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Stop solution Zastavovaci roztok
|suBs|TmB[100x|  Substrate TMB 100x Substrat TMB 100x
Substrate buffer Substratovy pufr

|WASH SOLN|25x|  Wash Solution 25x Promyvaci roztok 25x
Warning Varovani

EIA Enzyme Immunoassay Enzymova Imunoassay

Zamyslené pouziti

INNOTEST® B-AMYLOID@-42 je enzymoimunoanalyticky test na pevné fazi pro
kvantitativni stanoveni (-amyloidui-4> v lidském mozkomiSnim moku (cerebrospinal
fluid-CSF). Toto stanoveni je urCené pro detekci B-amyloidového peptidu A, ktery je
vysledkem B-sekretazové funkce zrani APP (prekurzor proteinu amyloidu) a zaCina

na 1" aminokyseliné (AA) N terminalniho konce a konéi na pozici 42. Tento protein,
hydrofobni a neurotoxicky, je hlavni slozkou amyloidovych depozit.

Kombinace koncentraci markerd CSF [-amyloida-42y a CSF-Tau umozni rozliSeni
Alzheimerovy choroby (AD) od bézného starnuti a ostatnich neurodegenerativnich
onemocnéni, jako je deprese (1,2). Vysledek by mél byt interpretovan jako jeden
z diagnostickych markert AD v kombinaci s dalSimi klinickymi a diagnostickymi
informacemi  (napfiklad s vysledky ziskanymi INNOTEST® hTau Ag a
INNOTEST®PHOSPHO-TAUs1r) RozliSeni AD od ostatnich non-AD demenci, jako
demence s Lewyho télisky, mize byt dale zlepSeno kvantifikaci CSF- Phospho-
Tau(1s1) (3).

Zamysleny uzivatel

Laboratorni technici nebo vyzkumni pracovnici v klinickych nebo vyzkumnych
laboratofich s odpovidajici laboratorni dovednosti a dobfe vySkoleni v technikach
enzymové imunoanalyzy.

Pozadi

Nejbéznéjsi formou demence je Alzheimerova choroba, coz je neurodegenerativni
porucha histologicky charakterizovana akumulaci intracelularnich neurofibrilarnich
klubek a extracelularni amyloidnich plakl v celé kortikalni a limbické oblasti mozku.
Ultrastruktura neurofibrilarnich klubek je vytvofena z parovych spiralovych viaken
slozenych pfevazné z abnormalné hyperfosforylovaného Tau proteinu (pTau). Hlavni
slozky depozit amyloidu jsou amyloidni peptidy dlouhé 40- a 42- 3-aminokyselin, které
jsou odvozeny z integralniho membranoveé vazaného amyloidniho prekurzorového
proteinu (4). Hodnoty pro (B-amyloid 142 a B-amyloid 140 mohou byt vyjadfeny jako
pomeér [B-amyloidu, ktery je zvlasté uzite€ny u pacientu, u kterych je pozorovan
neurcity profil biomarkerd CSF (na zakladé B-amyloidu 1.42, celkového Tau a pTau
181) (5, 6, 7). Kombinace snizenych koncentraci B-amyloidu 1-42

nebo pomér B-amyloid 1-42/B-amyloid 1.40 a zvySené koncentrace celkového Tau a
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pTau jsou povazovany za patologicky biomarker CSF, ktery je diagnosticky pro

AD (8). Bylo prokazano, ze nizké koncentrace (-amyloidu 142 nebo poméru [3-
amyloidu 1-42/B-amyloidu 1.40 v CSF pfedpovidaji pfechod mirné kognitivni poruchy do
AD a paralelni depozice AB v mozku (9).

Princip testu

INNOTEST B-AMYLOID@-42) je enzymoimunoanalyticky test na pevné fazi (EIA), kde
amyloidovy peptid je navazan prvni monoklonalni protilatkou 21F12 (IgG2a). Po
pridani vzorku CSF a biotinylované protilatky 3D6 (IgG2B) probiha inkubace. Tento
komplex antigen-protilatka je potom detekovan straptavidinem znaCenou
peroxidazou. Po pfidani substratového roztoku se roztok zabarvi. Intenzita zabarveni
je umérna mnozstvi lidského B-amyloidoveého 142 proteinu ve vzorku.

HRP

I 42x 15 Q:{
fl/v\} Efv\( \)O
: ViUl : 3ps  Bio

21F12
AMYLOID

(1-42)

1 42
NH2-DAEFRHDSGYEVHHQKLVFFAEDVGSNKGAIIGLMVGGVVIA-COOH
3D6 21F12

Obrazek 1: Schematicky pfehled principu testu INNOTEST [B-AMYLOID-42):
s indikovanymi epitopy, reagujicimi s pouzitymi mABS (SV-streptavidin; HRP-
(horseradish)-kfenova peroxidaza)

Reagencie

Popis, priprava k pouziti a doporucené skladovaci podminky

- Pfi skladovani od 2°C do 8°C oteviené nebo neoteviené, skladované
v plvodnich lahvickach jsou v8echny reagencie v€etné navazanych stripl
pouzitelné do data exspirace na baleni. Reagencie nezmrazujte. Nepouzivejte
reagencie po dobé exspirace. Pfi spravné manipulaci je udrzena expirace
produktu.

- Po otevieni aluminiového sacku se stripy jsou nepouzité stripy stabilni 16 tydnu
pfi skladovani od 2°C do 8°C v uzavieném plastikovém sacku se silikagelem.

- Ready-to-use kalibratory (CAL) a validacni kontroly béhu (RVC) je tfeba
skladovat pfi -20°C, oddélené od ostatnich soucasti soupravy.

-  Zfedény promyvaci roztok je stabilni 4 tydny pfi teploté od 2°C do 8°C

- Pracovni roztok konjugatu 1 a 2 je stabilni 24 hodin pfi pokoj. teploté.

- Pracovni roztok substratu je stabilni 24 hodin pfi pokojové teploté v temnu.

- VSechna Cinidla a testovaci prouzky by mély byt vytemperovany na pokojovou
teplotu (18°C az 30°C) pfiblizné 60 minut pfed pouzitim a ihned po pouziti by
mély byt vraceny do chladni¢ky (2°C az 8°C), s vyjimkou CAL a RVC, protoze
jsou pouze na jedno pouziti.
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- Zmeény ve fyzickém vzhledu soucasti soupravy mohou naznacovat nestabilitu

nebo zhorseni kvality.

Nazev
Coated plate

Sample diluent

Conjugate 1
100x

Conjugate 2
100x

Conjugate
diluent 1

Conjugate
diluent 2

Substrate TMB
100x

Substrate buffer

Stop solution

Wash solution
25x

Uncoated
polypropylene
plate

Plate sealers

Minigrip bag

1 zataveny sacek obsahujici stojanek na stripy s 12x8
coatovanymi testovacimi jamkami a silikagelovym
sackem jako vysousedlem.

Fosfatovy pufr se stabilizaénimi proteiny a 0,01%
MIT/0,1% CAA jako konzervantu .

MysSi anti-3-amyloida-42) IgG znaceny biotinem ve
fosfatovém pufru se stabilizaénimi proteiny a 0,04%
MIT/0,1% CAA jako konzervantem. Zfedit 1/100
Conjugate diluentem 1 pfed pouZitim

Peroxidazou znaceny streptavidin obsahujici 0,02% MIT
a 0,02% bromonitrodioxane jako konzervant. Pfed
pouzitim zfedte 1/100 Conjugate diluentem 2 (viz
pfiprava reagencii).

Barevné kodovany (Cerveny) Fosfatovy pufr obsahuijici
stabilizujici proteiny a 0,01% MIT/ <0,1% CAA jako
konzervant, pouziva se pro fedéni conjugate 1.

Barevné kodovany (zeleny) fosfatovy pufr obsahujici
0.05% Proclin 300 jako konzervant, hovézi kasein jako
stabilizator a hovézi aprotinin jako inhibitor proteaz,
pouziva se pro fedéni conjugate 2.

Tetramethylbenzidine (TMB) zfedény v dimethylsulfoxidu
(DMSO). Pred pouzitim zfedit 1/100 substratovym
pufrem. Koncentrovany TMB mUze krystalizovat; pfed
pouzitim by mél byt zcela rozpustén (teplota tani 18°C).

Fosfat-citratovy pufr obsahujici 0,02% hydrogen
peroxide pro fedéni substrate TMB.

0.9N kyselina sirova

Fosfatovy pufr obsahuijici 0.01% MIT/<0.1% CAA, ktery
je tfeba zfedit 25x destilovanou nebo deionizovanou
vodou. V koncentratu mohou byt vytvofeny nerozpusténé
krystaly soli pfi uchovavani pfi 2-8°C . Tyto krystaly musi
byt pfed pouzitim zcela rozpustény

Pro fedéni vzorku pred pfenosem do coatované desticky
(aby se zabranilo zméné reaktivity).

Mnozstvi Kat.¢. Popis
1x96 57781
1Ix30ml 55706
1x0,2ml 57782
1x0,3ml 55528
1x20ml 61305
1x 30 ml 55825
1x0,3ml 55733
1x30 ml 55727
1x 30 ml 55523
1x 60 ml 55742
1 -
4 - -
1 -

Sacek pro skladovani nepouzitych stripu.
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Material potrebny, ale nedodavany

- Destilovana nebo neionizovana voda.

- Jednorazové rukavice.

- Nastavitelné pipety s jednorazovymi SpiCkami pro objemy 10 ul 20-200 ul a
200-1000 pl.

- DoporuCujeme multikanalovou pipetu na 25 pul, 75 yl a 100 pl pro pfidavani
konjugatul, substratu a zastavovaciho roztoku.

- Odmérné valce pro fedéni promyvacich roztokd (250ml, 500ml, 1000ml nebo
2000ml|

- Vortex nebo obdobny pfistroj

- Centifuga

- Promyvacka mikrodesticek; alternativné Ize promyvani provést pomoci opakujici
se pipety dodavajici objemy 400 pl a vakuového odsavaciho zafrizeni, které
obsahuje 5% roztok chlornanu sodného.

- Casova¢ (minutka)

- Absorp¢ni ubrousky

- Reader pro mikrotitraCni destiCky s filtrem 450 £ 5 nm, je-li dostupny, i s filtrem
620 nm nebo 690 nm pro dualni analyzu s minimalnim linearnim absorpcnim
rozsahem 0-3000.

- Jednorazové zkumavky pro pfipravu pracovnich roztokd (doporucené
polypropylene BD Falcon tubes).

- Kontejnery pro biologicky potencialné kontaminovany material

- Trepacka na mikrotitracni desticky (1000 rpm). Protfepani mize byt zajisténo i
poklepavanim na stranu desticky.

- Inkubator 25+2°C

Metrologicka navaznost pfirazenych hodnot

Kalibrace INNOTEST B-AMYLOID (1.42) je navazana na certifikovanou referenci.
materiall B-amyloidu 142 v lidském mozkomiSnim moku: ERM-DA480/IFCC, ERM-
DA481/IFCC a ERM-DA482/IFCC.

Upozornéni a bezpeénostni opatieni
Informace o zdravi, bezpeénosti a zivotnim prostredi

Informace o potencialné nebezpelnych slozkach naleznete v bezpecnostnim listu
(SDS) a na etiketé vyrobku. Nejnovéjsi verze bezpecnostniho listu je k dispozici na
webovych strankach www.fujirebio.com.

Varovani [conu DIL|2||cond|2]100x]

Obsahuje rekcni smés 5-chloro-2-methyl-4-isothiazolin-3-one
[EC €. 247-500-7]a 2-methyl-2H-isothiazol-3-one [EC €. 220-239-
6](3:1)

H317 P261 P280 P302+P352 P333+P313 P362+P364


http://www.fujirebio.com/
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|suBs|TMB[100x]

Obsahuje dimethyl sulfoxide
H315 H319 H335 P261 P280 P302+P352 P305+P351+P338
P312 P362+P364

Bezpecnostni véty:

H315 Zpusobuje podrazdéni kuze.

H317 Muze zpUsobit alergickou kozni reakci.

H319 Zpusobuje vazné poskozeni odi.

H335 Muze zpusobit podrazdéni respiracniho traktu.

EUH208 Obsa_huje 2-chloroacetamid. Muze zpUsobit alergickou
reakci.

EUH210 BezpecCnostni data jsou na vyzadani.

Bezpecnostni opatreni

P261 Zabrarite vdechovani mlhy / pary / spreje.
P280 Noste ochranné rukavice / plast / bryle / obli¢ejovou masku.
P302+352 NA KUZI: Omyjte v&tsim mnozZstvim mydla a vody.

P305+351+P338 V OCIiCH: Oplachujte nékolik minut vodou, Nosite-li,
odstrante kontaktni CoCky, PokraCujte v omyvani vodou.

P312 V pripadé, Ze se necitite dobre, volejte |€kare nebo
TOXIKOLOGICKE STREDISKO (viz vyse).

P333+P313 V pfipadé, ze se objevi na kuzi podrazdéni, vyhledejte
lékare.

P362 + P364 Odstrante kontaminovany odév a pfed dalSim pouzitim ho
vyperte.

- Provadét testovani by méla vzdy pouze adekvatné Skolena osoba.

- Se vzorky je tfeba vzdy zachazet jako s potencialné infekénim materialem.
VSechen biologicky material je trfeba likvidovat v souladu s nafizenymi
bezpecnostnimi predpisy.

POZNAMKA: Zvlastni upozornéni pro Transmisivni Spongyformni Encefalopatii

(TSE)/ materialy kontaminované priony:

- Inaktivace vzorku:

Klinické vzorky (CSF) by mély byt autoklavovany alespon 15 min pfi 134°C nebo
ponoreny do roztoku chlornanu sodného obsahujiciho 20000 ppm volného chloru
1 hodinu pfed konec€nou likvidaci zdravotnického materialu (tj pfed spalenim
nebo autoklavovanim).

- Likvidace odpadu

Veskery material klasifikovany jako klinicky odpad by mél byt spalen povéfenou
spolecnosti pro likvidaci biologického odpadu. Pouzivejte bezpecné kontejnery
pro klinicky odpad (dvaoijité pytle, ...). Zabrante vnéjSi kontaminaci kontejneru.
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Odkazy:

e \Vybor pro nebezpecné patogeny (UK) — Vybor pro Spongyformni
Encefalopatii: Agens Transmisivni Spongyformni Encefalopatie: Bezpecna
prace a prevence infekce

e WHO Svétova zdravotnicka organizace: WHO nafizeni pro Transmisivni
Spongyformni Encefalopatii.

PouZzivejte ochranné vybaveni: noste laboratorni plast, rukavice, ochranné bryle,

pokud pracujete s nebezpecnym nebo infekCnim materialem.

Zlikvidujte vS8echna pouzita nebo zbytkova Ccinidla a dalSi kontaminované

materialy Kk likvidaci v souladu s pokyny instituce pro likvidaci odpadu. Je

odpovédnosti kazdé laboratore nakladat s pevnymi a kapalnymi odpady podle
jejich povahy a stupné nebezpecnosti a zachazet s nimi a likvidovat je v souladu
se vSemi platnymi mezinarodnimi, narodnimi a mistnimi pfedpisy.

V pfipadé vazného incidentu kontaktujte do 24 hodin Fujirebio Europe N.V. a

regulacni urad pfislusné zemé.

Analyticka opatreni

Nasledujici reagencie jsou generické (stejné slozeni) pro vSechny soupravy
INNOTEST B-AMYLOID a TAU: diluent vzorku (sample diluent), substrat,
substrat. pufr, promyvaci roztok (wash solution) stop solution. Pro zajisténi
spravné vysledovatelnosti se doporucCuje pouzivat reagencie z jedné soupravy a
zaznamenat Sarzi kazdé pouzité komponenty.

Nezaménujte reagencie raznych Sarzi souprav INNOTEST B-AMYLOID.pokud
nemaji reagencie shodné Cislo Sarze.

NepouZzivejte opakované jednorazovy material.

Doporucuji se SpiCky pipet s vatovymi zatkami. Pouzivejte pouze jednorazové
laboratorni materialy

Pro kazdy alikvot pouzivejte novou pipetu

VSechny nadoby pouZité pro pfipravu pracovnich roztokd konjugatu a substratu
musi byt perfektné Cisté, omyté destilovanou vodou.

Odlozte stranou ELISA desticky, aby se zabranilo kontaminaci jamek.

Zamezte mikrobialni kontaminaci reagencii.

Pro zajisténi homogenity vzorkl, CAL a RVC vortexujte pred pouzitim 10 s.

Pro kazdy vzorek pouzijte novou SpiCku.

Ujistéte se, ze je v jamce vzorek.

Odstrante bubliny poklepanim na stranu desticCky nebo na trfepaCce pro
mikrotitracni desticky 1 min pfi 1000 rpm.

Nevystavujte pracovni roztok substratu silnému svétlu béhem skladovani nebo
inkubace. Pokud neni substratovy roztok bezbarvy, je tfeba jej pfipravit znovu
Stop solution, pracovni roztoky konjugatd nebo substratu nesmi byt v kontaktu
s kovy nebo ionty kovu, aby se zabranilo nechténé barevné reakci.

Pokud nemohou byt jamky naplnény pracovnim roztokem konjugatu nebo
substratu ihned po promyti, umistéte destiCku dnem vzhuru na ubrousek nasakly
promyvacim roztokem, ale ne déle nez 15 min.

Nepouzivejte zkumavky pro odbér krve na pfipravu pracovnich roztokl reagencii.
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Vzorky: odbér, manipulace a skladovani

Spravna manipulace se vzorky je kliCova pro ziskavani spravnych vysledku (10).
Pouzivejte pouze polypropylenové zkumavky. Jsou doporuCované z davodu
standardizace vSech krokl manipulace se vzorky, aby vysledky byly
reprodukovatelné. Stanoveni neni validované pro post-mortem CSF, ventrikularni
CSF, krevni vzorky (sérum, plazma), mozkovou tkan nebo bunécfné kultury
V supernatantu.

CSF vzorky — odbér (11):

- Lumbalni punkce by méla byt provadéna radégji rano.

- Lumbalni punkce by méla byt provadéna L3/L4 nebo L4/L5.

- Prvnich 20 kapek odstrarite, potom odeberte ca CSF do polypropylenové
zkumavky (12, 13).

- Zamezte pfilis velkému volnému prostoru ve zkumavce).

- Vzorek by mél byt zpracovan nejlépe behem 4 hodin po lumbalni punkci.

Zpracovan/ CSF (14, 15)
Vylucte hemorhagické CSF vzorky.

- Centrifugujte CSF 10 min pfi +2000 g pfi kontrolované pokojoveé teplot€, aby se
odstranily buriky a nerozpustné podily.

- Rozdélte alikvoty do polypropylenovych zkumavek.

- Zamezte pfilis velkému volnému prostoru ve zkumavce (16); idealné 400ul CSF
do 500 pl zkumavky.

- S alikvoty manipulujte podle transportnich doporuceni.

Transport do vzdalené laboratore (15, 17)
- Nezmrzly: odeslete vzorky do 48 hodin pfi pokojové teploté.
- Zmrzly: OdeSlete vzorky na suchém ledu, zabrante rozmrznuti.

Skladovani alikvoti CSF:

- Cerstvé vzorky skladujte maximalné 48 hodin pfi pokojové teploté do doby
testovani

- Nejlépe skladuijte pfi -80°C do doby testovani (18)

- Vzorky mohou byt skladovany 2 mésice pfi -20°C.

- Zabrante rozmrznuti vzorku, opakované zmrazovani zpusobi chybné vysledky
koncentrace (14, 15, 16, 17, 18, 19).

Pokyny pro promyvani

Poznamka: Prosim nasledujte pokyny na manipulaci s odpydy popsanymi v odstavci
»Informace o zdravi, bezpecnosti a Zivotnim prostredi*

Pro automatické promyvacky doporu€ujeme nasledujici protokol:

Promyjte promyvacku zfedénym promyvacim roztokem.

Provedte 5 promyvacich cyklu:

- Plnici objem je 400 pl/ jamku.

- VysSka fedéni je nastavena tak aby zcela naplnila jamku.

- Cas pro jedno promyti (odsati/promyti/naplnéni) je ca 30 s.

- Po promyti destiCku otoCte a poklepanim osuste na absorpCni ubrousek.
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Manualni postup je nasleduijici:

PonNE

5.

Odstrante kryt desticky.

Odstrante roztok a otocCte desticku, oklepejte na absorpéni ubrousek.

Do kazdé jamky pfidejte 400 ul promyvaciho roztoku alespor 30 vtefin

Poté promyvaci roztok odstrante. DestiCku otoCte a poklepanim osuste na
absorpcéni ubrousek.

4x opakujte kroky 3) a 4).

Neuplné promyti ovlivni vysledky testu. Kontaminace promyvaciho roztoku a
promyvacky zpUsobi velké problémy. V pfipadé, ze mate podezieni na kontaminaci,
dezinfikujte lahve promyvacky a promyvacku pfes noc vhodnym dezinfekénim
prostfedkem a promyjte vodou.

Priprava reagencii:

pfiprava pracovniho roztoku konjugatu 1a 2 a pracovniho roztoku substratu

PocCet jamek 8 16 32 64 96
CONJ 1 Ml 10 15 30 60 100
CONJDIL1 mi 1 1,5 3 6 10
CONJ 2 Ml 12 20 40 80 120
CONJDIL 2 mi 1,2 2 4 8 12
SUBS Ml 12 20 40 80 120
SUBS BUF ml 1,2 2 4 8 12

Priprava promyvaciho roztoku:

(Pripravte alespon 40 ml zfedéného promyvaciho roztoku pro kazdy testovany strip.)

PocCet jamek 8 16 32 64 96
WASH SOLN 25x ml 5 10 20 40 60
H20 mi 120 240 480 960 1440
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Pracovni postup
Pfed provadénim testu prectéte prosim odstavec "Analyticka opatreni".

POZNAMKA:

- Stanovte velikost série a poCet potfebnych jamek (v dubletech). ZapocCitejte 6
kalibratord, 2 RVC-kontroly, CSF vzorky.

- Vzhledem k tomu, ze inkubace trva 60 min, omezte dobu fedéni na minimum.
Aby se zredukovalo zpozdéni reaktivity, byla pfidana do kitu necoatovana
polypropylenova destiCka jako ,Cekaci stanice®. DoporuCujeme pouzit tuto
desti¢ku, pokud je potfeba vice nez 6 stripl. Zfedte 260 pl vzorku/CAL, RVC do
jamek v pfipravné destiCce. Vzorky i kontroly by mély byt prfed pfidanim
promichany na vortexu.

- Vytemperujte na laboratorni teplotu vSechny reagencie vCetné aluminiového
sacku s coatovanymi stripy ca 60 minut pfed pouzitim a ihned po pouziti vratte
do chladu. Aby se zabranilo kondenzaci vody v jamkach, musi byt aluminiovy
sacek uzavieny, dokud nedosahne laboratorni teploty.

- Vytemperujte na laboratorni teplotu (18-30°C) CAL, RVC a CSF vzorky ca 60 min
pred pouzitim.

- Pred zapocCetim testovani se presvédcCte, ze CAL, RVC a CSF vzorky jsou
pfipraveny. Jakmile testovani zapoCne, musi byt provedeno bez pferusovani, aby
bylo dosazeno spolehlivych a konzistentnich vysledku.

- CSF vzorky, CAL a RVC pred testovanim 10 vtefin vortexujte.

1. Vezméte ramecek s potfebnym poctem stripl pro kazdou sérii testd. Ostatni
nepouzivané stripy umistéte do plastikového uzaviratelného sacku se
silikagelem.

Pfipravte pracovni roztok konjugatu 1.podle bodu ,Pfiprava reagencii”

Do kazdeé testovaci jamky pfidejte 75 ul pracovniho roztoku konjugatu 1.

a. V pfipadé, kdy se testuje pouze maly pocet vzorku:

Pridejte 25 pl pfislusného vzorku nebo standardu. Vzorky CSF by mély byt
pred pfidanim promichany na vortexu.

b. V pripadé, kdy se testuje velky pocet vzorku (vice nez 6 stript):

Za pouziti multikanalové pipety prfeneste 25 pl  zkazdé jamky
polypropylenové destiCky do odpovidajicich jamek testovaci destiCky.

DOPORUCENI:  Kazdy vzorek, kontrolu a kalibrator tésné pred pipetovanim

do destiCky promichejte 3 s na vortexu.

4.  Vzorek a standardy v jamkach dobfe promichejte poklepavanim desti¢kou nebo
trepanim 1 min pfi 1000 rpm. Pfikryjte stripy pfilnavou folii a inkubujte 60 min +
3min v inkubatoru pfi 25 + 2°C.

5. Jesté pred koncem kroku 5 pfipravte podle navodu pracovni roztok konjugatu

2.

Kazdou jamku 5x promyjte (viz ,Pokyny pro promyvani®).

Do kazdé jamky pfidejte 100 ul pracovniho roztoku konjugatu 2. Prikryjte stripy

novou pfilnavou folii a inkubujte 30 min + 3 min v inkubatoru pfi 25 + 2°C.

8. Béhem inkubace konjugatu 2 pfipravte pracovni roztok substratu viz ,Pfiprava
reagencii!).

w N

~N o
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9. KazZdou jamku 5x promyjte (viz ,Pokyny pro promyvani®).

10. Do kazdé jamky pfidejte 100 pl pracovniho roztoku substratu. Pfikryjte stripy
prilnavou folii a inkubujte vtemnu 30 min + 3min v inkubatoru pfi 25 + 2°C.
Poklepejte destickou, abyste zajistili uplné promichani.

11. Pro zastaveni reakce pfidejte 50 ul stop solution (zastavovaciho roztoku) do
kazdé jamky ve stejném porfadi a se stejnym Casovym intervalem jako
substratovy roztok. Opatrné poklepejte destiCkou, abyste zajistili upiné
promichani.

12. Do 15 min po kroku 12 odectéte absorbanci roztoku v jamkach pfi 450 nm. Pro
dualni analyzu je mozno pouzit jako referenéni filtr o vinové délce 620 nebo 690
nm.

Kontrola kvality

Interni kontrola
Akreditovana laboratof by méla zaradit vnitfni kontrolu v kazdé sérii. Prosim
pouzivejte aplikovatelny standard kvality ve vasi laboratofi.

Vysledky

Validace béhu

- Absorbance pfi 450 nm CAL6 by méla byt nizsi nez 0,300.

- Absorbance pfi 450 nm CAL1 by méla byt vysSi nez 1,700.

- RVC by méla byt uvnitf definovaného koncentraéniho rozmezi definovaného
na nalepce AB-42) CAL-RVC soupravy.

POZNAMKA:

- Hodnoty absorbanci pro dualni vinovou analyzu (450 nm a 620 nebo 690 nm) se
liSi o ca 50 mOD oproti nedualni. To by nemélo ovlivnit kone¢ny vysledek testu.

- RVC Kkoncentrace na vloZzené cedulce jsou stanoveny pomoci sestrojené
sigmoidalni 4-parametrové (nevazené) kfivky.

Vypocet vysledki

Spocitejte primérné hodnoty absorbanci z duplikata.
(((abs (V1-V2)/((V1+V2)/2))* 100

Jestlize se hodnoty liSi o vice nez 20 %, opakujte test
Na milimetrovém papife sestrojte kalibracni kfivku grafickym znazornénim
prumérnych hodnot standardt 3-amyloidu (1-42) na svislou osu (Y) proti odpovidajicim
hodnotam B-amyloidu (1-42) na vodorovné ose (X). Body vedte kfivku.
POZNAMKA: Doporucuje se sigmoidalni 4 parametrova (nevazena) kfivka.

Pokud se pouziva v sérii blank, nemél by byt soucCasti krivky.
Namérfené primérné absorbance vzorkl naneste do grafu a ze standardni kfivky
odectéte odpovidajici hodnoty -amyloidu (1-42) v pg/ml.
Pokud se pfi testovani zjisti, Zze absorbance vzorku je mimo limity kfivky, tj, OD B-

v v

krivky, neni mozné vysledek interpretovat, nebot by to mohlo vést k chybnému
vysledku.
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Parametry testu

Analyticka charakteristika

Analyticka specificita

Epitop mapuijici N terminalni specificky mAb 3D6 proti peptidu AB42 byl stanoven
sandwichovou imunoassayi za pouziti biotinylovaného 21F12 jako detekcni
protilatky. Pokud byla 3D6 protilatka inkubovana s AR peptidy s blokovanym N
koncem (acetylaci) nebo s AR peptidy s mysSi sekvenci (modifikovany na pozicich 5,
10, 13), nebyla zjidténa Zadna aktivita. 3D6 nerozpoznava rozpustné amyloidové
prekurzorové proteiny nebo plnou délku B-APP (19).

Protilatkova specifita kombinovaného pouziti 21F12 a 3D6 byla dale potvrzena za
pouziti riznych syntetickych lidskych AB peptidl a krysich AB(1-42). 21F12/3D6 ELISA
je vysoce specificka pro amyloidové peptidy zacCinajici na aminokyseliné 1 a koncici
na karboxy-terminalnim konci u aminokyseliny 42 nebo 43. 40x vySSi afinita byla
zZjiSténa pro ABi-42 oproti APi-43. Nebyla zjisSténa zkfizena reaktivita s AB1-39, AB1-40,
AB2-42, ABs-42.

Peptides

vV AB1-43
B AB1-42

AB 1-40
B AB1-39
® Ap1-38
V Ap2-42
O Ap8-42

oD

100 10! 10? 103 10* 1(')5
B—Amyloid peptide (pg/ml)

Obrazek 2: Specificita coatované desti¢ky vaci riznym AB peptidiim
Analyticka senzitivita

Slepy vzorek = (sample diluent) byl testovan 28x v riznych sériich za ucelem zjisténi
limitu detekce (LoD). Prumér + 2 Standardni odchylky (SD) blanku byly kalkulovany
a postupné konvertovany obracenou sigmoidalni relaci na koncentraci. Ziskana
hodnota LoD byla 65 pg/ml.

Rozsah testu

Rozsah testu je limitovan dolnim (Lower Limit of Quantification (LLoQ)) a hornim
(Upper Limit of Quantification (ULoQ)) limitem testu, ktery je definovan jako bod, kdy
presnost a oCekavany bias nepresahne 20%.

Bylo testovano celkem 15 CSFG vzorkd a 2 RVC dvéma laboranty v rizné dny
v duplikatech (2 hodnoty).

Ziskany rozsah stanoveni za pouziti této sady testu je:

(LLoQ) 225 pg/ml ( CSF s nejnizsi koncentraci) az

(ULoQ) 1452 pg/mi (RVC1 —vzorek s nejvyssi koncentraci).
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Spravnost

Dostupné certifikované referencni materialy pro AB 1.2 (CRMs ERM-DA480/IFCC,
ERM DA481/IFCC a ERM-DA482/IFCC) byly analyzovany pomoci INNOTEST -

AMYLOID (.42

Pozorované rozdily mezi certifikovanou hodnotou a vysledkem mérfeni byly pokryty
kombinovanymi standardnimi nejistotami méfeni INNOTEST a certifikované hodnoty,
coz znamena, Z2e vysledek INNOTEST [B-AMYLOID @42 je povazovan za

nezkresleny.
Presnost

Byla stanovena presnost stanoveni (intra-assay a inter-assay variabilita).
Bylo testovano 16 CSF vzorkd, 2RVC, 6RTU kalibratory. Testovano 2 laboranty
v ruznych dnech v dubletech (2 hodnoty). Pfesnost CSF vzorkd a vzorky RVC jsou

v tabulce. 1:

Tab. 1: Pfehled presnosti ve vzorcich CSF a RVC

CSF RVC 1 RVC 2
(n=15%) (vysoka koncentrace) | (nizka koncentrace)
Intra-assay 4,6% 4, 7% 2,5%
variation (rozsah 0,8% - 11,0%) | (rozsah 3,0% - 6,6%) | (rozsah 1,0%- 4,9%)
Inter-assay 7,8% 3,8% 4,3%
variation (rozsah 1,4% - 18,0%) n.a. n.a.

* Jeden vzorek byl vyloucen, nebot to byl slepy vzorek.

Interferujici substance
Experimenty bylo zjiSténo, ze v pouzivanych experimentalnich podminkach nejsou
interference s heparinem, EDTA, hemoglobinem, globuliny, vitaminem C,
albuminem nebo bilirubinem (19).
Nejsou ocekavané interference s nasledujicimi terapeutickymi agens:
Acetaminophen, Acetylsalicylic Acid, Ampicillin, Ascorbic Acid, Biotin, Caffeine,
Chloramphenicol, Digoxin, Hydrochlorothiazide, Metoprolol, Theophylline, Warfarin,
Donepezil, Rivastigmine, Galantamine, Memantine, Aripiprazole, and Quetuapine.

Hookuv efekt vysokych koncentraci
V testu INNOTEST B-AMYLOID(1-42) nebyl pozorovan zadny HookUv efekt pfi
vysoké velmi vysokeé urovni koncentrace analytu (vyhodnoceno pfi pfiblizné

4nasobku koncentrace CAL 1)

Referencni interval

Externi studie (20), provadéna na soupravach INNOTEST B-AMYLOID@-42) a
INNOTEST hTAU Ag, stanovila referencni interval na souboru 231 neurologicky a
psychiatricky zdravych jedincu.
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Byly stanoveny nasledujici referencni hodnoty (primér £ SD), vztahujici se k véku:

V&K (roky) CSF AB(-42) POZNA’I\/IKAE Je fji]razné doporucovano, aby si kazda

(pg/ml) IaboratgF l’JjaS,nI|a. oakc’eptov’atelnq_s:t ’pFenosu 3

21-51 792 + 182 referencylgh udaja, 2|skanth Vv jiné Iaboratovrl. _
- Referenéni intervaly uvedené v tabulce by mély slouzit

51-70 790 £ 228 jako pomocné hodnoty pro in house-validaci.

>71 797 + 230

Klinicke vysledky

Externi validacni studie vedené v osmi evropskych a na dvou americkych univerzitach
se zabyvaly vyzkumem CSF. CSF hladiny p-amyloidua-42 a TAU proteinu byly
stanoveny v CSF vzorcich uchovavanych pro ucel vyzkumu:

150 AD pacientu (AD),

79 pacientd s non-AD demenci (NAD)

84  pacienty s jinymi neurologickymi onemocnénimi (ND)

100 zdravych dobrovolniku bez patologickych projevd na mozku (CON).

B-amyloid(-42) byl kvantifikovan pomoci soupravy INNOTEST B-AMYLOID@-42), koncentrace TAU
proteinu byla méfena soupravou INNOTEST hTAU Ag.

Mediany hladiny B-amyloidu(-42) byly signifikantné nizSi u AD (487 pg/ml) nez u CON
(849 pg/ml; p=0,001), ND (643 pg/ml; p=0,001), a NAD (603 pg/ml; p=0,001).
RozliSeni AD od CON a ND bylo signifikantné zvySeno kombinaci stanoveni [3-
amyloidu-42) a TAU proteinu (rozliSovaci linie: AB42=240 + 1,18 TAU).
85% senzitivita a 86% specificita pfi kombinovaném testovani

(95% CI [81%,n91%)]), oproti
55% (95% CI [47%, 62%]) pro B-amyloid-42) samostatné a
65% (95% CI [58%, 72%]) pro TAU protein samostatné.
Kombinovany test pro NAD vykazoval 85% senzitivitu a 58%specificitu
(95% CI [47%, 69%]).
Klinické hodnoty pro B-amyloidi-42, TAU protein a CSF-phospho-TAUas1 byly
demonstrovany v pfipadech autopsii potvrzenych demenci.
Byly dosazeny senzitivity, specificity a hodnoty diagnostické presnosti stabilné
presahujici 80% (11).
V souhrnu kombinované stanoveni koncentrace [(-amyloidu@-42) a TAU proteinu
odpovida pozadavkim stanovenym dokumentem Consensus guidelines for
discriminating AD from normal aging and specific neurological disorders such as
depression: UziteCny biomarker by mél vykazovat senzitivitu a specificitu vySSi nez
80% (12).

Omezeni testovaciho postupu.

INNOTEST B-AMYLOID@-42) testovaci postup byl vypracovan pro kvantifikaci [3-
amyloidu 142 v lidském mozkomisnim moku (CSF), nebyla ziskdna data pro
interpretaci vysledkd v jinych télnich tekutinach nebo tkanovych vzorcich mozku.
Proto nedoporuCujeme testovat jiné vzorky, nez je v tomto testovacim protokolu
uvedeno.
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Dalsi mozné vyuZiti pro monitorovani |léCebné terapie je zavislé na typu terapie; ta by
mohla interferovat s testem (napf. protilatkové Ié€ebné postupy).

Obchodni znacka

INNOTEST je celosvétové registrovana obchodni znacka firmy Fujirebio Europe
N.V., registerovana v US a dalSich zemich.
BD Falcon je obchodni znacka Corning Incorporated.
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