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Gebrauchsinformation

Ce
BIOGNOST® ANA NACHWEIS

INDIREKTER IMMUNFLUORESZENZTEST zum Nachweis von AMNUKLEAREN ANTIKORPERN (ANA) auf HEp-2 ZELLEN in bmanem Serum

Testkit fir 60 Bestimmungen, Best.Nr. AN-1060
Testkit fur 120 Bestimmungen, Best.Nr. AN-1120

Alle Reagenzien der Testkits sind auch einzelnlgidia
Testdauer: ca. 90 min

Beim ANA Nachweis auf HEp-2 Zellen werden die Seren zureé3@n 1:16 oder 1:10, zum Titrieren gemaR 1:32, 1:428, 1:256 etc. oder 1:20, 1:40, 1:80,
1:160 etc. mit PBS Puffer verdiinnt.*)
*) sofern die regionalen Referenzbereiche mit dem Bios® bestimmten Werten Gbereinstimmen (siehscAbitt Interpretation der Ergebnisse)

BESTIMMUNGSGEMARER GEBRAUCH
Der Biognost® ANA Nachweis ist ein indirekter Imnfluoreszenztest fur die qualitative und/oder semasttitative Bestimmung von antinukleédren Antikorpir
humanem Serum. Der Biognost® ANA IFT ist zum Eimsatder Diagnostik von verschiedenen Autoimmurankungen bestimmt.

EINFUHRUNG

Antinukledre Antikdrper (ANA) sind eine heterogeBrippe von Autoantikdrpern, die mit verschiedengnk®uren des Zellkerns reagieren. ANA kommen helien
systemischen und organspezifischen Autoimmunerknagén und bei Mischsyndromen dieser Krankheiten S werden regelmafig und meist in hoheren Titern
bei Patienten mit Systemischem Lupus ErythematdSu&) gefunden. Wegen der hohen Korrelation (um P8&§acht ein negatives ANA Testergebnis diese
Krankheit sehr unwahrscheinlich. Man vermutet, ddigsmeisten, wenn nicht sogar alle in der Literdiaschriebenen Félle von ANA negativem SLE darauf
zuriickzufuhren sind, dass die zum ANA Nachweis eadeten Substrate nicht alle wichtigen ANA Antigén8. SS-A) enthielten.

Weiterhin lassen sich antinukleéare Antikdrper sgh(> 90%) bei Sjogren Syndrom, Mischkollagend€{D), Sklerodermie einschlielich der Variante GRE
Syndrom und etwas seltener bei Polymyositis/ Desmgibsitis nachweisen. Auch bei rheumatoider Arighrithronisch aktiver Hepatitis, primérer bilia@mhose
(PBC) oder Myasthenia gravis u.a. werden nochiveleitufig antinukleére Antikérper gefunden, je n&akrankung bei etwa 30-75% der Patienten. Fur die
Diagnose der ,Systemisch autoimmun-rheumatisch&raBkungen* (Systemic Autoimmune Rheumatic DiseaSARD) sind die Antinukleéren Antikdrper (ANA)
der Schliissel-Marker. Au3erdem kann eine ReiheMedikamenten bei Langzeiteinnahme die Bildung vdiAfauslésen. Wesentlich seltener werden dagegen
durch diese Medikamente auch Lupus-&hnliche klirésBymptome induziert.

Aufgrund der grol3en Anzahl von Antigenstrukturendailkern kann man mittlerweile (je nach Nomenkiamindestens 26 Antigen-Antikdrper-Systeme mit
pathologischer Bedeutung unterscheiden, die sibemérer biochemischen Struktur vor allem in ifdiErgnostischen Wertigkeit und ihrer Haufigkeitenstheiden.
Allerdings dirften damit bei weitem noch nicht alidevanten Kernantigene (Autoantigene) erfasst gaich dirfte die Summe der Einzelreaktionen nidahtisch

mit der Gesamtreaktion am nativen Kern sein, dadie molekularen Konfigurationen der AutoantigéneZellkern gegenseitig beeinflussen und so Epitope
geschaffen werden, die auf den isolierten Kerninelseglen fehlen.

Besonders haufig werden antinukleédre Antikbrpeegédistone, Chromatin, native DNA, nRNP, SS-A (RB§;B (La), Scl 70 usw. nachgewiesen. Seltenrtnitt

ein einzelner ANA-Subtyp auf. Eine genaue Diffefenung der verschiedenen ANA-Typen bzw. der entdprden Fluoreszenzmuster ist mit der
Immunfluoreszenzmethode jedoch nicht mdglich. AEp-2 Zellen unterscheidet man lediglich die Flsaenzmuster ANA "homogen", "gesprenkelt”, "nuklebla
"centromer" und "nuclear dots"; die Ubergénge ziéscdiesen Fluoreszenzmustern sind allerdingseffiind oft auch vom Verdiinnungsgrad der Seremajitna

Als Teststrategie fur die ANA Diagnostik wird defthallgemein empfohlen, zuerst einen sensitiven koglengiinstigen Screening-Test durchzufiihren heelalle
klinisch relevanten nukledren Autoantigene entliZikse Bedingungen werden von dem hier beschriebBragnost® ANA IFT auf HEp-2 Zellen erfullt.

Nach wie vor ist der Nachweis von ANA auf Hep-2l@elmittels der Indirekten Immunfluoreszenztech(tiik, IFT) einerseits der ,Goldstandard” fur diesen
Antikdrper Nachweis und andererseits ist diese bidghebenfalls die meist angewandte Methode in dbotroutine fur diesen Antikdrpernachweis. Diesés i
vorteilhaft fur die Signifikanz und fur die Vergtéibarkeit der Testergebnisse.

Vorteile des ANA Nachweises auf HEp-2 Zellen gedmmridem friher Ublichen Nachweis auf Rattenleber:

1. Hep-2 Zellen sind im Durchschnitt etwas seneitads Rattenleber, d.h. der Titer vieler Seregt leaif HEp-2 Zellen um 1-2 Stufen héher als autédeber.

2. Sie stellen eine humane Zelllinie dar.

3. Hep-2 Zellen besitzen gré3ere Kerne als Rattertellen, so dass die Kernstrukturen und damif\tli& Fluoreszenzmuster darauf etwas deutlicherrkarenen
sind als auf Rattenleber.

4. Sofern bei der Kultivierung der Zellen optimBledingungen eingehalten wurden, sind AntikdrpeegegS-A (Ro) und SS-B (La) auf HEp-2 Zellen nackher,
was fir die HEp-2 Zellen im vorliegenden Biogno#®A IFT zutrifft. Auf Rattenleber gelingt der Nacleig von gegen diese beiden Antigene gerichteten ANA
dagegen teilweise nicht.

5. In HEp-2 Zellkulturen befinden sich mehr Zellarder Teilungsphase als auf Rattenleberschnittedurch die eindeutige Identifizierung von anti‘temer AK
(sowie Antikdrpern gegen Mitosespindeln und andergschliel3lich wahrend der Mitosephase exprimigkteigene) gewahrleistet ist.

Aber:

Bei starken cytoplasmatischen Fluoreszenzen kamielinfluoreszenz auf HEp-2 Zellen nicht oder ralveer interpretiert werden. Bei einer
Kernmembranfluoreszenz sind andere ANA Muster nicker kaum zu differenzieren, wobei die Kernmemfiuaneszenz selbst nur schwer eindeutig als solche
festzustellen ist, da sie dem Fluoreszenzmuste®'Abmogen" gleicht. Weiterhin hangt der AntigendeHar HEp-2 Zellen von der Anzahl der Passagefé(ger
die Zelllinie fortgeziichtet wird, desto wenigerfdienziert ist der molekulare Kerngehalt), von digimalen Kultivierung, von der Art der Fixation§S\ und SS-B
Aktivitdten kdnnen reduziert bzw. ganz zerstortdesr) und von Manipulationen ab, die z.B. vorgenommerden, um besonders viele Mitosen zu erzeugerdi®
meisten antinukleédren Antikdrper gegen Antigenécheet sind, die wahrend der Interphase (d.h. der 6- und G2-Phase) des Zellzyklus exprimiert wardollte
sich in zum ANA Nachweis verwendeten HEp-2 Zellldin auch die Uberwiegende Mehrheit der Zelleriesat Zellzyklusphase befinden. Vom Einsatz
synchronisierter Zellkulturen, bei denen der Antieit Mitosezellen durch den Einsatz von Mitosegiké&nstlich erhéht wurde, ist in der ANA Diagnostikbedingt
abzusehen, da in solchen Kulturen oft wichtige,inwder Interphase exprimierte Antigene fehlen.

Die HEp-2 Zellen des vorliegenden Biognost® ANA IsfBmmen also ganz bewusst nicht aus synchromisi&iituren, womit der Anteil an Mitosezellen hoiems
10% betragt und alle Zellzyklusstadien mit ihrardie einzelnen Stoffwechselphasen jeweils char@iigchen Antigenvielfalt gleichméafig vertretendsi Somit
erfasst der Biognost® ANA IFT auf HEp-2 Zellen eieaximale Anzahl verschiedener antinukleérer Arpled, wobei rein mitosespezifische Antigene nicht
Uberproportional haufig vertreten sind. Die Bedimgen fiir einen echten ANA Screeningtest sind afidite

Nur bei Seren, die im ANA Screeningtest positivdsikann es ratsam sein, weitere UntersuchungeANArDifferenzierung anzuschlieRen. Zu diesem Zwsicid

im Bios® Produktprogramm der Biognost® nDNS IFT zNiachweis von Antikérpern gegen native DNS auftiidia luciliae (Best.Nr. 6060 bzw. 6120) enthalten
sowie der Biognost® ENA RID, ein radialer Doppelinmmdiffusionstest nach Ouchterlony zum Nachweis Antikdrpern gegen extrahierbare nukleére Antigene.

Bios®, Biosite®, Biognost®, Biolisa®, Biosave®, Bsorb®,Biomedix®, Bionostix®, Biostik®, Biochip®, Boservice®, Biotainer®, Biodata®, Diagnos® anf Recg® are registered
trademarks of Bios® GmbH, Germany
Die mit ® gekennzeichneten Warenzeichen in dieseneXt sind Eigentum der Fa. Bios GmbH.
Die Gebrauchsinformationen der Firma Bios Labordiagnostik GmbH sind geistiges Eigentum der Fa. Bios uhnur nach den Vorgaben der Firma Bios zu verwenden
Bios® Labordiagnostik GmbH, Hofmannstr. 7, D-813@@nchen,
Fon/Fax: +49 89/898895-41/40, e-mail: bios@bioskvoom
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TESTPRINZIP

Der Test basiert auf der klassischen Methode dfrekten Immunfluoreszenz. Die Substratobjekttrégied mit Antigen beschichtet. Im ersten Schrittdwi
Patientenserum auf den Objekttrager aufgebrachtnkudbiert. Falls im Serum Antikdrper gegen dashzaeveisende Antigen vorhanden sind, werden diese
gebunden. Unspezifische Antikérper, sonstige Pmetesw. werden durch einen Waschschritt entfermt.dihe Beschadigung oder das Ablésen des Antigens z
vermeiden, darf wahrend des Waschens nicht gevignden. Nach Auftragen des entsprechenden FITCiertek Antihumanimmunglobulins (Konjugat) und
erneuter Inkubation im zweiten Schritt wird nochsnggéwaschen, um Uberschiissiges Konjugat zu entfebee Komplex Antigen / humane Antikdrper / Kongtig
ist dann unter einem Fluoreszenzmikroskop bei 40Wf&cher VergroRerung sichtbar.

Beim Nachweis von IgM und/oder IgA Antikorpern wieth Trennsystem zur Absorption von IgG und Rheakiafen (Biosorb®) dem ersten Schritt vorgeschaltet
(siehe Punkte INHALT und UNTERSUCHUNGSMATERIAL).

Enthalt das zu untersuchende Serum keine Antikédypgen das entsprechende Antigen, so unterblatBitiung spezifischer Antigen-Antikorper-Komplexénter
dem Mikroskop sind dann auch keine spezifischenrekzenzmuster beobachtbar.

GRENZEN DER METHODE

Die Nachweise mittels indirekter Immunfluoreszenhtek weisen qualitativ die jeweiligen Antikérpeaich. Der individuelle Antikorpertiter eines Patiemkann
nicht als MaR fur die Schwere der Erkrankung geseferden, da Antikdrper von verschiedenen Patientgerschiedliche Affinitdten aufweisen kdnnen. b ist
eine absolute Standardisierung der Ergebnisse sdgwAndererseits ist dieser Nachteil namlich (theoretisch) optimale Breite des Antigenangehiss grofite
Vorteil dieser Methode. Indirekte Immunfluoresz@sts sind gute Screening Tests.

Durch den Einsatz positiver Kontrollen, bei denenTter angegeben sind, ist eine semiquantitaiivesage moglich.

Das Testergebnis sollte nicht als alleinige BasisBeurteilung des klinischen Bildes verwendet wercer sollte immer im Gesamtzusammenhang (klieisch
Symptomatik, Zeitpunkt der Probennahme, andere ivedrte, Hersteller und eigener Referenzbereicl) et in Kombination mit anderen verfligbaren
Patientendaten gesehen werden.

INHALT DER TESTKITS UND SONSTIGER TESTREAGENZIEN

1. TESTKITS

Best.Nr. AN-1060: Biognost® ANA IFT; 60 BestimmunmgelO Objekttrager mit 6 Auftragstellen; 0,3 ml fioe Kontrolle (ANA gesprenkelt); 0,5 ml
Autoantikdrper negative Kontrolle; 2 ml polyspezdhes Konjugat; 1,5 ml Einschlussmedium; 2x 10 & Miffer Festsubstanz; 15 Deckglaser;
Gebrauchsinformation.

Best.Nr. AN-1120: Biognost® ANA IFT; 120 Bestimmuarg 10 Objekttrager mit 12 Auftragstellen; 0,3 rokftive Kontrolle (ANA gesprenkelt); 0,5 ml
Autoantikdrper negative Kontrolle; 3 ml polyspegdfhes Konjugat; 1,5 ml Einschlussmedium; 2x 10 ¢ PBiffer Festsubstanz; 15 Deckglaser;
Gebrauchsinformation.

Bitte beachten Die aufgefiihrten Kits sind nicht immer verfugbar.

2. EINZELREAGENZIEN
2a. Objekttrager:
Best.Nr. AN-1006; Best.Nr. AN-1012: Biognost® HEZgllen Objekttrager; beschichtet mit HEp-2 Zelf@gTCC CCL-23), 6 bzw. 12 Auftragstellen.

2b. Positive Kontrollen

Best.Nr. 1202: Biognost® ANA positive Kontrolle, kimgen; stabilisiertes Humanserum, enthalt Antikbgegien Zellkernantigene, gebrauchsfertig, Titeategauf
dem Etikett; 0,3 ml.

Best.Nr. AN-1203: Biognost® ANA positive Kontroll&esprenkelt; stabilisiertes Humanserum, enthalik@rper gegen Zellkernantigene, gebrauchsfertiggrangabe
auf dem Etikett; 0,3 ml.

Best.Nr. AN-1204: Biognost® ANA IgG positive Kontie Nukleolar; stabilisiertes Humanserum, entig® Antikdrper gegen Nukleoli, gebrauchsfertig,
Titerangabe auf dem Etikett; 0,3 ml.

Best.Nr. AN-1205: Biognost® ANA positive Kontroll€entromer; stabilisiertes Humanserum, enthaltk&mgier gegen Centromere, gebrauchsfertig, Titetamgaf
dem Etikett; 0,2 ml.

Best.Nr. AN-1212: Biognost® ANA positive Kontrolldluclear Dots; stabilisiertes Humanserum, enthatikrper gegen "p80-coailin” Kernprotein, gebraufeisg,
Titerangabe auf dem Etikett; 0,2 ml.

2c. Negative Kontrolle- verwendbar fir alle Biognost® autoimmunologistim@munfluoreszenztests:
Best.Nr. 1111A: Biognost® Autoantikdrper negativeritolle; stabilisiertes Humanserum, enthélt kemeder Immunfluoreszenztechnik nachweisbaren
Autoantikorper (1gG, IgM, IgA), gebrauchsfertigsanl.

2d. Konjugate -verwendbar fir alle Biognost® autoimmunologisciramunfluoreszenztests auf Gewebeschnitten undrelle

Best.Nr. 1500; Best.Nr. 15300 bzw. Best.Nr. 151@i6gnost® polyspezifisches Konjugat; Antihumanimrglobulin fir Rattengewebe, Crithidia luciliae und
HEp-2 Zellen, FITC markiert, gebrauchsfertig; 2 Sl bzw. 10 ml

Best.Nr. 1501; Best.Nr. 15301 bzw. Best.Nr. 151@ibgnost® polyspezifisches Konjugat; Antihumanimrglobulin G/M/A fur Rattengewebe und HEp-2 Zellen,
FITC markiert, mit Evans blue Gegenfarbung, gebiafertig; 2 ml; 3 ml bzw. 10 ml

2e. Sonstige Reagenzierverwendbar fiir alle Biognost® Immunfluoreszeside

Best.Nr. 1605 bzw. Best.Nr. 1606: Biognost® Phosliider; 4x 5 g bzw. 2x 10 g leicht I6sliche PBSffeuFestsubstanz zur Herstellung von jeweils 50@zav.
1000 ml Pufferlésung; enthalt 10 mM NaPhosphat, 1@ mM NaChlorid, pH 7,5.

Best.Nr. 1610 bzw. Best.Nr. 161010: Biognost® Eitigssmedium pH 7,5; gebrauchsfertig; 1,5 ml bzwml0

Best.Nr. 1706 bzw. Best.Nr. 17606: Biognost® Sapigrachablonen fir Objekttrager mit 6 Auftragstell@0 Stiick bzw. 60 Stiick.

Best.Nr. 1712 bzw. Best.Nr. 17612: Biognost® Sapigrachablonen fur Objekttrager mit 12 Auftragstejl10 Stiick bzw. 60 Stiick.

Best.Nr. 1700 bzw. Best.Nr. 17200: Biognost® Dedkgl; 15 Stiick bzw. 200 Stiick.

2f. 1gG/IgM (IgG/IgA) Trennsysteme:
Best.Nr. 90-1048 bzw. Best.Nr. 90-1120: BiosorbgI(IgA) Isolierung mittels anti-human IgG AntiseniIgM (IgA) Endverdiinnung 1:5; 2 ml fiir ca. 48
Patientenproben (Trennungen) bzw. 5 ml fiir ca. R2@entenproben (Trennungen); Gebrauchsinform&est.Nr. SO001tid.

ZUSATZLICH ERFORDERLICHE MATERIALIEN

Reaktionsgefalie zur Herstellung der Verdiinnungsneih

Pipetten (Bereich 1-1000 pl)

Vortex Mischer

Messkolben (500 ml bzw. 1000 ml) zur Herstellung Baosphatpuffers
Destilliertes oder demineralisiertes Wasser

Feuchte Kammer

Farbetroge (mdglichst groR)

Bios®, Biosite®, Biognost®, Biolisa®, Biosave®, Bsorb®,Biomedix®, Bionostix®, Biostik®, Biochip®, Boservice®, Biotainer®, Biodata®, Diagnos® anf Recg® are registered
trademarks of Bios® GmbH, Germany
Die mit ® gekennzeichneten Warenzeichen in dieseneXt sind Eigentum der Fa. Bios GmbH.
Die Gebrauchsinformationen der Firma Bios Labordiagnostik GmbH sind geistiges Eigentum der Fa. Bios uhnur nach den Vorgaben der Firma Bios zu verwenden
Bios® Labordiagnostik GmbH, Hofmannstr. 7, D-813@@nchen,
Fon/Fax: +49 89/898895-41/40, e-mail: bios@bioskvoom
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Spritzflasche fir PBS Puffer

Kurzzeitmesser

Dunkelfeld Fluoreszenzmikroskop mit trockenem Objefohne Immersionsol zu benutzen) mit Filterrr, éine Anregungswellenldnge von 450-490 nm und eine
Emission von 560-590 nm. Fur eine hohere Empfiidtiit ist ein Auflichtmikroskop einem Durchlichtnmdskop vorzuziehen.

LAGERUNG UND HALTBARKEIT

Objekttrager, Kontrollen, Konjugate und Biosorb®ssén bei der jeweils auf dem Etikett angegebenerp@eatur gelagert werden. Die Objekttréager sindesiein
wegen der Austrocknungs- und Denaturierungsgefatgeschlossenen Aluminiumbeutel luftdicht verscidveu lagern. Bei vorschriftsmaRiger Lagerung siied
Reagenziemingeodffnetbis zum Verfallsdatum haltbar. Nach Ablauf desfaésdatums sind sie nicht mehr zu verwenden.

Nach Anbruch mussen die Reagenzien wieder gutiMessen und bei der auf dem Etikett angegebenemp@etur gelagert werden. Sie sind dann schnelldteidg
zu verbrauchen. Der Verfall einer Charge defimécht die Haltbarkeit bei Wiederverwendung.

Die PBS Puffer Festsubstanz ist bei Raumtempeuaitidarunteungedffnet d.h. im Aluminiumbeutel luftdicht verschweif3t,hegrenzt haltbar.
Einschlussmedium, Saugpapierschablonen und Deekgdésl bei Raumtemperaturlagerung oder niedrigegetperatur ebenfalls unbegrenzt haltbar. Das
Verfallsdatum auf dem Etikett dient beim PBS Pyfignschlussmedium sowie bei den Saugpapierschaiblond Deckglasern der Organisation der Lagerhgltun
Angesetzte PBS Pufferlésung (pH 7,5) ist am selianzu verbrauchen, da sie kein Konservierungsheittinélt. Bei Verwendung am néchsten Tag muss sie
zwischenzeitlich bei 5-10°C verschlossen gelagertien. PBS Pufferldsungen mit Schlieren-, Flocketer Trilbungsbildung bzw. Farb- oder pH-Wert-Anderu
sind zu verwerfen.

SICHERHEITSHINWEISE

1. Alle im Punkt INHALT aufgefuhrten Kits und Reagegen sind ausschlie3lich fur die in vitro Diagnlkogtestimmt.

2. Alle humanen Seren, die zur Herstellung der imk®? INHALT aufgeflihrten Zubereitungen aus humageren (Kontrollen) verwendet wurden, wurden auf
HBsAg und Antikdrper gegen HIV untersucht und fégativ befunden. Da trotzdem die Infektiositét highnzlich ausgeschlossen werden kann, solltemisiger
entsprechenden Vorsicht verwendet werden.

3. Kontrollen, Konjugate und Einschlussmedium eltéine0,09% Natriumazid. Natriumazid ist giftig. Dderschlucken und Haut- bzw. Schleimhautkontakeist
vermeiden. Natriumazidhaltige Reagenzien dirfehtniut kupfer- oder bleihaltigen Gegenstanden imbifelung gebracht werden (Bildung explosiver Salze)
4. Einige Konjugate enthalten Evans blue (auf deikeE angegeben). Evans blue kénnte karzinogen(seir Schweizer Giftklasse 1* zugeordnet). VerrariGie
deshalb das Verschlucken sowie den HautkontakEm@ns blue haltigen Lésungen.

5. Sicherheitsbestimmungen der Berufsgenossensah@ities jeweiligen Institutes (Labors) beziigliasgbfahrdenden, giftigen und reizenden Stoffen siniétt zu
beachten (siehe Aushange, Laborjournal, Sichetieébrung sowie die aus Zertifizierung bzw. Akktiedlung resultierenden Arbeitsvorschriften).

6. Die aktuellen Regeln der guten Laborpraxis (Goaloloratory Practice, GLP) sollten immer beachtetden.

7. Nach der Testdurchfuhrung sind alle im Test k#ten Reagenzien und Seren entsprechend den gesstzBestimmungen zu entsorgen.

UNTERSUCHUNGSMATERIAL

Als Untersuchungsmaterial kann Serum oder Plasngesétzt werden. Bei 5-10°C ist Serum/Plasma ¥dodhe haltbar . Fir eine langere Lagerung und
Mehrfachnutzung sollten Seren/Plasmen in kleineréidhen (> 50 pl) aufgeteilt, in flissigem Stiak§tschockgefroren und bgi20°C eingefroren werden.
Wiederholtes Einfrieren und Auftauen von gréRereenjen an Seren/Plasmen kann zur Bildung von Pegigiegaten sowie zum Abbau von
Serum/Plasmabestandteilen fihren und ist deshaliermeiden. Wenn Azid bei den durchzufihrenden tdnthungen nicht stért (wie zum Beispiel leider bei
Peroxidase ELISAs) wird Serum/Plasma auch durctadagon 0,09% Azid fur langere Zeit (L Jahr) im Kihlschrank in der Regel ohne Analytist lagerfahig.
Beim IgM bzw. IgA Nachweis wird eine Vorbehandlutes Patientenserums notwendig, um Storeffekte dehagumafaktoren, welche das Vorhandensein von IgM
vortauschen kénnen, und IgG Antikdrper, welchelgli¢/lgA Bindung kompetitiv hemmen kdénnen, zu verdei. Die Trennung der Antikdrperklassen kann mit
dem von Bios® erhéltlichen gebrauchsfertigen Trgsatesn Biosorb®& urchgefiihrt werden (siehe Trennsysteme). ObwatdigilgG/IgM Trennung optimiert, kann
Biosorb® auch zur Probenvorbehandlung bei IgA Bestingen verwendet werden. IgG Antikdrper werdendsud’robe entfernt, wahrend IgM und der gro3te Tei
der IgA Antikorper in der Probe verbleiben. Durdh Worbehandlung werden die Proben verdinnt. Dedienungsfaktor von 1:5 ist bei der Herstellung der
Testverdiinnungen fiir den IgM bzw. IgA Nachweis etilbksichtigen. Die Trennung sollte unmittelbar #em Testansatz erfolgen.

QUALITATSKONTROLLE UND FEHLERSUCHE

Eine positive Kontrolle fiir jeden zu interpretieten Parameter und eine negative Kontrolle solisefedem Testlauf mitgefiihrt werden. Ergeben dietiGlien nicht die auf
dem Etikett angegebenen Ergebnisse, ist der Tgéttigrund muss wiederholt werden.

Kann der auf dem Etikett der positiven Kontrollgagebene Titer (+ 1 bis 2 Verdinnungsstufen) im émderlabor nicht reproduziert werden, so sollter it
werden, ob ausschlie3lich Biognost® Testreagenmiehestansatz verwendet wurden oder z.B. ander&dlier, anderes Einschlussmedium, nicht frisch
angesetzter Biognost® Puffer. Weiterhin muss Uliétrpverden, ob das benutzte Fluoreszenzmikroskopagidfrei funktioniert; mogliche Fehlerquellen sind
Olverschmutzte Objektive, Dejustierung oder einedwwache Lampe. Desweiteren ist zu priifen, olRdegenzien richtig gelagert wurden bzw. bereittallen
sind, ob die im Testansatz verwendete feuchte Karfeneht genug ist, ob der Objekttrager mit einelrskft beschriftet wurde (bitte nur harten Bléfisbenutzen)
etc. Auch sollten die Reagenzien auf keinen Fattldrhitzen auf Raumtemperatur gebracht werden.

Konjugate kdnnen durch die Pufferleerwertkontrell# eventuelle unspezifische Anfarbung des Sulestriéberpriift werden: Analog den Kontrollen oder den
vorverdiinnten Patientenseren wird auf eine Auftedigsdie entsprechende Menge PBS Pufferldsungetrafgen und der Ublichen Testdurchfihrung unteemorf
Die Sensitivitat und Spezifitat dieses Tests uiggtleiner standigen Uberwachung durch das Biosftidtiabor. Bios® setzt alle verfligbaren WHO oder
anderweitig definierten Kontroll- bzw. Serumstardtarur Teststandardisierung ein.

Die Biognost® positiven und negativen Kontrollendsenhand der verfligbaren Standards oder Sereklinsth charakterisierten Patienten bzw. Blutsgend
kalibriert.

Eine Gewahrleistung durch die Firma Bios® ist nanil gegeben, wenn die Angaben der Gebrauchsinformatakt eingehalten, im Test nachweislich nursBio
Produkte eingesetzt werden und der Test nur duachgersonal durchgefuhrt wird.

TESTDURCHFUHRUNG

Die Biognost® Objekttrager, Kontrollen und das Kaygt sind gebrauchsfertig, sobald sie sich auf Remnperatur erwarmt haben (ca. 5 min). Die Kontrolled
das Konjugat sind also unverdiinnt zu benutzen.

Hinweise flr die Benutzung von Biosorb® als IgG/IgigG/IgA) Trennsystem sind im Punkt INHALT und dier Gebrauchsinformation Best.Nr. S0001tid zu finde
Die Biognost® Kontrollen sind soweit notwendig vetgnnt. Sie sollen weder einer Trennung in Bezifdramunglobulinklassen noch gegebenenfalls einer
Absorption unterzogen werden.

Die Biognost® Objekttrager sind gebrauchsfertigeiik Die Substrate kdnnen bei einem weiteren Esxieritt zerstort werden.

Vor Beginn des Testansatzes sind die Seren entsgrdalen Vorgaben (Screeninguntersuchung, TittationPBS Pufferldsung oder einer Lésung aus PBSLAbi
Rinderserumalbumin zu verdiinnen.

Das Pipettierschema des Tagesansatzes muss vomBies Testansatzes schriftlich in einem dafuresebenen Formular festgelegt werden. Dieses Foriistidie
Grundlage fir die Interpretation der Ergebnisse derén Dokumentation.

1. Objekttrager vorsichtig aus der Alu-Verpackuefymen (Einkerbung zum Aufreil3en ist vorgestanatipe die Auftragstellen zu beriihren. Zum Beschriter
Objekttrager nur harten Bleistift, niemals Filzsti€érwenden.
2. Kontrollen und vorverdiinnte Patientenseren @&aifdftragstellen tropfen (flachendeckend, je n&etiRe der Auftragstelle ca. 15-50 pl).

Bios®, Biosite®, Biognost®, Biolisa®, Biosave®, Bsorb®,Biomedix®, Bionostix®, Biostik®, Biochip®, Boservice®, Biotainer®, Biodata®, Diagnos® anf Recg® are registered
trademarks of Bios® GmbH, Germany
Die mit ® gekennzeichneten Warenzeichen in dieseneXt sind Eigentum der Fa. Bios GmbH.
Die Gebrauchsinformationen der Firma Bios Labordiagnostik GmbH sind geistiges Eigentum der Fa. Bios uhnur nach den Vorgaben der Firma Bios zu verwenden
Bios® Labordiagnostik GmbH, Hofmannstr. 7, D-813@@nchen,
Fon/Fax: +49 89/898895-41/40, e-mail: bios@bioskvoom



ANAtid-009 ab B-Nr. 13848 Biognost® ANA Nachweis .03.2015 Seite 4 von 6

3. Objekttrager 30 min bei Raumtemperatur in feeickemmer inkubieren. Dabei vor direkter Sonnenteahdung schitzen und Heizungsnéhe meiden.

4. Objekttrager feuchter Kammer entnehmen, Serumv- Blussigkeitsiiberschuss mit PBS vorsichtig alesp(5trahl aus Spritzflasche dabei keinesfalektlmuf die
Auftragstelle richten!).

5. 2x 5 min in PBS Puffer waschen (nach 1x 5 mirchigel in neuen Puffer); mdglichst gro3e Farbethigaitzen, und den (die) Objekttrager im PBS Pufifent
bewegen bzw. nicht riihren.

6. Objekttrager mit Saugpapierschablonen trockabar Substrat dabei nicht trocken werden lasserdasialb sofort anschlieRend

7. das entsprechende Konjugat auf die Auftragstétepfen (flachendeckend, je nach GroRe der Agstedle ca. 15-50 pl). Ein Tropfen aus Biognost®
Konjugatflaschen entspricht ca. 25 pl.

8. Objekttrager lichtgeschutzt 30 min bei Raumterae in feuchter Kammer inkubieren. Dabei speziefl direkter Sonneneinstrahlung schitzen und
Heizungsnéhe meiden.

9. Schritte 4-6 wiederholen. Objekttréger nicht dastilliertem Wasser spulen, sondern sofort

10. 2-3 kleine Tropfen Einschlussmedium auf deme®ijager verteilen, Praparat luftblasenfrei mitkglas versehen und sofort unter dem Fluoreszemasiikp
auswerten. Bei dunkler und kiihler Aufbewahrung kieamerhalb der folgenden 24 Stunden ausgewertetemeNicht eingedeckte Préparate miissen sofort
mikroskopiert werden. Ubergelaufenes Einschlussamadiorsichtig mit einem mit PBS angefeuchteten &apch entfernen, um ein Ankleben am Mikroskoptisch
bzw. im Praparatebehéltnis zu vermeiden. Langzest&vierung der Praparate: Versiegeln der Kantértwas farblosem Nagellack, Lagerung $&0°C bis zu
mehreren Jahren.

BEWERTUNG UND INTERPRETATION

Die Préaparate werden unter einem Fluoreszenzmiobki einer 400-500fachen VergroRerung beurféiie¢bereich 450-490 nm). Nicht zu lange ein uadsklbe
Gesichtsfeld mustern, sondern in rascher Folge infigilviele Gesichtsfelder auswerten, um das Aidige des Praparats zu vermeiden.

Ein Testansatz kann nur dann bewertet werden, wienmitgefiihrten Kontrollen die erwarteten Ergebaigeigen.

Fluoreszenzmuster:

Zur Auswertung muss die Anfarbung der ZellkerneldEp-2 Zellen beurteilt werden.

Positiv:

Die spezifische Fluoreszenz ist eine helle apfelgrisarbe mit unterschiedlicher Intensitat: von éhveach; Uber 2+ mafig; 3+ stark bis 4+ brilliant.
Negativ:

Fluoreszenzen mit geringerer Intensitét als 1+ ari@s negativ beurteilt. Gelbliche oder dunkelgr&fuoreszenzen sind unspezifisch und dirfen nicht
bertcksichtigt werden.

Titer:

Der Titer ist der reziproke Wert der hochsten Verling, bei der noch mindestens eine 1+ Fluoresaesehen ist.

Beispiel: Wird die 1:80 Verdiinnung mit 1+ positievizertet, die 1:160 Verdinnung aber negativ, sdesfTiter 80.

Zielantigen oder Zielstruktur :

Eine Probe wird als ANA positiv beurteilt, wenn méstens eine 1+ Fluoreszenz bei mindestens 50%etlen (bei Centromer AK mindestens 5%) zu sehen is
Antikdrper gegen die einzelnen Zellkernantigenemufn Immunfluoreszenztest unterschiedliche Flumesmuster hervor, die Hinweise auf bestimmte Khnaitkn
geben kdnnen, da erfahrungsgemaf Korrelationerckzamsdem Auftreten einzelner antinukleédrer Antiledrnpnd bestimmten Autoimmunerkrankungen bestehen.
Die Beschreibung verschiedener Fluoreszenzmustiri@NA Diagnostik stellt jedoch nur eine grobat€ilung der antinukledren Antikdrper dar, da eid u
dasselbe Fluoreszenzmuster von unterschiedlicheh Bhpen verursacht werden kann und bei den mei&béh positiven Seren sogar ein Gemisch aus mehreren
antinukleéaren Antikorpern vorliegt. Die Interprétat von Fluoreszenzmustern in der ANA Diagnostilteaeshalb immer mit Vorsicht geschehen. Eineleitige
Charakterisierung der beteiligten Antigen-AntikarSysteme ist mit der indirekten Immunfluoreszen BEp-2 Zellen ndmlich nicht moéglich. Die einzige
Ausnahme stellt das Muster anti-centromer dar, es@uf HEp-2 Zellen aufgrund der "paketférmigen$ammenlagerungen der Centromeren (Kinetochoren) in
Mitosekernen eindeutig interpretiert werden kann.

Zu diesem Zweck sind ANA Differenzierungstests z:@1 Antikdrpern gegen nDNS auf Crithidien mittetenunfluoreszenz bzw. von ANA gegen extrahierbare
Kernantigene (ENA) durch radiale Immundiffusion h&@uchterlony erforderlich (vgl. Punkt EINLEITUNG).

Ublicherweise unterscheidet man in der ANA Diagitostit der indirekten Immunfluoreszenz die folgendduoreszenzmuster:

ANA positiv - homogen

Fluoreszenzmuster: Gleichméafig griine Fluoreszesigelgamten Kernlumens.

Zielantigene: Chromatin, d.h.: DNA (dsDNA oder ssB)NHistone/Histonkomplexe, Ku, RNP (Ribonucleopin) oder andere reichlich mit Chromatin assoaiert
Nicht-Histonproteine.

Zur Beachtung: Das Fluoreszenzmuster "ANA homogerd oft nur in niedrigen Verdiinnungsstufen gefumde héherer Verdiinnung kénnen auch andere ANA
Fluoreszenzmuster auftreten, je nachdem, welche A#en mit den hdchsten Titern im Serum vorliegen.

Assoziierte Krankheiten: Eine homogene Kernfluoeegzritt relativ haufig auf bei SLE, medikamentehiziertem Lupus, rheumatoider Arthritis, juveniler
chronischer Arthritis.

ANA positiv - gesprenkelt

Fluoreszenzmuster: Es fluoreszieren mehr oder wegi®lRe Sprenkel innerhalb des Kernlumens, vanédescharfrandigen Punkten bis zu groRBen, diffus
begrenzten Schollen. Feine, mittlere und groberfgetekdnnen isoliert oder nebeneinander auftrddéa Verteilung kann von Kern zu Kern variierenngch dessen
Funktionszustand (Mitose-, Interphase-, Ruhekern).

Zielantigene: Extrahierbare Kernantigene (ENA), &ia, Scl 70, nRNP, SS-B (Ro), SS-A (La) und andere.

Zur Beachtung: Je nach dem/den beteiligten Antifyetikdrper-System/en gibt es viele Varianten despgenkelten Fluoreszenzmusters.

Assoziierte Krankheiten: Das gesprenkelte ANA Mufitelet man z.B. bei MCTD, SLE und anderen chronén rheumatischen Erkrankungen, Sklerodermie,
Sjogren Syndrom, Dermato-/Polymyositis. Auch diednigtitrigen ANA positiven Seren alterer, gesunillienschen sind oft gesprenkelt.

ANA positiv - nukleolar

Fluoreszenzmuster: In den Interphasekernen istagndiche Fluoreszenz (wenige Sprenkel pro Zetlkder Nukleoli zu erkennen. Da sich die NuklealiBeginn
der Mitosephase auflésen, sieht man in den Mitosekeeine gleichméaRig verteilte sehr feine Flu@ezaer in diesen Kernen tber den ganzen Zellketeiiten
nukleoléaren Proteine.

Zielantigene: PM-Scl, Ku, U3snRNP, RNA-Polymeras@d andere.

Assoziierte Krankheiten: Das nukleolare Kernfluaesszmuster tritt (oft recht hochtitrig) bei bis20% der Patienten mit progressiver systemischar&se auf
sowie bei 50% der Polymyositis-Sklerodermie-Patent

ANA positiv - centromer

Fluoreszenzmuster: Fluoreszenz als kleine deutlicteinander abgrenzbare Punkte im Kernlumen derghasekerne. In den Mitosekernen (kurz vor unth ciec
Kernteilung) ist eine balkenférmige Konzentratiar duoreszierenden Punkte im kondensierten Chrionzatsehen.

Zielantigene: 3 Proteine am Centromer der Chromesd@ENT-A, CENT-B, CENT-C).

Assoziierte Krankheiten: Die Fluoreszenz der Cenae findet man sehr haufig und oft hochtitrig hei CREST-Variante der Sklerodermie und bei Paientit
Raynaud Syndrom (allein oder kombiniert mit ande3gmptomen).
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ANA positiv - nuclear dots

Fluoreszenzmuster: Einzeln liegende Punkte (etwh%pro Zellkern). Das Muster &hnelt etwas dentroemeren, aber es sind weniger Punkte zu sehesjafienie
in einer Ebene der (Mitose-) Zellkerne konzentriere

Zielantigene: p80-Coilin (SNRNP assoziiert), SpKednproteine mit unbekannter Funktion.

Assoziierte Krankheiten: Das Fluoreszenzmusterlganaots" ist charakteristisch fur primare bili@iechose (oft in Kombination mit Sjégren Syndromduseltener
mit SLE) sowie chronisch aktive Hepatitis. In seéteen Féallen wurde auch ein Zusammenhang zu anderenisch entziindlichen Bindegewebserkrankungen
gefunden.

Interpretation der Ergebnisse

1. Referenzbereich und Spezifitat:

Referenzbereiche kdnnen bei der Befundinterpretatione Orientierungshilfe darstellen. Referenzlobeigeben an, welche Messwerte (Titer, Extinktimei)
gesunden Normalpersonen zu erwarten sind. Refegegizhe sind eine statistische GréRRe und kdnnéblréingigkeit von der Zusammensetzung des untersacht
Kollektivs (Alter, Geschlecht, Geographie) sowigAibhangigkeit von der jeweiligen Messmethode diffiem. Zwischen Kranken und Gesunden besteht
messtechnisch generell keine scharfe Grenze, vigliseder Ubergang meist flieRend.

Definitionsgemaf umfasst der Referenzbereich ntt 88s gemessenen Konzentrationsbereichs. 5% derdgrs Personen des untersuchten Kollektivs liegen
demnach auRerhalb des Referenzbereiches ohne Zuasgin.

Ein innerhalb des Referenzbereiches liegendes kafpelvnis schliel3t daher eine Krankheit nicht sielust Ein aul3erhalb liegendes Ergebnis ist furalieine kein
zwingender Beweis fiir eine Krankheit.

Untersuchung von gesunden Blutspendern:
Basierend auf der Auswertung von gesunden Blutsggrerich Alter zwischen 22 und 40 Jahren aus alléleif®eutschlands sowie dem angrenzenden Ausland
(Osterreich, Schweiz, Luxemburg, Frankreich, Hallawurden fiir den Biognost® ANA IFT folgende Refezbereiche ermittelt.

ANA auf HEp-2 Zellen

Anzahl der Blutspender: 564

Referenzbereich (Titerbereich): <2 - 512

Messwerte oberhalb des Referenzbereiches: Anzahl: 9
Mittlerer Durchseuchungstiter: 17

Serumverdiinnung fiir Screening (Vorschlag): 1:16 ad&)

Spezifitat:

Nach der Ermittlung des Referenzbereiches kandidgnostische Spezifitdt des Assays daraus abetelegrden.

Die Spezifitat eines Tests gibt an, wie viel Prazsr Gesunden ein ,normales” Testergebnis halrgh(ig negativ*). Die Anzahl aller Gesunden entispt der
Summe aus ,richtig negativ* und ,falsch positiv*.

Die diagnostische Spezifitat wird geman folgendemtel definiert:
Anzahl richtig Negative

Anzahl richtig Negative
+ Falsch Positive

Spezifitat= x 100 %

Fir den Biognost® ANA IFT HEp-2 Zellen ergibt sieme Spezifitat von 98%.

2. Sensitivitat:

Untersuchung von erkrankten Personen:

Die Sensitivitat eines Tests gibt an, wieviel Prizder Kranken ein pathologisches Testergebnisrhgbehtig positiv*). Die Anzahl aller Erkrankteentspricht der
Summe aus ,richtig positiv* und ,falsch negativ*“.

ANA auf HEp-2 Zellen

Anzahl der Patienten: 35

Messergebnisse (Titer): 1024 - 16384

Messwerte unterhalb des Referenzbereiches: Anahl:

Die diagnostische Sensitivitat wird gemag folgerfeemel definiert:
Anzahl richtig Positive

Anzahl richtig Positive +
Falsch Negative

Sensitivitat= x 100 %

Fur den Biognost® ANA auf HEp-2 Zellen ergibt sieine Sensitivitat von 100%.

Da bei Menschen > 50 Jahre haufig ANA ohne pathetbg Bedeutung gefunden werden, krankheitsasgezddNA dagegen normalerweise in hohen Titern
vorkommen, empfehlen wir bei Patienten dieser Agarppe, ANA Titer < 80 als negativ zu bewerten.

Obige Werte sollten in den einzelnen Labors kiitisberprift werden. Werden Seren von Kindern untérs sollte die Grenze positiv/negativ abgeserddden. Bei
alteren, gesunden Menschen sind haufig ANA in igedr Titern von 40 bis 160 zu beobachten, von déigmer aber keine diagnostische Bedeutung belistnt
daher sollte der Grenztiter bei Patienten Ubera®elgegebenenfalls auf 160 angehoben werden. Uabessollte eigene Grenztiter unter Einbeziehdeg
regionalen Besonderheiten definieren. Vor allemkiedern, Senioren und immungeschwéchten Patiesulite mit niedrigeren Grenztitern gearbeitet werde
Statistische Auswertungen kénnen bei Fallzahleen® 000 Datensatzen ungenau sein.

Nebenergebnisse:
Folgende Fluoreszenzmuster kdnnen Hinweise auéreRutoantikdrper geben (HEp-2 Zellen sind daéidioch nicht die empfohlenen Referenzsubstrate!):

Fluoreszenz der Mitochondrien durch AMA:

In den HEp-2 Zellen ist eine cytoplasmatische Fapenz zu erkennen, wobei Mitochondrien, die sidtdar Zellkernoberflache, oder oberhalb des Zetike
befinden, nicht von leuchtenden Punkten innerhatbKernlumens unterschieden werden kdnnen.

Das Ergebnis "AMA positiv" sollte auf Biognost®attenniere (Best.Nr. 2004 bzw. 2008) abgesichertien.
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Fluoreszenz der glatten Muskulatur durch ASMA

Auf den HEp-2 Zellen ist eine positive ASMA Reaktinicht auf glatte Muskulatur, sondern auf eineugreaktion von ASMA mit Cytoskelettproteinen wiBz.
Aktin zurtickzufuihren.

Das Ergebnis "ASMA positiv" sollte auf Biognostattenmagen (Best.Nr. 3004 bzw. 3008) abgesicreden.

Fluoreszenz des Cytoplasmas durch antiribosomale AKARA):
Auf den HEp-2 Zellen farben Antikdrper gegen Riboso (ARA) das Cytoplasma diffus, wobei der Bereaialhden Zellkern besonders betont ist. Das Ergebnis
"ARA positiv" sollte auf einem KombinationsschriRattenleber/-magen/-niere) (Best.Nr. 2134 bzw.8 Hbgesichert werden.
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