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Uvod

Stanoveni antinuklearnich protilatek ma vyznam pro
diagnostiku systémovych autoimunitnich onemocnéni.
Jde o skupinu autoprotilatek namifenych proti orga-
nové nespecifickym bunéénym antigenlm, které jsou
lokalizovany v buné¢ném jadre, pfipadné cytoplazmeé.
Jejich prlkaz mUze znamenat piitomnost systémové-
ho imunopatologického procesu. Zejména se jedna
o tato onemocnéni: Systémovy lupus erythematodes
(SLE), Sjogrentiv syndrom (SjS), sklerodermii, dale
pak smiSené onemocnéni pojiva (MCTD), systémo-
vou sklerézu, polymyozitidu a dermatomyozitidu.

Vyznamnou samostatnou skupinu antinuklearnich
protilatek predstavuji protilatky proti extrahovatelnym
nukledrnim antigendm ENA (SS-A/Ro, SS-B/La, Sm,
RNP, Scl-70 a Jo-1), jde pfedevsim o ribonukleoproteiny
ajaderné enzymy.

Typizace specifickych autoprotilatek je ddlezitym na-
strojem v diferencialni diagnostice jednotlivych systé-
movych autoimunitnich onemocnéni.

Protilatky proti SS-A/Ro a SS-B/La se ¢asto vyskytuji u
pacientl se SjS a SLE. Vysoce specifickym markerem
a jednim z diagnostickych kritérii pro SLE jsou proti-
latky proti Sm antigenu. U pacientl se SLE jsou ¢asto
pritomny i protilatky proti RNP antigenu (soucast kom-
plexu Sm/RNP). Priikaz téchto protilatek je vysoce spe-
cifickym diagnostickym kritériem pro MCTD (zejména
pfi absenci protildtek anti-Sm). DalSi skupinu organové
nespecifickych autoimunitnich onemocnéni tvofi myo-
zitidy. V jejich diagnostice se uplatiuje prikaz protila-
tek proti antigenu Jo-1. Protilatky proti antigenu Scl-70
a centromere B jsou vyznamné pro diagnostiku systé-
mové sklerdzy (zvlasté jejich progresivnich forem).

Antinuklearni protilatky zahrnuji rovnéz protilatky pro-
ti nukleovym kyselindm (ssDNA, dsDNA), komplexdm
nuklearnich proteint (DNP, RNP) a histontm.

Protilatky proti dvouvlaknové DNA (anti-dsDNA) patfi
do skupiny antinuklearnich protilatek. Jde o heterogen-
ni skupinu protilatek, které jsou namireny proti rdznym
epitoplim na molekule nativni dvouvlaknové DNA. Jsou
povazovany za vysoce specifické pro systémovy lupus
erythematodes (SLE).

V niz8ich titrech a nizkoafinitni anti-dsDNA se mohou
vyskytovat u jinych systémovych chorob a imunopato-
logickych stavd (napt. virové infekce), zcela vyjimecné
i u zdravych jedinci.

Vysetieni antinuklearnich protilatek mze byt i soucas-
ti ureni diagnozy jinych autoimunitnich onemocnéni,
jako napt. primarni biliarni cirhéza.

Ke zpfresnéni diagnostiky autoimunitnich systémovych
onemocneéni prispiva i stanoveni protilatek proti antige-
nu DFS70, jejichZ vyskyt je u zdravych jedincl bézny,
ale naopak u pacientll se systémovym autoimunitnim
revmatickym onemocnénim se vyskytuji pouze ojedi-
néle.



Vyskyt autoprotilatek u jednotlivych onemocnéni

Antigen

Jo-1
PL-7
PL-12
EJ

OJ

KS
YARS
ZoA
ZoB
HMGCR
SAE-1
SAE-2
SRP54
Mi-2
TIF1y

MDAS5

NXP2
PMScl 100
PMScl 75
Scl70
CENPA
CENPB
POLR3A
NOR90
Th/To
PDGFR-B
Fibrillarin
Ro52
Ro60

La

RNP A
RNP 68/70
RNP C
SmB

SmD
PCNA

PO

Ku
Nucleolin
Histons
Nucleosome
dsDNA
M2

DFS70

Popis

Hystidyl tRNA synthetase

Threonyl tRNA synthetase

Alanyl tRNA synthetase

Glycyl tRNA Synthetase

Isoleucyl tRNA synthetase

Asparaginyl tRNA synthetase

Tyrosyl tRNA synthetase (Ha)

Phenylalanyl tRNA synthetase

Phenylalanyl tRNA synthetase
3-hydroxy-3methylglutaryl-coenzyme A reductase
Small ubiquitin-like modifier activating enzyme
Small ubiquitin-like modifier activating enzyme
Signal recognition particle

Helicase protein-nuclear transcription
Transcription Intermediary Factor 1

Melanoma differentiation associated protein 5
(CADM-140)

Nuclear matrix protein 2 (p140, MJ)

Human exosome complex

Human exosome complex
DNA-topoisomerase |

Centromere A

Centromere B

RNA polymerase Il

Nucleolar transcription factor 1 (Ubtf1)
Ribonuclease P protein subunit 25 (Rpp25)
Platelet-derived growth factor receptor beta
U3 RNP - fibrillarin

TRIM21

Sjoégren’s-syndrome-related antigen A (SS-A)
Sjogren’s-syndrome-related antigen B (SS-B)
U1 small nuclear ribonucleoprotein A

U1 small nuclear ribonucleoprotein 68/70 kDa
U1 small nuclear ribonucleoprotein C

Smith antigen B

Smith antigen D

Proliferating cell nuclear antigen

Ribosomal protein PO

Ku (p70/p80)

Nucleolin

Histone

Nucleosome

Double-stranded DNA

Mitochondrial M2 (AMA-M2)

Dense fine speckled 70 antigen

® - doplnikové antigeny, SLE - systémovy lupus erythematodes

Pravdépodobna asociace s nemoci

ANA Myositida Sklerodermie

SLE a dal$i nemoci

pojivové tkané
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ELISA

Princip testu

Souprava je zaloZena na sendvicovém typu ELISA
metody.

J

knti-Hu IgG
k“e

desti¢ka ’e

Mikrotitracni

Uzivatelsky komfort
- Komponenty pripravené k pouziti
- Barevné odlisené komponenty

- Barevné kédované stripy mikrotitracni desticky
s odlamovacimi jamkami

- CUT-OFF kontrola, semikvantitativni hodnoceni
(ENA screen, ENA profile)

- Kalibratory, kvantitativni hodnoceni v U/ml
(jednotlivé ENA)

Vyhody souprav

- Vysoka diagnosticka ucinnost

- Dobra reprodukovatelnost

- Vysoka dynamika testd

- Celkova doba vysetteni 1,5 hodiny

- Vhodné pro oteviené automatické systémy

- Komplexni zakaznicky servis

Antigeny

EIA ENA screen plus - smés nativnich

a rekombinantnich antigen(: Ro52/SS-A, Ro60/SS-A,
La/SS-B, RNP-A, RNP-C, RNP 68, SmB, SmD, Scl 70,
Jo-1a centromera B

EIA ENA profile plus - antigeny SS-A (Ro60+R052),
La/SS-B, Sm, UIRNP, Scl-70, Jo-1, Centromera

EIA dsDNA - purifikovana nativni humanni dsDNA
EIA Scl-70 - smés nativniho a rekombinantniho
antigenu Scl-70

EIA Sm - vysoce purifikovany nativni antigen Sm

EIA SS-A - vysoce purifikovany nativni antigen SS-A/
Ro60 (60 kDa) a rekombinantni antigen SS-A/Ro52
(52 kDa)

EIA SS-B - rekombinantni antigen SS-B/La

EIA UIRNP - smés rekombinantnich antigent RNP A,
RNP C aRNP 68



Pracovni postup

Krok Kroky testu
i ] Redéni vzorkd
) - séra/plazmy 1:101 (10 pl +1 ml)
Davkovani kontrol a fedénych vzorkd
2. 100 ul
- blank = prézdna jamka
() 3. Inkubace 30 min. pfi 37 °C
(~] 4, Odsatia promyti jamek 5 krat
6 5 Davkovani Konjugatu 100 pl
" - blank = prazdna jamka
() 6. Inkubace 30 min. pfi 37 °C
(~] 7. Odsatia promyti jamek 5 krat
Déavkovani substratu (TMB-Complete)
6 8. 100 ul
- v€etné blanku
() 9. Inkubace 15 min. pfi 37 °C
Davkovani Zastavovaciho roztoku
6 10. 100 ul
- véetné blanku
11. Fotometrické méreni pfi 450 nm

Pouziti souprav

- Screeningovy test k prlikazu protilatek proti ENA
u systémovych onemocnéni pojiva

- Testy k prikazu protilatek proti jednotlivym
antigendm ENA

- Diferencialni diagnostika systémovych autoimunit-
nich onemocnéni

Charakteristiky souprav

Diagnosticka Diagnosticka

ELISA citlivost specifita
EIA ENA screen plus 96,2 % 97,7 %
EIA ENA profile plus 95,0 % 99,0 %
EIA dsDNA 97,8 % 98,7 %
EIA Jo-1 95,5 % 979 %
EIA Scl-70 979 % 97,9 %
EIASm 95,7 % 98,2 %
EIA SS-A 95,8 % 97,5 %
EIASS-B 979 % 979 %
EIA UTRNP 97,7 % 98,2 %
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Klinicka data

Vysledky testovani klinickych vzorki - EIA ENA screen plus

Pacienti se systémovym autoimunitnim onemocnénim (n=143)

Diagnéza Testovano (n)
SLE 65
Sjogrentv syndrom 13
Sklerodermie 15
Dermatomyozitida n
Raynauddv syndrom 6

Nespecifikované systémové autoimunitni 33
onemocneéni

Darci krve (n=227) - kontrolni skupina

Pozitivni 3 1%

Negativni 224 99 %

Vysledky testovani klinickych vzorkt - EIA ENA profile plus
SLE - Systémovy lupus erythematodes
SSc - Systémova sklerodermie
DM - Dermatomyozitida
Krevni darci

Celkem

Vysledky dosazené na testovaném souboru

EIA ENA profile plus

Antigen Citlivost
CENP 100 %
Jo-1 100 %
Scl-70 100 %
Sm 90 %
SS-A 97 %
SS-B 85 %

UTRNP 100 %

Pozitivni (n)

63

12

14

1

6

29
Specifita
98 %
100 %
100 %
97 %
99 %
98 %
98 %

% pozitivit

97 %
92 %
93 %
100 %
100%
88 %

79

72

23

50

224



Vysledky testovani klinickych vzorki - EIA dsDNA
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IMUNOBLOT

Princip testu Pracovni postup

Antigeny jsou naneseny na nitrocelulézovou membranu

pomoci mikrodisperznich metod. Krok Kroky testu

"~ 2

1. Davkovani Univerzalniho roztoku 2 ml

P Po pridani substratu vznika
reakci s enzymem
E nerozpustny barevny produkt Smaéenl Sti’lpu 10 min. plv’l lab. teploté

- tfrepacka
Enzymem konjugovanéa sekundarni protilatka a
se vaze na primarni protilatku

Specificka primarni 3. Odsatl
protilatka se vaze na protein

Redéni vzork(
- séra/plazmy 1:51 (30 pl +1,5 ml)

Specificky protein antigenu
Blokator

©C & = 0 ©
»

MM 3 Davkovani kontrol a redénych vzorkd
o 1,5ml
UiivatQISky komfort 6 Inkubace 30 min. p¥i laboratorni teploté
Y : - trepacka
- Komponenty v pracovnim rfedéni
- Barevné odlisené reagencie Odsati a promyti v Univerzalnim
- Zaménitelnost komponent e 7. roztoku 3 krat1,5 ml po 5 min.
- Negativni a Pozitivni kontrola ~ trepatka
- Kontrolni linie na stripu 0 8 Davkovani Konjugatu 1,5 mi
- Moznost softwarového vyhodnoceni
0 9 Inkubace 30 min. pfi laboratorni teploté
- " — t1 "k
Vyhody souprav frepacia
- Vysoka diagnosticka uc¢innost Odsati a promyti v Univerzalnim
~ Dobra reprodukovatelnost ®© 10. roztoku 3 krat1,5ml po 5 min.
- trepacka
- Vhodné pro oteviené automatickeé systémy
- Jednoducha interpretace a reprodukovatelnost 0 - Davkovani substratového roztoku
vysledk(, moznost SW vyhodnoceni " (BCIP/NBT) 1,5 ml
- Komplexni zékaznicky servis
P Y ° 12 Inkubace 15 min. p¥i laboratorni teploté
' - tfepacka
Pouziti souprav N ) S
Odséti a promyti v destilované vodé
BLOT-LINE ANA ® 13.  2krat2mlpo5min.
- Konfirmacni test ELISA vySetfeni - trepacka
- Diferencialni diagnostika systémovych 14. Nalepeni a vyhodnoceni stript

autoimunitnich onemocnéni - typizace protilatek
proti nukledrnim antigenim



Antigeny

BLOT-LINE ANA

Rekombinantni antigeny:

R052/SS-A, Ro60/SS-A, La/SS-B, RNP-A, RNP-C,
RNP 68, SmB, SmD, Scl 70, Jo-1, centromera B,
centromera A, PMScl, PL-7, PL-12, ribozomalni protein
PO, PCNA, dsDNA, Histones, M2, DFS70 a histony

Charakteristiky souprav
Diagnosticka Diagnosticka

Imunoblot L .
citlivost specifita
BLOT-LINE ANA 96,6 % 97,4 %

Klinicka data

Control line
1gG

e Polymyozitida
pL7 Dermatomyozitida

SENBA ———» Systémova sklerodermie

Ro52 SS, SLE, Neonatalni LE,
Ros0 AV blok

RNpC  —————» SLE, MCTD

dsDNA SLE

Histone
Nucleosome

M2 Doplikové
DFS70 antigeny

Detekce protilatek proti jednotlivym antigeniim ve skupiné pacientti s SLE - BLOT-LINE ANA

60%

54%

SLE

50%
40%
30%
24%
20%
10% 3% 6%% |
0% _. I

29%
21%
14%
9%
I 1% 1%
- -
CENPB Scl-70 Ro52 Ro60 La RNPA RNPC RNP68 SmD PO dsDNA
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MICROBLOT-ARRAY

Specifické rekombinantni proteiny (antigeny) jsou naneseny na nitrocelulézovou membranu, ktera je upravena do
formétu jamky mikrotitracni desticky, formou spotU. Princip aplikace antigen( je obdobny jako u souprav BLOT-LINE.
Nova multiplexni technologie pfinasi diky moznosti zpracovani pomoci ELISA pristroji vyznamné zefektivnéni ve
zpracovani téchto konfirmacnich testa.

Rozlozeni antigeni Pracovni postup
6 1 Davkovani Univerzalniho roztoku
® ® 150 pl
558880600
: 2. Smaceni10 min pfilaboratorni teploté

8565550608 p p

@ ) 0 o 9 v 5 5 @ = Ok

| OICITITICITITIOL . -

@ (9) (19 (ar) (12 413 (a14) 1) (a1 @) a. Redéni vzorkd

@ () (32 (23) (29) (a5) (29) (a7) (29 @ ~ séra/plazmy 1:51 (10 ul + 500 )

L PCICCICICIOT |

O @) @2) (03 (49) (a)(4e) (37) 28) ) @ 5 Davkovani kontrol a redénych vzorkd

" 100l
Inkubace 30 min pfi laboratorni
Popis kontrolnich spot 6. teploté
ORr - Reference Rychlé promyti Univerzalnim
O TC - Test control 7 roztokem®
O cm - Conjugate control IgM N ) ' o
® cG _ Conjugate control IgG 8. Odsati a promyti v Univerzalnim
. . roztoku 3 krat 150 ul po 5 min

@ c1 - Calibration 1
@c2 - Calibration 2 Davkovani Konjugatu 100 pl
@ c3 - Calibration 3
@ c4 — Calibration 4 Inkubace 30 min pfi laboratorni

10.

O A1-A23 - Antigeny teploté

11 Rychlé promyti Univerzalnim
" roztokem*

Uiivatelsk)" komfort 12 Odsati a promyti v Univerzalnim
_ Nizké spotreba vzorku " roztoku 3 krat 150 pl po 5 min

Davkovani Substratového roztoku
(BCIP/NBT) 100 ul

- Komponenty v pracovnim fedéni 13

- Antigeny spotovany v tripletu — minimalizace chyby

provedeni 14. Inkubace 15 min pfi laboratorni teploté

- PIné automatické zpracovani a vyhodnoceni vysled- i . )
. . ) R i . 15. Rychlé promyti destilovanou vodou*

kl pomoci intenzity spott (AU), pomoci IP a kvantita-
tivni (U/ml) Odsati a promyti v destilované vodé

2 krat 200 pl po 5 min

O 060 & 06 O © & 06 6 © & = 0 ©

16.
- Paralelni vySetteni vice marker( soucasné

- Vysoka citlivost 17. VysuSenia vyhodnoceni

- Vyhodnoceni vysledkl pomoci sofistikovaného o o L oo )
* v pripadé pouziti promyvacky naplfite jamky po okraj
software . ; .

a po naplnéni poslednijamky ihned odsajte
- Posouzeni validity testu prostfednictvim kontrolnich

spotd



Zpracovani vysledkt

- Celkové hodnoceni testu - ANA Pozitivni/ Hrani¢ni/ - Kvantitativni vyhodnoceni testu

Negativni - Vysledkovy report - zjednodugeny/ kumulovany/
- Hodnocenijednotlivych antigend a jejich asociace detailni

s typem AIO

- Moznost volby vyhodnoceni jednotlivych testl
- Myopatie/ SLE/ Sclerodermie/ Prekryvné
syndromy

Jednotlivé antigeny jsou pro ucely hodnoceni rozdéleny do skupin dle
jejich asociace s danym typem onemocnéni

Parametry

sadv ANA Antigeny
Jo-1, PL-7, PL-12, EJ, OJ, KS, YARS, ZoA, ZoB, SAE-1, SAE-2, SRP54, Mi-2, TIF1y, MDAS5,

ANA NXP2, PMScl 75, PMScl 100, CENP A, CENP B, Scl70, POLR3A, NOR90, PDGFR-B,
Fibrillarin, Th/To, Ro52, Ro60, La, SmB, SmD, RNP A, RNP C, RNP 68/70, PO, Ku, Nucleolin,
dsDNA, Histon, Nukleozom, PCNA | Doplfikové antigeny: M2, DFS70.

Mvozitid Jo-1, PL-7, PL-12, EJ, OJ, KS, YARS, ZoA, ZoB, SAE-1, SAE-2, SRP54, Mi-2, TIF1y, MDAS5,

yozitidy

NXP2 | Doplhkové antigeny: Ro52, PMScl 75, PMScl 100, Ku

CENPA, CENP B, Scl70, POLR3A, NOR90, PDGFR-B, Fibrillarin, Th/To, PMScl 75, PMScl

Sklerodermie . ) ,
100, RNP A, RNP C, RNP 68/70 | Doplrikové antigeny: Ro52, Ku, M2.

SLE a dalsi dsDNA, Histon, Nukleozom, PCNA, SmB, SmD, RNP A, RNP C, RNP 68/70, PO, Ku, Nuc-
onemocnéni pojiva leolin, Ro52, Ro60, La, NOR90

Srovnavaci studie

Panel MYOZITIDY (n=73) SLE panel (n=240)
16 40
14 35
12 30
§10 325
© 8 320
26 =15
S 4 310
o o
2 5
0 0
SZEEBE$EEQE8§% gggggggggﬁ;gggg%;
=z g < B =2 B % X £ s & T o §Z xc & 6 3 5% 3
[} %) s 0 s S) L T 5 ©
= o = o (3)
o o z

B Konfirmacni test [l Microblot-Array
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Objednaci udaje

ELISA
Kéd
ENA096
ENAp12
DNA096
01096
Sclo9e
Sm0096
SSA096
SSB096
RNP096
SK-ENA096
SK-ENAp12
SK-DNA096
SK-Jo1096
SK-Sclo96
SK-Sm0096
SK-SSA096
SK-SSB096
SK-RNP096

Nazev soupravy
EIA ENA screen plus

EIA ENA profile plus

EIA dsDNA

EIA Jo-1

EIA Scl-70

EIASm

EIA SS-A

EIASS-B

EIA UTRNP

SmartEIA ENA screen plus
SmartEIA ENA profile plus
SmartEIA dsDNA
SmartEIA Jo-1

SmartEIA Scl-70
SmartEIA Sm

SmartEIA SS-A

SmartEIA SS-B

SmartEIA UTRNP

Poget testl

Soupravy SmartEIA jsou navrzeny pro automatizované zpracovani pomoci analyzatoru Agility”.

IMUNOBLOT
Kéd
ANAL20

Nazev soupravy
BLOT-LINE ANA

MICROBLOT-ARRAY

Kod
ANAPMA96

él

V10/2022

Nazev soupravy
Microblot-Array ANA plus

TestLine®

TestLine Clinical Diagnostics s.r.o.

KFizikova 188/68, 612 00 Brno, Ceska republika
+420 549121 205 (209, 238)
trade@testlinecd.com

www.testlinecd.cz
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Pocet testu

20

Poéet testul

CERTIFIED

1SO 9001 -1SO 13485

TestLine Clinical Diagnostics s.r.o.
je drzitelem certifikatl
ISO 9001a 15013485
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