu werten, wenn der Kinetoplast eine deutlich sichtbare und starkere
Verfarbung als die Negativkontrolle aufweist.

Titrierungen: Beim Auswerten der Titrierungen beginnen viele Labore mit der Vertiefung, die die Probe mit der grof3ten
Verdunnung enthalt, und fahren mit der Auswertung ,nach hinten” zur 1:10-Verdunnung fort. Die erste Vertiefung, in der
eine deutliche Verfarbung des Kinetoplast sichtbar ist, ist der Titrierungsendpunkt. Wir empfehlen diese
Vorgehensweise zur Bestimmung des Titrierungsendpunkts.

ENZYM-VERFARBUNGSINTENSITAT

Der Grad der Verfarbungsintensitat hat keinen nachweisbaren klinischen Wert und nur begrenzten Wert als Titrierungs-
Indikator (32). Um die Interpretation zu vereinfachen, Screening-Ergebnisse als stark positiv oder positiv werten und
entsprechend titrieren.

Stark positive Reaktion: Dunkelblau bis stark dunkelblau-purpurne Verfarbung mit klar erkennbarer Kontur des
Kinetoplast.

Positive Reaktion: Schwache Blau- bis Purpurfarbung, mit gréReren Verfarbungsunterschieden zwischen den
Organismen. Die Zellkontur kann bei einigen Organismen weniger klar definiert sein, wobei die Mehrzahl der
Organismen immer noch eine deutlich sichtbare Verfarbung des Kinetoplast aufweist.

AUSWERTUNG DER ERGEBNISSE

Screening: Die Ergebnisse des Tests sind als stark positiv, positiv oder negativ bei 1:10-Verdiinnung anzugeben.
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Titrierung: Die letzte Reihenverdiinnung, in der eine deutliche Verfarbung des Kinetoplast sichtbar ist, ist als Ergebnis
anzugeben. Ergebnisse mit einer starken Reaktion bei einer Verdinnung 1:640 sind als gré3er als 1:640 anzugeben.

VERFARBUNGSEIGENSCHAFTEN
Kinetoplast: leichte oder periphere Verfarbung des Kinetoplast in der Nahe des Flagellum-Bereichs des Organismus.
Ergebnis: positiv fir Antikdrper gegen nDNA.
Antigene: nDNA.
Assoziierte Erkrankung: hohe Titrierungen lassen auf aktiven SLE schlie3en (20), oder, falls SLE bereits friher
diagnostiziert wurde, auf ein Wiederauftreten der Krankheit oder mangelhaftes Therapie-Ansprechen (21-23).

Nukleus: leichte, periphere oder gefleckte Verfarbung des Nukleus.
Ergebnis: Negativ fir Antikdrper gegen nDNA.
Antigene: mit dem Nukleus assoziierte Antigene (21-23).
Assoziierte Erkrankung: positive Verfarbung des Nukleus kann auf nicht-spezifische Bindegewebskrankheit schlieBen
lassen.

HINWEIS: Positive ANA-Ergebnisse mit HEp-2 oder anderen Substraten erzeugen in der Regel keine entsprechende
Verfarbung des Nukleus bei C. luciliae. Beispielsweise erzeugt ein geflecktes ANA mit HEp-2 keine fleckige
Verfarbung des Nukleus bei C. luciliae.

Basalkorper: leichte Verfarbung der beiden Spharen an der Verbindungsstelle des Koérpers des Organismus mit dem
Flagellum im Ektoplasma.
Synonyme Bezeichnung: Basalfiil3e.
Ergebnis: Negativ fur Antikérper gegen nDNA.
Antigene: mit dem Basalkorper assoziierte Antigene.
Assoziierte Erkrankung: wurde von SLE-Patienten berichtet, bei denen keine Verfarbung des Kinetoplast oder des
Nukleus auftrat (33).

Flagellum: Verfarbung des Flagellums des Organismus.
Synonyme Bezeichnung: Schwanzbereich des Organismus.
Ergebnis: Negativ fur Antikérper gegen nDNA.

Antigene: mit dem Flagellum assoziierte unbekannte Antigene.
Assoziierte Erkrankung: nicht bekannt.

BESCHRANKUNGEN DES TESTS

1. Es ist nicht mdglich, lediglich auf der Basis des Nachweises von anti-nDNA-Antikorpern eine Diagnose zu stellen.
Der Arzt muss die Ergebnisse im Zusammenhang mit Krankengeschichte und Symptomen des Patienten, den
Ergebnissen der kérperlichen Untersuchung und anderen diagnostischen Methoden interpretieren.

2. Lediglich auf Grund eines positiven Testergebnisses fir anti-nDNA-Antikorper sollte keine Behandlung initiiert
werden. Fir eine Behandlung missen auch klinische Symptome, andere Laborergebnisse und der Gesamteindruck
des Patienten auf den behandelnden Arzt herangezogen werden.

3. Einige Medikamente, darunter Procainamid und Hydralazin, kdnnen eine Lupus erythematosus-ahnliche Erkrankung
induzieren. Patienten mit Medikamenten-induziertem LE kénnen unter Umstanden positive ANA aufweisen, die in
der Regel gegen nukle&re Histone gerichtet sind; es wurde aber auch Uber Antikdrper gegen nDNA berichtet (34-
35).

4. Auch wenn ein hoch-titriertes NDNA als starkes Indiz fir SLE zu sehen ist, ist der diagnostische Wert gering. Das
Ergebnis sollte vielmehr in Zusammenhang mit dem klinischen Gesamtprofil des Patienten bewertet werden. Im
Serum von Patienten mit rheumatoider Arthritis, Sjogren-Syndrom, progressiver systemischer Sklerose,
Dermatomyositis, diskoidem Lupus erythematosus und gemischter Bindegewebskrankheit sind oft niedrige
Titrierungen von anti-nDNA vorhanden (21).

5. Patienten, die sich einer Therapie mit Steroiden unterziehen, kdnnen negative Ergebnisse fir nDNA-Antikorper
aufweisen (36).

ZU ERWARTENDE WERTE

Der zu erwartende Wert in der normalen Population ist negativ bei einer Screening-Verdiinnung von 1:10. Einige
Medikamente, wie etwa Hydralazin, kénnen die Produktion von nDNA-Antikdrpern induzieren (34-35).



LEISTUNGSFAHIGKEIT DES TESTS

NACHWEIS:

Das Immuno Concepts Colorzyme® NDNA Testsystem wurde mit dem indirekten Immunofluoreszenz-nDNA-Test von
Immuno Concepts auf Aquivalenz getestet, indem 49 Serumproben, reprasentativ fiir diverse Autoantikérper wie sie in
systemischen rheumatischen Erkrankungen auftreten, einem Screening unterzogen und titriert wurden. Bei allen
getesteten Seren bestand eine 100%-ige Korrelation der Enzym-Ergebnisse mit den Immunofluoreszenz-nDNA von
Immuno Concepts (37).

Das Immuno Concepts Fluoreszenz-nDNA Testsystem wurde zuvor bereits im Vergleich mit zwei anderen im Handel
erhaltlichen Fluoreszenz-Antikorpertests evaluiert (37). Im Rahmen der Studie wurden 103 Serumproben von normalen
Personen untersucht sowie von Patienten mit u.a. folgenden Diagnosen: systemischer Lupus erythematosus (SLE),
gemischte Bindegewebskrankheit (MCTD), Raynaud’sche progressive systemische Sklerose - CREST Variante (PSS-
CREST), rheumatoide Arthritis (RA), juvenile rheumatoide Arthritis (JRA) und anderen Bindegewebskrankheiten. Die
Seren wurden mit den vom jeweiligen Hersteller empfohlenen Screening-Verdiinnungen getestet. Die Ergebnisse der
Studie sind in der Tabelle 1 zusammengefasst.

TABELLE 1
Anzahl Immuno Hersteller A Hersteller B
DIAGNOSE der Concepts Positive 1:10 Positive 1:10
Patienten Positive 1:10

SLE 30 13 13 11
MCTD/Uberlappung 6 0 0 0
Raynaud’'sche PSS-CREST 17 0 0 0
RA 2 0 0 0
JRA 4 0 0 0
Andere gemischte 9 0 0 0
Bindegewebskrankheit
Hospitalisierte Kontrollen 11 1 1 1
Normale Kontrollen 24 0 0 0

Die hospitalisierten Kontrollen, die bei allen Crithidia luciliae nDNA Tests positiv waren, hatten Immunokomplex-
Nierenkrankung, welche die Kriterien fur eine Diagnose von SLE nicht erfillen.

TESTGENAUIGKEIT

Zehn nDNA positive Seren wurden bei drei Gelegenheiten doppelt titriert. In allen Fallen wurden samtliche Titrierungen
innerhalb plus oder minus einer zweifachen Verdiinnung reproduziert (37). Die Ergebnisse entsprechen den Standards
fur Fluoreszenz-Antikdrperreagenzien, wie sie von den Centers for Disease Control in Atlanta, Georgia aufgestellt
wurden.
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CoLorzYME® NDNA TESTVERFAHREN

Hinweis: Wenn das Labor ein automatisches Pipettiersystem benutzt, missen die Verfahrensweisen und die Empfehlungen des Herstellers
befolgt werden. Das Pipettiersystem muss fir die verwendeten Verdinugen, Abgabevolumen und Inkubationszeiten, wie unten beschrieben,
programmiert werden.

PUFFER (PBS) REKONSTITUIEREN

Inhalt eines Beutels mit PBS-Pufferpulver in einem Liter deionisiertem
oder destilliertem Wasser auflosen. Die PBS-Waschpufferlésung kann
verschlossen und gekihlt bei 2-25 °C bis zu vier Wochen aufbewahrt

werden.

FARBREAGENS REKONSTITUIEREN

Inhalt eines Beutels mit 150 ml deionisiertem oder destilliertem Wasser
auflésen. Gut durchmischen, bis das Pulver véllig aufgeldst ist. Dieses
Farbreagens ist 30 Tage stabil, wenn es bei Raumtemperatur in einem
geschlossenen Behéalter aufbewahrt wird. Dieses Farb-reagens kann bis
zu 30 Tage lang, oder bis eine Farbanderung oder Ausfallung zu
beobachten ist, wiederverwendet werden. Tribungen oder Schimmern
bei Wiederverwendung, ohne sichtbare Ausfallungen, sind normal. Je
nach Gebrauchshaufigkeit kdnnen 150 ml Colorzyme® Farbreagens mit
bis zu 20 Objekttragern verwendet werden.

PATIENTENPROBEN VERDUNNEN

Screening: Patientenproben 1:10 verdinnen, indem 0,1 ml (100 pl)
Serum zu 0,9 ml rekonstituiertem PBS zugegeben werden.
Semiquantitative Titrierung: Zur Herstellung von zweifachen
Reihenverdinnungen der Screening-Proben (z.B. 1:20, 1:40,
1:80...1:640), 0,5 ml von der 1:10 Verdiinnung trennen und mit 0,5 ml
PBS mischen, um eine Verdiinnung von 1:20 zu erzielen, anschlieBend
auf diese Weise weitere Verdunnungen herstellen.

VERDUNNEN DES OPTIONALEN TITRIERBAREN
KONTROLLSERUMS

Die optionale titrierbare Kontrolle als unverdiinnte Patientenprobe
behandeln. Das Kontrollserum 1:10 verdiinnen, indem 0,1 ml (100 pl)
Kontrollserum zu 0,9 ml rekonstituiertem PBS zugegeben werden.
Zweifache Reihenverdiinnungen des titrierbaren Kontrollserums wie
oben beschrieben herstellen.

SUBSTRATTRAGER VORBEREITEN (20-25 pl/Vertiefung)
Objekttrager aus der Folie entnehmen und Kontrollseren wie folgt in den
Kontrollvertiefungen platzieren: Tropfflasche mit Kontrollserum
umdrehen und vorsichtig driicken, bis an der Spitze ein Tropfen austritt.
Den Tropfen vorsichtig in die entsprechende Kontrollvertiefung geben,
dabei direkten Kontakt der Tropferspitze mit der Oberflache des
Objekttragers vermeiden. 1 Tropfen (20-25 pl) Patientenprobe in die
nummerierten Vertiefungen geben.

ACHTUNG: DIREKTER KONTAKT DER TROPFERSPITZE MIT DEM
OBJEKTTRAGER KANN DAS ANTIGEN-SUBSTRAT BESCHADIGEN.

OBJEKTTRAGER INKUBIEREN (30 + 5 Minuten bei
Zimmertemperatur, 18-25°C)

Objekttrager in eine feuchte, bedeckte Schale legen (z. B. Petrischale
mit angefeuchtetem Papierhandtuch). 30 Minuten (+ 5 Minuten) bei
Zimmertemperatur (18-25°C) abgedeckt inkubieren lassen.

PBS-SPULUNG

Objekttrager aus der Inkubationsschale nehmen und mit Spritzflasche,
Pasteur- oder serologischer Pipette kurz mit PBS spulen. Den Puffer
nicht direkt in die Vertiefungen einspritzen.

HINWEIS: Um bei Objekttragern mit 13 Vertiefungen eine
Kreuzkontamination zu vermeiden, den PBS auf die Mittellinie des
Objekttragers spritzen, dabei den Trager zuerst in Richtung
Vertiefungen 1-5 neigen, anschlieffend in Richtung Vertiefungen 6-10.

PBS-WASCHVORGANG (10 Minuten)

Objekttrager in einem entsprechenden Gefal? 10 Minuten mit PBS
waschen (Glaszylinder, Schale). Der Waschvorgang kann ohne
Auswirkung auf die Testergebnisse auf 10-30 Minuten ausgedehnt
werden. PBS-Waschlésung nach Gebrauch entsorgen.

ENZYM-ANTIKORPERREAGENS (Vertiefungen mit 10-12 Tropfen
befillen)

10.

11.

12.

13.

14.

15.

Jeweils einen Objekttrager aus dem PBS-Puffer nehmen und 3-5 Mal in
deionisiertes oder destilliertes Wasser tauchen. Uberschiissiges
Wasser durch seitliches Ausklopfen auf Saugpapier oder
Papierhandtuch entfernen. Objekttrager sofort wieder in die
Inkubationskammer geben und die Vertiefungen vollstandig mit Enzym-
Antikorperreagens fillen; beginnend mit einem Tropfen pro Vertiefung.
Vorgang fiir alle Objekttréager wiederholen. Das Enzym-
Antikérperreagens wurde titriert, um das auf dem Objekttrager
verbliebene deionisierte oder destillierte Wasser zu kompensieren.
HINWEIS: Es ist wichtig, dass die Vertiefungen auf dem Objekttréager
wahrend dieses Vorgangs nicht austrocknen, andernfalls kann das
Substrat beschadigt werden. DEN OBJEKTTRAGER NICHT TROCKEN
TUPFEN ODER WISCHEN, ODER LANGER ALS 15 SEKUNDEN
OHNE ENZYM-ANTIKORPERREAGENS STEHEN LASSEN.

OBJEKTTRAGER INKUBIEREN (30 * 5 Minuten bei
Zimmertemperatur, 18-25°C)

Deckel auf Inkubationsschale legen. Objekttrager 30 Minuten (+ 5
Minuten) bei Zimmertemperatur (18-25°C) inkubieren lassen.

PBS-SPULUNG
Objekttrager aus der Inkubationsschale nehmen und kurz mit PBS
spulen. Den Puffer nicht direkt in die Vertiefungen einspritzen.

PBS-WASCHVORGANG (10 Minuten)

Objekttrager in einem entsprechenden Gefafl? 10 Minuten mit PBS
waschen (Glaszylinder, Schale). Der Waschvorgang kann ohne
Auswirkung auf die Testergebnisse auf 10-30 Minuten ausgedehnt
werden.

FARBREAGENS INKUBIEREN (30 Minuten bei Zimmertemperatur, 18-
25°C)

Jeweils einen Objekttrager aus dem PBS entnehmen, 3-5 Mal in
deionisiertes oder destilliertes Wasser tauchen und Objekttrager seitlich
ausklopfen oder auf Saugpapier oder Papierhandtuch auslegen, um
verbliebenes Wasser zu entfernen. Objekttréager sofort in einen Coplin-
Glaszylinder mit aktiviertem Farbreagens einlegen und 30 Minuten
inkubieren.

PBS-SPULUNG

Jeweils einen Objekttréger aus dem Coplin-Glaszylinder nehmen und
auf allen Seiten 4-5 Sekunden lang mit PBS spiilen. Den Puffer nicht
direkt in die Vertiefungen einspritzen. Jeden mit PBS gesplilten
Objekttrager in einen mit destilliertem oder deionisiertem Wasser
gefiiliten Coplin-Glaszylinder einlegen, bis alle Objekttréager aus dem
Farbreagens entfernt sind. Sofort mit Schritt 15 weiter machen.

DECKGLAS AUFSETZEN

Jeweils einen Objekttrager aus dem destillierten oder deionisierten
Wasser nehmen und Objekttréager auf Saugpapier oder Papierhandtuch
ausgebreitet seitlich ausklopfen, um verbliebenes Wasser zu entfernen.
DEN OBJEKTTRAGER NICHT TROCKEN TUPFEN ODER WISCHEN,
ODER LANGER ALS 15 SEKUNDEN OHNE DECKGLAS STEHEN
LASSEN. 4-5 Tropfen semipermanentes Montagemedium entlang der
Mittellinie jedes Objekttréagers hinzugeben. Deckglas vorsichtig in
Position bringen; dabei Lufteinschlisse vermeiden; hierzu das Deckglas
vorsichtig an einem Ende des Objekttragers aufsetzen und auf das
andere Ende herablassen.

HINWEIS: Uberschussiges Eindeckmedium auf dem Objekttrager kann
zu ungeniigender Auflésung der Zellen (verschwommenes Bild) fihren.
Uberschiissiges Montagemedium kann vom Objekitrager entfernt
werden, indem das Deckglas mit Saugpapier abgetupft wird, ohne es
dabei zu bewegen. Die Objekttrager kénnen sofort ausgewertet oder fiir
langere Zeit bei 2-10 °C ohne Reaktivitatsverlust aufbewahrt werden.

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