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Zweckbestimmung

Der AESKUBLOTS® ANA-17 Pro ist ein membrangebundener Enzymimmunoassay zum
gualitativen Nachweis von Antikérpern der Subklasse 1gG gegen dsDNA, Nukleosomen,
Histone, SmD1, PCNA, Rib-P0, SS-A/Ro60kD, SS-A/R0o52kD, SS-B/La, CENP-B, Scl-70, Ul-
SsnRNP, AMA M2, Jo-1, Pm-Scl, Mi-2 und Ku in humanem Serum. Die Antigene sind an
definierten Stellen als Linien auf Nitrozellulosemembranen aufgebracht.

Der Test dient der Differentialdiagnose von systemischen rheumatischen Erkrankungen.

Klinische Anwendung und Testprinzip

Fur die Differentialdiagnose von systemischen rheumatischen Erkrankungen spielt der
serologische Nachweis von anti-nuklearen Antikdrpern (ANAS) eine entscheidende Rolle. Der
Nachweis der Autoantikorper im Line Immuno Assay (LIA) mit entsprechenden spezifischen
Antigenen erlaubt eine einfache und zuverlassige Differenzierung der ANAs nach ihrer
Spezifitat. ANAs treten beim aktiven und inaktiven systemischen Lupus erythematodes (SLE),
bei ,mixed connective tissue disease (MCTD)“, Sklerodermie, Sjogren-Syndrom, bei der
priméren bilidren Zirrhose (PBC) und bei Polymyositis auf. Entsprechend ihrer Relevanz fur
die einzelnen Autoimmunerkrankungen sind im AESKUBLOTS® ANA-17 Pro 17 Antigene auf
den Streifen angebracht (SLE, Sjogren-Syndrom, CREST-Syndrom, Sklerodermie, MCTD,
PBC und Myositis).

Antikdrper gegen:

- Nukleosomen binden an Epitope des Histonkomplexes (Nukleosom). Auch anti-
dsDNA- und anti-Histon-Antikérper kénnen Antigene des Nukleosoms erkennen. Anti-
Nukleosom-Antikérper zeigen im Vergleich zu Anti-dsDNA-Antikérpern eine hdhere
Sensitivitdt und kdnnen somit eine wertvolle Ergénzung in der SLE-Diagnose sein
(Chabre et al. 1995, Bruns et.al. 2000). Weiterhin haben sie pathogenetische
Bedeutung beim Lupus nephritis (Van Bruggen et al. 1996; Amoura et al. 1999).

- dsDNA gelten als spezifischer Marker fur den SLE und werden bei nahezu 50-80 %
der Patienten nachgewiesen.

- Histone treten haufig bei SLE-Patienten auf, kommen aber auch bei anderen
Kollagenosen vor. Bei dem arzneimittelinduzierten Lupus erythematodes stellen
Antikdrper gegen Histone in Abwesenheit von anderen Autoantikorpern (v.a. anti-
dsDNA) einen charakteristischen Marker dar (Rubin 1999).

- SmD1 (Smith antigen) sind gegen das Kernprotein D1 der kleinen nuklearen
Ribonukleoproteine (snRNPs) gerichtet. Anti-SmD1-Antikorper sind ebenso wie
Antikdrper gegen Doppelstrang-DNA (dsDNA) hochspezifisch fir SLE und stellen
daher eines der Kriterien fur die Diagnose und Klassifizierung des SLE dar.

- U1-snRNP sind typisch fur Mischkollagenosen, treten aber auch beim SLE auf. Anti-
U1-snRNP-Antikdrper in hohen Titern sind charakteristisch fir das Sharp-Syndrom.

- SS-A (Ro; losliche cytoplasmatische und/oder nukleare Ribonukleoproteine mit 52 kDa
und 60 kDa) und Antikdrper gegen SS-B (La; 48 kDa Protein, das mit RNA-Polymerase
[ll assoziiert ist) werden meist mit hohen Titern beim primaren und sekundéaren
Sjogren-Syndrom gefunden, treten aber auch bei SLE, kongenitalem Herzblock und
neonatalem Lupus auf.

- Scl-70 sind gegen DNA-Topoisomerase | gerichtet. Sie sind hochspezifisch fur
systemische Sklerodermie und weisen auf einen schweren Krankheitsverlauf hin.

- CENP-B (80 kDa Centromer-Protein B) sind typisch fur das CREST-Syndrom (69 %
der CREST-Patienten), welches eine milder verlaufende Form der systemischen
Sklerodermie darstellt.

Seite 1 von 10



Produkt Name. ANA-17-Pro

AESKU,DIAGNOSTICS e o

Versionsnummer:. 007 : 2021-02-09

- Jo-1 sind gegen die Histidyl-tRNA-Synthetase (ein cytoplasmatisches Protein der
Proteinbiosynthese) gerichtet. Sie treten bei 20-40 % der Patienten mit Polymyositis
und Dermatomyositis auf.

- ribosomale P-Proteine richten sich gegen mehrere Phosphoproteine der grof3en
ribosomalen Untereinheit. Sie kommen beim systemischen Lupus erythematodes
(Elkon et al, 1985) und beim Lupus mit cerebraler Beteiligung (Bonfa et al. 1987) vor.

- AMA M2 reagieren mit den Proteinen des Ketosaure-Dehydrogenase-Komplexes der
Mitochondrien. Sie sind in 95 % der PBC-Patienten hochtitrig vorhanden. Ihr Nachweis
ist entscheidend fir die Diagnostik der PBC und fir ihre Abgrenzung von anderen
cholestatischen Lebererkrankungen.

- Ku reagieren hauptsachlich mit der p80 Untereinheit bzw. einem konformellen Epitop
auf dem p70/p80 Heterodimer der DNA-abhangigen Proteinkinase. Sie binden
weiterhin an Proteine mit Sequenzhomologien zu p70/p80 (z.B. NFIV, TREF, EBP-80,
E1BF und Ku-2). 5-25 % der Patienten mit Polymyositis bzw. Sklerodermie-Overlap-
Syndrom und 1-7 % der Patienten mit Myositiden weisen Ku-Antikorper auf. Sie finden
sich weiterhin zu etwa 20 % bei der primaren pulmonalen Hypertonie, in 5-10 % beim
SLE, in 20 % beim primaren Sjogren-Syndrom und gelegentlich auch bei anderen
Kollagenosen (Cooley et al. 1999).

- Mi-2 werden bei 15-20 % der Patienten mit Dermatomyositis gefunden. Sie haben eine
hohe diagnostische Spezifitdt. 95 % der Patienten mit Mi-2 Antikdrpern leiden an
Dermatomyositis. Bei Polymyositis treten sie hingegen selten auf, sodass sie fir die
Differentialdiagnostik wichtig sind (Roux et al. 1998, Targoff 2000). Das Mi-2-Antigen
ist Teil eines nuklearen Multiproteinkomplexes, welcher vermutlich an der Regulation
des Zellproliferationscycluses beteiligt ist.

- Pm-Scl werden bei 24 % der Patienten mit Pm-Scl Overlap-Syndrom und bei 3-10 %
der Sklerodermie- und Polymyositis-Patienten gefunden.

- PCNA sind spezifisch fiur den SLE. Das Antigen ist ein Protein mit einem
Molekulargewicht von 36 kDa, das ein Hilfsprotein der DNA Polymerase delta darstellt.
Es unterstutzt die DNA-Synthese und DNA-Reparaturmechanismen.

Testprinzip

Die Antigene sind als Linien auf die Nitrozellulosemembran-Streifen aufgebracht. Die
Membran ist blockiert, um unspezifische Bindungen zu verhindern. Die Membran-Streifen
mit den spezifischen Antigenen werden in den Inkubationswannen mit 1:101 verdiinnten
Serumproben inkubiert. Hierbei binden spezifische Antikdrper aus dem Patientenserum,
wenn vorhanden, an das Antigen auf der Membran. Ungebundene Serumkomponenten
werden im folgenden Waschschritt weggewaschen. AnschlieBend werden Antikdrper
gegen humane Immunglobuline, die mit Meerrettich-Peroxidase markiert sind (Konjugat),
zugegeben. Wahrend einer Inkubation binden diese an den zuvor gebildeten Antigen-
Antikérper-Komplex, nicht gebundene Immunglobuline werden im folgenden
Waschschritt entfernt. Der Nachweis gebundener Antikdrper erfolgt mit einer
enzymatischen Farbreaktion, bei der das farblose Substrat prazipitiert (blau). Die
Reaktion wird mit destilliertem Wasser abgestoppt.
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3 KIT Bestandteile

Vor Gebrauch rekonstituieren

Farbe

Kitbestandteil Menge S eEs der Beschreibung / Inhalt
Verschlusses =
Losung
3 x fur je .
Blockier-Reagenz 10 ml weiR N/A Magermilchpulver zum Ansatz von 10 ml
K Probenpuffer
onzentrat
. 20-fach konzentriert
Waschpuffer 20x 1 x50 ml weifd farblos fiir 1 L Tris-Puffer, pH 6,9 + 0,2
Gebrauchsfertig
Farbe
. . Farbe des q

Kitbestandteil Menge Verschlusses dgr Beschreibung / Inhalt

L6sung
Konjugat IgG 1% 10 ml blau farblos Anti-human Immunoglobulin G (IgG) markiert mit

Meerrettichperoxidase

Substrat 1x 10 ml schwarz farblos Stabilisiertes TMB/ H,0,
Teststreifen 24 Streifen E?argggdlerung N/A Aufgebrachte Antigene siehe Zweckbestimmung.
Pinzette, transparente
Auswertschablone,
Auswerteblatt, beidseitig = Je 1 Stiick N/A N/A N/A
klebendes Etikett (schwarz) zur
Streifenfixierung
Inkubationswanne 3 Stiick N/A N/A N/A
Etiketten fur Probenpuffer 3 Stuck N/A N/A N/A

Erforderliche Materialien, nicht im Kit enthalten:
Wippschttler, MeRzylinder 1000 ml, Pipette oder MefRzylinder fir 10 ml Volumen, Mikropipetten (10, 1000 pl), absorbierendes Papier

oder Filterpapier. Unsere Tests wurden fir die Verwendung mit gereinigtem Wasser (purified water) nach der Definition der U.S.
Pharmakopde (USP 26 - NF 21) und der Europaischen Pharmakopde entwickelt (Eur. Ph. 4te Ed.).

4  Lagerung und Haltbarkeit

Die Lagerung der Kitreagenzien und der Membranstreifen soll bei 2-8°C/35-46°F in den
Originalflaschen erfolgen. Verdinnte Lésungen sind bei 2-8°C/35-46°F sechs Wochen haltbar.
Die auf der Verpackung und den Etiketten der einzelnen Komponenten angegebenen
Verfallsdaten sind zu beachten. Kitbestandteile, bei denen das Verfallsdatum tberschritten ist,
durfen nicht mehr verwendet werden! Eine starke Lichteinwirkung auf die TMB-Substratlésung
ist zu vermeiden.
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5 Hinweise und Vorsichtsmalinahmen

5.1 Gesundheitsrisiko
Dieses Produkt darf ausschlie3lich zur IN VITRO DIAGNOSTIK verwendet werden. Die
Anwendung muss durch Personal erfolgen, das speziell in der Verwendung von in vitro
Diagnostika unterrichtet und ausgebildet wurde. Die in diesem Produkt enthaltenen
Reagenzien sind bei vorschriftsmaRigem Gebrauch weder als toxisch noch als
gesundheitsgefahrlich einzustufen, dennoch sollte zur Gewahrleistung der maximalen
Sicherheit des Anwenders Folgendes eingehalten werden:
Empfehlungen und VorsichtsmalBhahmen
Da einzelne Komponenten des Kits potentiell gefahrdende Reagenzien enthalten, konnen
diese eine Reizung der Augen und der Haut hervorrufen.
Substrat enthalt Kathon (1% v/v) als Konservierungsmittel. Reagenz nicht verschlucken und
Kontakt mit Haut oder Schleimh&uten vermeiden.
Wahrend des Arbeitens mit dem Kit nicht essen, trinken oder rauchen. Nicht mit dem Mund
pipettieren, Einmal-Handschuhe tragen.
Patientenseren sind als potentiell infektids einzustufen und entsprechend der nationalen
Rechtslage zu handhaben.

5.2 Allgemeine Hinweise

Zur Unterscheidung der erhéltlichen AESKUBLOTS®-Tests ist oberhalb der Bezugslinie auf
den Streifen eine Farbkodierung angebracht:

Farbkodierung AESKUBLOTS®

rot ANA-17 comp

orange ANA-17 Pro

blau Myositis Pro

braun Liver Pro

lila Vasculitis Pro

schwarz Gastro Pro

grin Borrelia-G und Borrelia-M

Sollten Produktinformationen, einschliellich Etikettierung, inkorrekt sein, kontaktieren sie bitte
den Hersteller oder den Lieferanten des Kits.

Blockier-Reagenz und Waschpuffer dirfen zwischen Chargen und Testpackungen
ausgetauscht werden. Alle anderen Komponenten sind spezifisch und dirfen nicht
ausgetauscht werden. Komponenten durfen zwischen Autoimmun- und Borrelia Diagnostik-
Tests nicht ausgetauscht werden!

Fur den Umgang mit dem Konjugat dirfen keine GefalRe aus Polystyrol verwendet werden.
Alle Kit-Komponenten vor Testbeginn auf Raumtemperatur (20-32°C/68-89,6°F) bringen und

gut durchmischen. Das vorgeschriebene Protokoll zur Durchfiihrung des Tests ist unbedingt
einzuhalten, um optimale Testergebnisse zu erhalten.

Setzen Sie die einzelnen Kit-Komponenten niemals héheren Temperaturen als 37 °C/ 98,6°F
aus.

Die Substratldsung immer mit verkaufsneuen Pipettenspitzen pipettieren, um Kontaminationen
zu vermeiden. Substratldsung vor Licht schitzen. Konjugatlésung niemals mit Pipettenspitzen
pipettieren, welche mit anderen Reagenzien kontaminiert sind.

Die Farbintensitaten der Banden missen nicht mit den Antikdrpertitern tGbereinstimmen, die
mit Referenzmethoden bestimmt wurden.
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Auch Proben offensichtlich gesunder Personen kénnen Autoantikdrper aufweisen.

Bei erhohter Konzentration an Immunkomplexen oder anderen Immunglobulin-Aggregaten in
einer Probe sind falsch positive Ergebnisse durch nicht spezifische Bindungen nicht
auszuschlieRen.

Eine endgultige klinische Diaghose sollte nicht alleine auf den Ergebnissen des
durchgefuhrten Tests erfolgen, sondern vom Arzt unter Berucksichtigung aller
klinischen Befunde und Laborbefunde erstellt werden. Die Diaghose sollte unbedingt
mit verschiedenen diagnostischen Methoden bestatigt werden.

Probenentnahme, Vorbereitung und Lagerung

Die Verwendung frischer Serumproben wird empfohlen. Die Blutentnahme hat nach der
nationalen Rechtslage zu erfolgen. lkterische, lipamische, hamolytische oder bakteriell
kontaminierte Serumproben nicht verwenden. Bei truben Proben die Partikel niedrig
abzentrifugieren (<1000 x g). Blutproben in saubere, trockene und leere R6hrchen aufnehmen.

Nach der Gewinnung sollten Serumproben innerhalb von 8 h verwendet werden, bzw.
verschlossen fur 48 h bei 2-8°C/35-46°F aufbewahrt werden. Ist eine langere Lagerung
beabsichtigt, sollten die Proben bei -20°C/-4°F tiefgefroren werden. Mehrfaches Auftauen und
Einfrieren der Proben sollte vermieden werden. Keine hitzeinaktivierten (56°C/132,8°F)
Serumproben verwenden.

Testdurchfihrung

7.2

Vorbereitung

Verdinnung konzentrierter Reagenzien:

Eventuell auskristallisierte Salze des Waschpuffer-Konzentrates in Lésung bringen. Kristalle
kénnen durch leichtes Erwarmen, Raumtemperatur sollte ausreichend sein, wieder gelost
werden.

Konzentrierten Waschpuffer 1:20 mit destilliertem Wasser verdiinnen (z.B. 50 ml plus 950 ml).

Zur Herstellung des Probenpuffers: 10 ml Waschpuffer zu einer Flasche Blockier-Reagenz
geben und gut mischen.

Arbeitsschritte
Wichtige Hinweise:

Das Protokoll ist genau einzuhalten. Stellen Sie sicher, dass die beiden in den Schritten 2, 6
und 9 im Protokoll genannten Komponenten in die Inkubationswanne gegeben werden.

Teststreifen zwischen den Inkubationsschritten nicht austrocknen lassen.
Teststreifen nicht mit der Hand berthren, Pinzette verwenden.

Verdiinnte Serumproben nach der Inkubation vollstandig entfernen, um Verschleppung zu
verhindern.

Wahrend der Inkubation Teststreifen kontinuierlich mittels Wippschuttler schitteln.
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Probenpuffer, Konjugat und Substrat zusammen mit dem Waschpuffer an eine Seite der

Inkubationswanne geben. Nicht Uber den Streifen flie3en lassen.
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Schritt Beschreibung
1. Stellen sie sicher, dass die Vorbereitungen aus Kapitel 7.1 vor Beginn durchgefiihrt worden
sind
2. . . . . - .
Streifen in korrekter Orientierung (Bezugslinie und
\Farbkodierung nach oben) in die Inkubationswanne
@ legen. Streifen nur mit Pinzette anfassen. 700 pl
— - s« Waschpuffer und 300 pl Probenpuffer in die
é ' \‘% Inkubationswanne mit  Streifen geben.  Streifen
L;—,:::—ﬂ ‘ I_r’/—’ﬁ| vollstandig mit der Losung benetzen und 5 Minuten unter
Schutteln inkubieren lassen.
PROBE
3. Samples

Pipettieren Sie jeweils 10 pul Serumprobe in die
Inkubationswanne mit dem vorgesehenen Streifen und
dem Probenpuffer.

P

' CD
T 30 Minuten bei 20-32°C/68-89,6°F unter Schutteln
Somin inkubieren. Danach die Probe vollsténdig entfernen.

e

5.
O
s 3mal fur 5 Minuten mit jeweils 1,5 ml Waschlésung unter
- g vorsichtigem Schitteln waschen. Waschlésung nach
Lﬁ‘ %ﬂ ———— '| jedem Waschschritt entfernen.
t |
Z3x
KONJUGAT
6.
700 pl Waschlésung und 300 pul Konjugat in jede
- Inkubationswanne mit Streifen geben.

I ——

7. @ T
. 30 Minuten bei 20-32°C/68-89,6°F unter Schiitteln
Wmin - — inkubieren. Konjugat entfernen.

el
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3 0
e

Z3x

T 3mal fur 5 Minuten mit jeweils 1,5 ml Waschlésung unter
vorsichtigem Schutteln waschen. Waschlésung nach
Jedem Waschschritt entfernen.

SUBSTRAT
9.
\ \ 700l dH:0 und 300l Substrat in jede Kavitit
pipettieren.
\N Vi
T R
15 Minuten bei 20-32°C/68-89,6°F unter Schutteln
15min inkubieren, vor intensiver Lichteinstrahlung schutzen.
—> Substrat entfernen.
\%H —
STOPP
o @ i | |
2ml dH20 hinzugeben. 1 Minute unter Schutteln
inkubieren. dH20 entfernen. Diesen Schritt 1mal
% ——— | wiederholen
I

2x

12. Streifen aus der Inkubationswanne nehmen und zwischen Filterpapier trocknen.

13. Inkubierte Streifen innerhalb von 24 h auswerten.

AESKUBLOTS® ANA-17 Pro ist auch fur die automatische Abarbeitung und Auswertung auf
dem HELIA® Line Immunoassay Analyzer bestimmt.

Reagenzvorbereitung fir HELIA®: Verdiinnen Sie 1 Teil Waschpufferkonzentrat (WASH) mit
19 Teilen bidest. Wasser (z.B. 50 mL Waschpufferkonzentrat und 950 mL bidest. Wasser), um
gebrauchsfertigen Waschpuffer zu erhalten. Alle anderen, flissigen Reagenzien sind
gebrauchsfertig, fur den Einsatz auf dem HELIA®. Eine detaillierte Beschreibung der
Testdurchfuihrung finden Sie in der Bedienungsanleitung des HELIA®.
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Qualitative Auswertung

Manuelle Auswertung
Der Test kann als valide angesehen werden, wenn

- die Funktionskontrolle erscheint,
- die Grenzwertkontrolle sichtbar ist,
- die Farbintensitat der Grenzwertkontrolle schwéacher als die der Funktionskontrolle ist.

Den getrockneten Streifen mit Gibereinstimmender Referenzlinie auf dem Auswertblatt fixieren.
Die Auswerteschablone mit Gbereinstimmender Referenzlinie an den Teststreifen anlegen. Die
Ergebnisse ausschlief3lich anhand der Grenzwertkontrolle auf dem betrachteten Teststreifen
interpretieren.

Jeder Testpackung liegt eine Farbkopie mit allen im Test nachweisbaren Banden bei.

Die Auswertung erfolgt anhand des Vergleichs der Farbintensitat der aufgetretenen Bande mit
der Farbintensitat der Grenzwertkontrolle. Liegt die Farbintensitat der Bande im Bereich der
Grenzwertkontrolle, so ist der Test als grenzwertig zu bewerten. Bei einer intensiveren
Farbung ist der Test als positiv, bei einer schwéacheren als negativ einzustufen.

Die Testergebnisse konnen auf dem Auswerteblatt eingetragen werden.

Sollten die Werte der Kontrollen nicht die Validierungskriterien erflillen, ist der Test ungultig
und muss wiederholt werden. Bei grenzwertigen Ergebnissen wird ebenfalls die Wiederholung
mit einer neuen Probe empfohlen.

Die folgenden mdoglichen Fehlerquellen sollten Uberprift werden: Haltbarkeitsdaten der
Reagenzien, Lagerbedingungen, Pipetten, verwendete Geréate und Inkubationsbedingungen.

Sollten die getesteten Proben ungewodhnliche Werte oder Abweichungen zeigen oder werden
die Validierungskriterien aus Grinden die nicht in der Verantwortlichkeit des Ausflihrenden
liegen nicht erflllt, kontaktieren Sie bitte den Hersteller oder den Lieferanten des Kits.

Medizinische Laboratorien sollten eigene Qualitatskontrollen mit eigenen Kontrollen und/oder
Poolseren nach nationalem Reglement durchftihren.

Technische Daten

Probenmaterial: Serum

Probenvolumen: 10 pl Serum

Gesamt-Inkubationszeit: 112 Minuten bei 20-32°C/68-89.6°F
Lagerung: bei 2-8°C/35-46°F in Originalflaschen.
Zahl der Bestimmungen: 24 Tests

Seite 9 von 10




10

) AESKU.DIAGNOSTICS robkn L

Versionsnummer:. 007 : 2021-02-09

Leistungsdaten

10.1 Relative Sensitivitat und Spezifitat

11

Zur Ermittlung der positiven Ubereinstimmung (relative Sensitivitat) wurden 115 von IIF positiv
getesteten Patienten im AESKUBLOTS® ANA-17 Pro untersucht. Um die negative
Ubereinstimmung (relative Spezifitat) zu bestimmen, wurden 50 Seren von Blutspendern
analysiert.

Positive Ubereinstimmung: 99,1 % (114/115)
Negative._Ubereinstimmung: 98 % (49/50)
Gesamt Ubereinstimmung: 98,8 % (163/165)
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