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REKOMBINANTNI IMUNOBLOT
PRO DETEKCI PARANEOPLASTICKYCH AUTOPROTILATEK
anti-HuD, Anti-Yo, anti-Ri, anti-CV2 (anti-CRMPY),
anti-Amphiphysin, anti-Mal a anti-Ma2

12 nebo 24 stanoveni
In vitro diagnosticky zdravotnicky prostfedek
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Prosim vénujte pozornost rozdilim zvyraznénym Sedé ve srovnani s predchozi
verzi 04/2020 a 01-2021

Nové rozloZeni a upravené provedeni testu

Pouziti:

Ravo PNS Blot je manualni kvalitativni linearni imunoanalyza pro detekci
paraneoplastickych autoprotilatek anti-HuD, anti-Yo, anti-Ri, anti-CV2, anti-
Amphiphysin, anti-Mal a anti-Ma2 v lidském séru, plazmé a mozkomisnim moku.
Stanoveni je ureno pro profesiondlni laboratorni pouziti v ptfipadech podezieni na
paraneoplasticky syndrom (screening) a / nebo pro potvrzeni piedbéznych vysledk,
napft. imunofluorescen¢niho testu.




Souhrn:

Paraneoplastické neurologické syndromy (PNS) jsou skupinou neurologickych
onemocnéni asociovanych s naddorem a jejich metastdzami, které nejsou piicinou
syndromu. Za patofyziologicky mechanismus , ktery je za nim je pokladan autoimunitni
proces Specifické antineurondlni autoprotilatky mohou byt detekovany u vétSiny
pacientii s PNS. Pfitomnost dobire charakterizované autoprotilatky anti-HuD, anti-Yo,
anti-Ri, antiCV2/CRMPS, anti-Amphiphysin, anti-Mal and anti-Ma2 i v pfitomnosti
paraneoplastického neurologického symptomu poskytuje silny diagnosticky prikaz
mozného okultniho neoplasmatu. Ve dvou tietinach ptipada predchazi paraneoplasticky
neurologicky syndrom zjisténi za nim stojiciho neoplazmatu az o pét let. Tudiz zjisténi
paraneoplastickych neuronalnich autoprotilatek mtize vést k ¢asné diagnostice rakoviny
(tabulka 1-10).

Tabulka: NejcastéjSi paraneoplastické neurologické syndromy asociované s tumory

Malobunéc¢na rakovina
Nemalobunécna rakovina plic

Anti-Hu-Protilatky
(ANNA-1)

Sensorova a autonomicka neuropatie
Cerebelarni ataxie

Encephalomyelitida
Limbicka Encefalitida

Extrapulmondrni malobunéény
karcinom

Anti-Yo-Protilatky
(Antigen Purkyiiovych
bunck)

Cerebelarni ataxie

Rakovina prsu
Rakovina ovarii
Rakovina uteru

Anti-Ri-Protilatky
(ANNA-2, anti-Nova-1)

Brainstem encephalitis
Opsoclonus-
Myoclonus-Syndrome)
Cerebelarni ataxie

(incl.

Rakovina prsu
Malobunééna rakovina plic
Meduléarni rakovina §titné Zlazynd

Anti-CV2-(CRMP5-)
Protilatky

Sensorova a autonomicka neuropatie
Cerebelarni ataxie
Encephalomyelitis

Limbicka Encefalitida

Autonomicka neuropatie

Chorea

Malobunééna rakovina plic
Brzlik

Anti-Amphiphysin-
Protilatky

Stiff-person-syndrom
Various symptoms

Rakovina prsu
Malobunééna rakovina plic

Anti-Mal and
Anti-Ma2- (Ta-)
Protilatky

Limbicka Encefalitida
Brainstem encephalitis*
Cerebelarni ataxie

Rakovina plic
Rakovina plic

* Brainstem encephalitis a cerebelarni ataxie jsou obvykle asociovany s rozdilnymi tumor od
testikularnich a imunoreaktivitou proti proteinim Ma2 and Mal.

Obecné byly tyto autoprotilatky identifikovany pomoci imunohistochemickych metod.
Kvili problémim se specificitou je tfeba pozitivni vysledek .v imunohistochemii
konfirmovat pomoci imunoblotu, pouZivajiciho surové extrakty z neuronalnich tkani jako
antigenu. Imunohistochemie je také pracnd a vyzaduje vysoky stupen zkuSenosti pro
spolehlivou interpretaci.



Reagencie, pokyny k bezpecnosti a symboly

Slozky a popis MnoZstvi/objem Bezpecnostni Symboly
pokyny

Nitrocelulosové-Stripy 12x (PNS-12) | memeee-
s rekombinantnimi antigeny 24 x (PNS-24) Strips
HuD, Yo, Ri, CV2 (CRMP-5),
Amphiphysin, Mal and Ma2
zeleny Sroubovaci uzaver
Promyvaci pufr, 20 x I x50 ml (PNS-12) | = —=mme-
konce’ntrét, o 2 x 50 ml (PNS-24) Wash Buffer 20x
modry Sroubovaci uzaver
Redici pufr pro vzorky, 1 x 20 ml (PNS-12) A
ptimo k pouziti, 2 x 20 ml (PNS-24) Sample Diluent
zeleny Sroubovaci uzaver
Pozitivni kontrola, koncentrat, 1 x50 A

o A Control |+
fialovy Sroubovaci uzaver
Negativni kontrola, koncentrat, Reagencie dostupna na A,B
bezbarvy §roubovaci uzaveér vyzadani Control |-
Konjugat (Alkaline Phosphatase 1 x 14 ml (PNS-12) A
IgG-Conjugate) pro vzorky a 2 x 14 ml (PNS-24) Con
kontroly ptimo k pouziti, onjugate
cerveny Sroubovaci uzaver
Roztok substratu, BCIP/NBT 1 x 14 ml (PNS-12) C
ptimo k pouziti, cerny 2 x 14 ml (PNS-24) Substrate
Sroubovaci uzaveér
Inkubacni zlabky 1x(PNS-12) |  —emee- _—

2 x (PNS-24) !
Névod k pouziti D EI}]
Kontrolni scan O
Scan

Templat ( specificky pro Sarzi) 1x | memm—ee- Tomplate

LO Sarze

E [/

Vyrobce

Katalogové ¢islo

In vitro diagnosticky zdravotnicky prostredek

; Pocet aplikaci

Ve
Skladujte pfi X-X °C

Expirace

Ready to use

Piimo k pouziti

DalSi reagencie dostupné na vyzadani:

Negativni kontrola 50 pl
Kat.c..:

PNSNKO

koncentrat obsahuje 0,03% ProClin300
bezbarvy Sroubovaci uzaver




Bezpecénostni pokyny

A. Obsahuje material ze zvifecich zdroji. Pfestoze se pouzivd pouze material od
zdravych zvifat, mély by se tyto materidly obecné povazovat za potencidlné
infek¢ni a mélo by se s nimi zachdzet podle toho.

B. Obsahuje material lidského ptivodu.

Pfestoze komponenty byly testovany na pfitomnost HbsAg a protilatek proti HIV-
1, HIV-2 a HCV a byly shledany negativnimi, mély by byt obecné povazovany za
potencidlng infek¢éni a mélo by se s nimi odpovidajicim zplisobem zachazet.

C. Zabraiite kontaktu s roztokem substratu,

Potirebny material, ktery v§ak neni soucasti testovaci sady

Destilovana voda

Kleste na pipety s jednordzovymi Spickami (napt. 5 - 10 pl, 10 - 100 pl, 100 - 1000 pl)
Odmeérmé valce a / nebo Erlenmeyerovy banky
Vortexovy mixér

Ttepacka

Casovag

Blotovaci papir

Jednorazové ochranné rukavice

Reaction control R

Princip / RozloZeni:
Nitrocelulosové stripy coatované rekombinantnimi antigeny

HuD, Yo, Ri, CV2 (CRMP5), Amphiphysin, Mal and Ma2 Ma2 s
jsou inkubovany se vzorkem séra pacienta Alnplliplll_:f;il] =
Specifické protilatky ve vzorku se vaZou na antigeny V2 (CRMES
Nespecifické molekuly v sérovém vzorku jsou promytim e

stripu odstranény.

Navéazané protilatky jsou detekovany pomoci protilidského
IgG konjugovaného alkalickou fosfatdzou pomoci
BCIP/NBT jako substratu.

210128

+ PNS

Skladovani

Vsechny soucasti soupravy oteviené nebo uzaviené jsou stabilni dod data expirace pfi
skladovéni +2-8°C. Zfedény promyvaci pufr je stabilni 4 tydny skladovany pii +2 az
+8°C.

Vzorky:

Doporucuje se testovat Cerstvé odebrané vzorky (sérum, plazma nebo cerebrospinalni
tekutina). Pro dlouhodobé skladovani (nékolik mésicli) by mél byt vzorek skladovan
v alikvotech pii — 20° C. Zabraiite opakovanému rozmrazovani a zmrazovani.
Kontaminace vzorkii miize vést k faleSn¢ pozitivnim nebo negativnim vysledkiim.
Kontaminované vzorky by nemély byt pouzivany.



Rekonstituce:

« Ujistéte se, ze vSechny soucasti soupravy maji pted pouzitim pokojovou teplotu.

« Zred'te koncentrat promyvaciho pufru 1:20 destilovanou vodou. Béhem skladovani
pri nizkych teplotach se v koncentrovaném promyvacim pufru mohou utvorit
krystaly. Ty je tieba pred Fedénim rozpustit pri 37 °C 30 minut a pred pouZitim
nechat vychladnout na pokojovou teplotu. Ztedény promyvaci puftr je stabilni 4
tydny pii skladovani +4 az +8° C.

« Testovani cerebrospinalni tekutiny (CSF) a detekce syntézy intrathekalnich
specifickych autoprotilatek je popsano na strané 6.

Postup:

Nitrocelulosové stripy jsou znac¢eny na spodu (neni-li uvedeno jinak ). Musi se inkubovat
znaCenim vzhiru a béhem vSech inkubacnich kroki by mély byt zcela ponofeny do
kapaliny.

Pokryjte stripy 1 ml Fediciho pufru.

Pridejte S pl pozitivni kontroly nebo vzorku primo ke stripu
Konec¢né redéni 1:200

Nebo alternativné:
Predied’te vzorky séra a pozitivni kontroly 1:2 (tj 10 ul séra a 10 pl pufru na
vzorky) a pridejte 10 pl ke kazdému stripu
Kone¢né redéni 1:200

Dobie promichejte. Inkubujte 30 minut pri pokojové teploté na tirepacce.

« Promyjte ziedénym promyvacim pufrem: Opatrné odstraiite kapalinu z kazdého
stripu. Pfidejte ca. 1 ml zfedéného promyvaciho pufru ke kazdému stripu a ttepejte ca.
30 vtefin. Opakujte pétkrat.

« Pridejte 1 ml IgG konjugétu alkalické fosfatazy ptipraveného k pouziti ke kazdému
stripu.

Inkubujte 30 minut pri pokojové teploté na trepacce.

« Promyjte zfedénym promyvacim pufrem : Opatrné odstrante kapalinu z kazdého
stripu. Pfidejte ca. 1 ml zfedéného promyvaciho pufru ke kazdému stripu a ttepejte ca.
30 vtefin. Opakujte pétkrat.



« Pfidejte 1 ml substratového roztoku ptipraveného k pouziti ke kazdému stripu.

Inkubujte 20 minut pri pokojové teploté dokud se neobjevi viditelné linie .
Pro srovnani pouzijte kontrolni scan.

« Reakci zastavte destilovanou vodou: Opatrné odsajte kapalinu pomoci pipety
z kazdého stripu. Piidejte ca 1 ml destilované vody ke kazdému stripu a tiepejte ca 30
vtefin. Opakujte pétkrat.

« PoloZte stripy na filtracni papir a nechte je uschnout alespoii 2 hodiny. Interpretujte
vysledky. Stripy skladujte v temnu.

Testovani cerebrospinalni tekutiny  (CSF), detekce syntézy intrathekalnich
specifickych autoprotilatek:

Vezméte prosim na védomi: detekce intratekalni syntézy autoprotilatek je mozna
pouze tehdy, je-li testovan sparovany vzorek sérum-csf se stejnou koncentraci IgG.

« Stanoveni celkové koncentrace IgG v paru vzorkl sérum-CSF
« Ziedte oba vzorky: sérum 1 CSF, v pufru vzorkl (hotovy k pouziti) na koncentraci
1 mg/l jako pracovniho roztoku (viz ptiklad)

« Provadégjte test paraleln¢ jak popsano vysSe Pouzijte 1 ml kazdého z vypocitaného
fedéni.

Ptiklad:
1 mg/l |Stanovena koncentrace Redén]
IgG
CSF 97,3 mg/l 1: 97
Sérum 10,8 g/l 1:10.000

Srovnejte intenzitu linii paru sérum-CSF.

Intenzivngj$i linie pro vzorek CSF-naznaCuje syntézu intrathekalnich specifickych
protilatek. Je-li intenzita v paru sérum-CSF-téméf stejna, pomohlo by interpretaci
usnadnit opakovani testu ptfi koncentraci IgG - 0.1 mg/1 .

Je také mozné testovat vzorky CSF neznamé koncentrace IgG, ale pak neni moZzné ziskat
vysledek inrtathekalni syntézy autoprotilatek.

CSF o netnamé koncentraci IgG doorucujeme testovat v fedédni 1:4 (250ul CSF plus 750
ul Sample Buftfer.

Vizualni Interpretace:

PoloZte stripy vedle sebe pro odecteni proteinli. Mély by byt srovnavany pouze stripy
stejné Sarze.

Pozitivni kontrola, templat a kontrolni scan pomohou ur¢it linie, na dokumenta¢ni list je
je mozn¢é stripy nalepit pomoci prithledné lepici pasky nebo lepici ty¢inkou pro dalsi
dokumentaci.



Poznamka: lepici pasku nepftilepujte pres linie. Pomoci lepici tyCinky by lepidlo nemélo
piijit do styku s liniemi. Lepidlo miize vést ke zménam barvy nebo nespecifickym
reakcim.

Zarovnejte prouzky s kontrolou reakce podél oznacené Céry. Prifad’te proteiny pomoci
Sablony specifické pro Sarzi a vysledek zadejte do dokumentace.

Obvykle jsou silné linie pozorovany ve vzorcich sér pacientl s klinicky definovanym
paraneoplastickym syndromem.

Vyznam slabych reakci neni dosud zndm s vyjimkou autoprotilatek proti HuD. Byly
popsany slabé reakce autoprotilatek proti HuD u 18% pacientl trpicich malobunéénou
plicni rakovinou bez paraneoplastického neurologického onemocnéni. Tudiz v ptipadé
nalezu nizkych koncentraci protilatky anti-Hu doporucuje se disledné hleddni mozného
nadoru. . V soucasnosti nejsou zndmy dal$i mozné incidence nadora které by mohly byt
pficinou vyskytu nizkych koncentraci ostatnich antigeni, takZze neni mozné uvést jasna
dalsi doporuceni.

.V tom ptipadé¢ se doporucuje provadét alesponi kontrolu stavu protilatek s ohledem na
onemocnéni.

Automatické odecitani: pomoci softwaru B4C od BioScitec

Line l1ze odecitat automaticky pomoci skeneru a softwaru B4C od BioScitec (dalsi
informace a prislu$né softwarové licence jsou k dispozici na vyzadani od spole¢nosti
ravo).

Reaktivita Mal/Ma2

Mal -/ Ma2 +:
Je-li sérum pacienta reaktivni vyluéné s antigenem Ma2 antigen naznacuje to testikularni
rakovinu jako pficiny malignity.

Mal +/Ma2 +:
Ptitomnost obou protilatek specifickych pro antigeny Mal a Ma2 dokazuje
paraneoplastickou etiologii neurologického onemocnéni ale nenaznacuje specificky typ

rakoviny.

Sensitivita:

Antigen Pocet vzorki Pozitivni %
HuD 49 100 %

Yo 31 100 %

Ri 19 100 %

CV2 (CRMP5) |93 100 %
Amphiphysin 19 100 %

Mal 5 100 %

Ma2 14 100 %




Specificita:
Bylo testovano 200 vzork® darct krve pro stanoveni specificity testu. 3/200 vzorki
vykazovalo velice jemné linie coZ znamena specificitu 98,5 %

ZKkviZené reaktivity:

V nésledujici skupin€ nebyly pozorovany zadné falesné€ pozitivni reakce:
Paraneoplastic cerebellar degeneration (PCD): n = 31

Idiopathic cerebellar ataxia: n = 39

Idiopathic sensory neuropathy: n = 20

Limbic encephalitis (no onconeuronal antibodies): n=21

Breast cancer — rakovina prsu (no PNS): n=20

Omezeni metody

Interpretace vysledk laboratornich testii musi byt vzdy provadéna v kontextu klinickych
ptiznak.

Neékteré vzorky davaji vice ¢i méné fialové pozadi kviili slozkdm séra nezndmého ptivodu
a interpretace vysledku je proveditelna jen Casteéné. Takové vzorky by mély byt znovu
testovany pomoci jiné metody, napt. [FA.

Interference mohou byt mozné po podani intravendznich imunglobulinid (tzv. IVIG).
V soucasné dobé€ nejsou znamy zadné dalsi interference s 1éky.
Po plazmaferéze mohou byt pfedbézné pozitivni vysledky slabé nebo negativni.

Interferujici substance:

Ackoliv nebyla pozorovana interference pro hemoglobin az do koncentrace 2 mg /ml,
bilirubin az do koncentrace 0.2 mg /ml a triglyceridy aZ do koncentrace 32 mg /ml,
hemolytické, ikterické a lipemické vzorky by nemély byt pouzivany, neni-li to nutné.
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Kat. ¢islo:
REF PNS-12 (12 Stanoveni)

PNS-24 (24 Stanoveni)
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