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1. Pouziti

Tato metoda (Western Blof) je uréena pro detekci autoprotilatek primarné namifenym proti glykoproteinim asociovanym s
myelinem (anti-MAG), a také dalSich glykolipidovych autoprotilatek v lidskem séru.

2. Klinické vyuziti a princip metody

Autoimunitni odpovédi periferniho nervového systému, znamé jako periferni neuropatie, jsou manifestaci spojenou s
pritomnosti autoprotilatek proti riznym neuralnim glykokonjugatim. Tyto neuropatie mohou byt akutni, chronické, zahrnuji
axonalni degeneraci nebo demyelinizaci. Autoimunitni neuropatie mohou byt déle rozdéleny na monoklonalni gamopatie a
polyklonalni  zanétlivé  polyneuropatie, jako  Guillain-Barré ~ syndrom,  Chronickd  zanétliva  demyelinizujici
polyradikuloneuropatie (CIDP), Multifokalni motoricka neuropatie (MMN), a paraneoplastické neuropatie. U téchto
onemocnéni je vyznamny soucasny vyskyt autoantigent, které zprostredkovavaji patogenni mechanizmy.

Pri téchto neuropatiich byvaji nachazeny nasleduijici autoprotilatky specifické pro periferni nervy 1:

a) anti-myelin associated glycoprotein (MAG, s myelinem asociovany glykoprotein),

b)  anti-acidic glycolipids (protilatky proti glykolypidim - SGPG, sulfoglucuronyl paragloboside a dalsi),

c) anti-gangliosides (protilatky proti gangliosidtim),

d) anti-compact myelin asociated proteins (s myelinem asociované proteiny jako PO, P2, a periferni
myelinovy protein 22 (PMP22)

Epitop (HNK1) rozpoznavany lidskymi anti-MAG autoprotilatkami je sulfatovany oligosacharid. Stejny epitop je sdilen
autoprotilatkami proti SGPG, PO a PMP22 7. Neuropatie souvisejici s vyskytem anti-MAG IgM paraproteinémie obvykle
predstavuji riznorodou skupinu onemocnéni, ktera pomalu progreduji, vykazuji priznaky demyelinizace a variabilni stupef
axonalni degenerace Casto doprovazeny ataxii. 50% vSech perifernich neuropatii s pfitomnosti IgM paraproteinémie
vykazuje pritomnost anti-MAG protilatek. Zda se, Ze tyto protilatky mohou interferovat v procesu myelinizace, s regeneraci
myelinu, nebo s interakcemi Schwanova burika — axon. Proto je detekce téchto autoprotilatek pro kliniky velmi dlezita,
jelikoz ukazuje na aktivni demyelinizaci pfi perifeni neuropatii.

Tato WB metoda poskytuje citlivy zplsob simultanniho screeningu a potvrzeni pritomnosti autoprotilatek proti ruznym
neurainim antigendm souvisejicim s myelinem. Reakce s anti-MAG mohou byt snadno pozorovany jiz v oblasti 100 kD.
Jestlize vzorek nevykaze na prouzku zadnou imunoreaktivitu, vysledek by mél byt interpretovan jako negativni.

Princip stanoveni

Nejprve je tfeba inkubovat prouzky se zfedénym sérem pacienta. Protilatky se specificky vazi na s myelinem asociované
antigeny na prouzku. Po dikladném promyti prouzku a inkubaci s kozim anti-human IgM konjugatem jsou prouzky opét
promyty a poté inkubovany se substratem. Pozitivni reakce s Anti-MAG se zobrazi jako modrofialové pasy v oblasti 100 kD.

3. Uchovavani, skladovani, exspirace

Uchovévejte vSechny reagencie v originalnich obalech pfi teploté 2-8 °C. Nezmrazujte. NepouzZivejte tekuté reagencie, jsou-
li zakalené, nebo obsahuji-li precipitat. Pro optimalni vykonnost testu umoznéte vSem komponentam dosahnout pred
pouzitim pokojové teploty (cca 22°C). Prouzky s antigeny mohou byt pouZity pouze jednou. NesméSujte a nenahrazujte
reagencie s odlisSnymi Cisly Sarze. Nepouzivejte reagencie po uplynuti exspiraéni doby uvedené na kazdé komponenté.

Doporuceni a bezpecnostni opatreni

Veskery materiél lidského plivodu pouzity pro vyrobu této soupravy (kontroly, standardy atd.) byl schvalenymi metodami
testovan a potvrzen negativnim na HbsAg, Hepatitis C a HIV 1. Nicméné Zadny test nemlZe garantovat tpinou absenci
virovych agens v takovychto materialech. Proto zachazejte s kontrolami, standardy a vzorky sér pacientli jako s potencvalné
infekEnimi materialy v souladu s platnymi predpisy.® :
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VYSTRAHA
Azid sodny (NaNs) mlZe reagovat s olovénymi a médénymi materialy a tvofit vysoce explozivni azidy kovi. Ihned po vyliti
tekutin vyplachnéte nadobky velkym mnoZzstvim vody a zabraiite tak vzniku azidd. NaNs je pfi pozfeni toxicky. lhned referujte
tyto prihody vedoucimu laboratofe nebo toxikologickému centru.

Postupujte vzdy dle pfedopisti pro spravnou laboratorni praxi a minimalizujte mikrobiélni a kfizovou kontaminaci reagencii.

4, Slozeni soupravy (kitu)

ImmuBlot anti-MAG Western Blot
Kit obsahuje dostateéné mnozstvi reagencii k provedeni 20 stanoveni.

1x20 Western Blot prouzky

1x 110 ul *anti-MAG pozitivni kontrola (fialové vicko lahvicky)

1x 110ul *negativni kontrola (zluté vicko lahvicky)

1 kontrolni karta

1x 240 ul *kozi anti-human IgM konjugat (modré vicko lahvicky)

1x 60 ml *fedici roztok

1x25ml substrat /Zluta lahvicka)

1 lahvi¢ka *praskovy promyvaci roztok (rekonstituujte v jednom litru deionizované nebo destilované vody)
3 vanicky

2 tiskopisy

* Jako konzervans je pouzit azid sodny <0,1% (T+, R 28— 32, S ¥ - 28— 45). ~

Dalsi potiebny material (nedodavany se soupravou)

> Cisty 1000 ml odmérny valec
> nlzky s hladkym ostfim
»  kyvaci anebo rotacni tfepacka
»  absorp¢ni papir nebo papirove rucniky
» deionizovana nebo destilovana voda
> stlacitelna lahev na uchovani nafedéného promyvaciho roztoku
»  pipety o velikosti 10 — 1000 ul
»  jednorazoveé 3picky na pipety
> budik '
5. Ziskani vzorku, manipulace a uschovavani

Meély by byt pouzivany pouze vzorky séra. Nepouzivejte ikterické, lipemické, hemolyzované nebo bakteriemi kontaminované
vzorky — mohou interferovat s provedenim testu. Uchovavejte vzorky v tésné uzaviené zkumavce pri teploté 2-8 °C max. 1
tyden, pro delsi uschovani pak zamrazte na teplotu —20 °C. Vyvarujte se opakovaného zamrazovani a rozmrazovani vzorku.

6. Postup

pred zapoCetim prace s metodou pozorné prectéte navod

ponechte reagencie pred zapocetim préce ekvilibrovat pfi pokojové teploté cca 30 minut. VSechny nepouzité
vzorky a reagencie vratte rychle po pouZiti do chladnicky

k uspéSnému provedeni metody je nutna spravna technika promyvani

manipulujte s prouzky pouze pomoci pinzety. Nedotykejte se prouzkii holyma rukama.

prouzky jsou jednotlivé Cislovany na spodni strané. Pfifadte ¢islim vzorkl odpovidajici Eisla prouzki a vypliite do
priloZeného tiskopisu

pfed zahé&jenim pipetovani uvedte do tiskopisu v3echny ostatni potfebné informace

Y VY

Y YV V'V
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Krok 1 za pouZiti anatomické pinzety umistéte pozadované mnozstvi prouzkii oznaéenou stranou nahoru do jednotlivych
jamek vanicky

Krok 2 napipetujte do kazdé jamky 1,0 ml fediciho roztoku

Krok 3 napipetujte do pfislusnych jamek 10 ul pozitivni a negativni kontroly a vzorkd pacient tak, aby jste ziskali fedéni
1:101. Inkubujte 60 minut (+/- 5minut) pfi pokojové teploté na trepacce

Krok 4 odsajte roztok z jamky do odpadového kontejneru. Dikladné promyjte prouzky promyvacim roztokem vystfiknutim
cca 2 ml roztoku pfimo na prouzek. Promyvejte prouzky jemnym michanim 5 minut a poté roztok odsajte do
odpadového kontejneru. Zopakuijte 3x.
Pozor: Dikladné promyti prozkti mezi jednotlivymi inkubacemi je zasadnim bodem k ziskani hodnotnych vysledkd.
Nespravné promyvani ma za nasledek vysoké zabarveni pozadi.

Krok 5 napipetujte 1,0 ml fediciho roztoku a nasledné 10 ul konjugatu do kazdé jamky. Inkubujte 30 minut (+/- 5 minut) pfi
pokojové teploté na trepacce

Krok 6 opakujte krok 4

Krok 7 napipetujte 1,0 ml substratu do kazdé jamky a inkubujte pfi jemném promichavani 15 minut (+/- 5 mint) pfi
pokojové teploté a tiumeném svétle

Krok 8 opakujte krok 4, ale promyjte dvakrat misto Ctyrikrat

Krok 9 za pouziti anatomické pinzety odstrafite prouzky z vanicek a jemné je polozte na absorbéni papir. Dotykejte se
prouzkli pouze na jejich koncich a ponecheite je 15-20 minut schnout

Kontrola kvality:

ProtoZe kontrolni karty jsou specifické pro kazdou Sarzi, musi byt negativni a pozitivni kontrola provedena pfi kazdém
stanoveni, aby byla zajisténa spravna interpretovatelnost metody.

Pozitivni kontrola: v oblasti 100kD by se mél objevit intenzivni a difuzni modrofialovy pasek, ktery predstavuje anti-MAG
reakci. Mimo tyto interni referencni markery se na prouzku pozitivni kontroly objevi také modry marker v oblasti 35 kD (viz.
obr 1).

Negativni kontrola: Negativni kontrolni reakce se projevi jako modrofialovy pasek v oblasti 35 kD (viz. obr. 2).

7. Odecitani a interpretace vysledk

Prouzky ImmuBlot obsahuji s myelinem asociovane glykoproteiny molekularni hmotnosti 100 kD. Poloha 35 kD proteinu
slouzi jako marker a pomaha k prilozeni prouzk( na kontrolni kartu (viz. obr. 2).

Krok 1 drzte testovaci prouzek s vzorkem mezi prouzky pozitivni a negativni kontroly na poskytnuté laminatové kontrolni
karté a vyrovnejte testovaci prouzek podle 35 kD markeru jako referencniho bodu (viz. obr. 2).

Krok 2  Porovnejte reakce testovaciho prouzku s ob&ma kontrolami

Krok 3 Jestlize pasy na testovacim prouzku souhlasi s 100 kD pasy na pozitivni kontrole, jedna se o anti-MAG reakci.
Takova reakce by méla byt povazovana za pozitivni. Pozitivni vysledky se mohou zobrazovat s riiznou intenzitou,
od slabé po silnou. Slabé reakce by mély byt srovnany se zakladni intenzitou reakce na prouzku negativni kontroly.
Obrazek 2 predstavuje priklad dobfe pfilozenych prouzk( a pozitivniho vysledku.

Krok 4 Jestlize nejsou na testovacim prouzku zietelné zadné pasy, anebo jsou-li tam pasy nekorespondujici ani s
anti-MAG (100 kD) reakei kontrolni karty, mély by byt vzorky povazovany za negativni.
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8. Ocekavané vysledky
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9. Charakteristika

Souprava ImmuBlot anti-MAG antibody Western Blot by méla byt pouzivana jako pomoc pfi diagnostice. Pozitivni
vysledky mohou byt zachyceny u jinych autoimunitnich onemocnéni a/nebo u nékterych infekénich nemoci. Proto by
vysledky mély byt vzdy hodnoceny a interpretovany klinikem nebo neurologem ve vazbé na pacientovu anamnézu, klinicka
vydetfeni a vysledky dalSich laboratornich testi. Néktera séra mohou pfileZitostné reagovat na MW marker (molecular
weight), vyznam neni zfejmy.
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Navod k feSeni problémd

Silné pasy na prouzku negativni kontroly — Pravdépodobna pfic¢ina — kontaminovana lahviéka negativni kontroly, nebo
krizova kontaminace z jamek obsahujici pozitivni sérum.
Prouzek pozitivni kontroly vypada jako prouzek negativni kontroly — Pravdépodobna pricina: Lahvicka negativni
kontroly byla zaménéna za lahvicku s pozitivni kontrolou.

Prouzky jsou kompletné bez pasu — Pravdépodobna pri¢ina: bylo opomenuto pridani konjugatu nebo substratu.

Vysoké zabarveni pozadi a Spatny kontrast mezi pasy a pozadim - Pravdépodobna pfi(:ina:- byly opomenuty kroky
promyvani, anebo bylo promyvani nekvalitni, anebo byly pfili§ dlouhé inkubace.
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