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POUZITI

Nepfimy imunofluorescenéni  (IFA) test k semikvantitativni detekci antineuronalnich
(paraneoplastickych) protilatek; anti-Yo, anti-Hu a anti-Ri v lidském séru

uvoD

Autoimunitni odpovédi centrdlniho nervového systému (CNS), oznacované jako paraneoplastické
neurologické syndromy, jsou protinadorovou odpovédi. Zahrnuji rizné neurologické poruchy jako
napt. Paraneoplastickd encefalomyelitida (PE), Paraneoplastickd senzorickd neuropatie (PSN),
Paraneoplasticka cerebrdlni degenerace (PCD), Paraneoplastikd opsoklonus-myoklonus ataxie
(POMA) a Stiffmanntv syndrom 3. Spolehlivéd diagnostika takovych projevil a detekce nadoru je
velmi obtiznd, avSak u vyznamného poctu pripadi ve skutecnosti neni nador objeven az pfi
propuknuti neurologickych symptom& *°. Paraneoplastické syndromy jsou charakterizovany
pfitomnosti neuronalnich protilatek v séru pacienta. Detekce téchto protilatek je velmi uzite¢na pro
lékafe, nebot predstavuji pfitomnost nadoru. Nadory, které jsou znamy jako pficina
paraneoplastickych syndrom( jsou malobunéény karcinom plic, neuroblastom, karcinom prsu,
vajecnikl a varlat.

Nasledujici autoprotilatky jsou spiazené s paraneoplastickym syndromem ©®

a) Anti - Hu, Typ | antineuronalnich nuklearnich protilatek (ANNA-1) je asociovan s malobunéénym
karcinomem plic (SCLC) vyustujici v paraneoplastickou encefalomyelitidu (PE).

b) Anti -Yo, protilatky proti pufkyrniovym burikdm (PCA-1) jsou asociovany s karcinomem prsu a
vajecnik( vyustujici v paraneoplastickou cerebralni degeneraci (PCD).

c) Anti - Ri, Typ Il antineuronalnich nuklearnich protilatek (ANNA-2) je asociovan s neuroblastomem
u déti, karcinom vejcovodl nebo prsu vyustujici v paraneoplastikou opsoklonus-myoklonus ataxii
(POMA).

Pritomnost jedné z téchto protilatek podporuje klinickou diagnézu paraneoplastického syndromu a
vede k cilenému hledani novotvaru. Tyto markery také pomdhaji urcovat, zda se jedna o skutecny
paraneoplasticky syndrom nebo o jiné zadnétlivé onemocnéni nervového systému klinicky se
podobaijici paraneoplastickému syndromu.

Nepfima imunofluorescence tak poskytuje citlivou metodu detekujici tyto autoprotilatky.

Anti-Hu / anti-Ri autoprotilatky, které charakteristicky barvi jadra granularnich bunék, jsou snadno
odlisitelné od Anti-Yo protilatek barvicich cytoplasmu purkyriovych bunék. Nicméné k usnadnéni
rozliSeni mezi Hu a Ri autoprotilatkami byl navrzen trojity substrat. Tento trojity substrat identifikuje
a eliminuje antinuklearni protilatky pri specifickém screeningu protilatek. V pfipadé, Ze vzorek



nevykazuje Zadnou reaktivitu, vysledek je vyhodnocen jako negativni. Specifita u IFA pozitivnich
vzork( miZe byt uréena pomoci western blotu.

PRINCIP TESTU

Protilatky Hu (ANNA 1), Yol (PCA-1), a Ri (ANNA2) jsou detekovany pomoci nepfiimé
imunofluorescence vyuzivajici jako substrat tkanové rezy opic¢iho mozecku, potkaniho stfeva a jater.
U této metody jsou séra pacientl inkubovana jednotlivé pro umozZnéni specifické vazby protilatek na
antigeny substratu.

Dalsi imunoglobuliny a jiné sérové proteiny se nenavazuji a jsou odstranény béhem promyvaciho
kroku. Navazané protilatky tfidy IgG jsou detekovany pfi inkubaci s fluorescein-znaéenym anti-
lidskym IgG konjugdtem. Reakce je pozorovana pod fluorescencénim mikroskopem vybavenym
prislusnym filtrem. Pfitomnost protildtek je urlena specifickou reakci s cerebralnimi neurony
(purkynovy, molekularni nebo granularni buriky) a myenterickym plexem ve strevé.

SKLADOVAN:I A PRIPRAVA

VSechny reagencie skladujte pfi teploté 2 - 8°C. Reagencie jsou pfipraveny k pouZiti po
vytemperovani na laboratorni teplotu.

SOUCASTI SOUPRAVY

ImmuGlo™ anti-Neuronal IFA 1111
Kit obsahuje dostate¢né mnoistvi reagencii pro provedeni 48 stanoveni.

8 x SORB SLD 6 6 jamek se substratem cerebellum (potkan)/intestine/liver

1x 0.5 ml CONTROL + HU* Hu (ANNA-1) Pozitivni kontrola.

1x0.5ml CONTROL - * Negativni kontrola. Obsahuje lidské sérum.

1x5ml 1gG CONJ.FITC EB* Anti-lidsky IgG FITC konjugat. Pripraven k pouziti. Chrarite pfed
svétlem.

1x60ml BUF * Redici pufr.

2 vials BUF WASH Fosfatovy pufr (PBS). Rozpustte vialku v 1 litru vody.

1 x 5.0 ml MOUNTING MEDIUM* Montovaci medium. Nezmrazujte.

1x12 COVER SLD Kryci sklicka. Rekonstituujte v 1 litru vody.

* Obsahuje < 0.1% NaN3

Dopliikové komponenty

1x5ml 1gG-CONIJ FITC * Kozi antilidsky IgG FITC konjugat. Pfipraven k pouziti. Chrante
pred svétlem. (REF 2099X)
1x1.0 ml EVANS Evan’s Blue (Evansova modr pro zvyseni kontrastu). (REF 2510)

POZADOVANY, ALE NEDODAVANY MATERIAL

Fluorescenéni mikroskop

Mikropipeta nebo Pasteurovy pipety

Sérologické pipety

Barvici miska (napf. Coplinova nddoba)

Malé zkumavky (napt. 13 x 75 mm) a stojan na zkumavky
Deionizovana nebo destilovana voda



1 litrovy kontejner
Promyvaci [dhev

Absorpéni papirové ruéniky
Inkubaéni komurka

BEZPECNOSTNi OPATRENI

Pouze pro in vitro diagnostiku. VSechny pouZité lidské komponenty byly testovany na HbsAg, HCV,
HIV-1, HIV-2, HTLV-l a byly shleddny negativni vysledky dle FDA. Se vzorky nakladejte jako s
potencialné biologicky nebezpecnym materidlem. Postupujte dle sprdvné laboratorni praxe pfi
manipulaci, skladovani, vydeji a likvidaci tohoto materialu.

UPOZORNENI - Azid sodny (NaN3) mdze reagovat s olovem a médi za vzniku vysoce vybugnych azidd.
PFi odstrafiovani kapalin vyplachnéte vse velkym mnoZstvim vody tak, aby se zabranilo nahromadéni
velkého mnoizstvi azidu. Azid sodny mizZe byt po poZiti toxicky. V pfipadé poZiti okamZzité kontaktujte
vedeni laboratore a |ékare.

Postupujte presné dle uvedenych instrukci k zajisténi platnych vysledk(. NepouZivejte nebo
nemichejte reagencie z rlznych souprav a sarzi.

Nepouzivejte po uplynuti doby expirace.

ODBER VZORKU A JEHO SKLADOVANI

Pouze vzorky séra by mély byt pouzity pro tento postup. Silné hemolyzované, lipemické nebo
mikrobiologicky kontaminované vzorky mohou ovlivnit vysledky tohoto testu, proto nemohou byt
pouzity. Vzorky mohou byt skladovany pti teploté 2 - 8 °C maximalné 1 tyden. Pro skladovani po delsi
dobu sérum zamrazte a uchovavejte pfi teploté -20 ° C. Rozmrazené vzorky znovu nezmrazujte.

POSTUP

Pracovni postup

A. Screening

1. Naredte kazdé sérum pacienta v poméru 1:10 rfedicim pufrem Buffered Diluent (0.1 ml séra + 0.9
ml Diluentu). Nefed'te Pozitivni ani Negativni kontroly! UloZte nefedéné sérum pro pripadné
stanoveni titrd protilatek, pokud bude screeningovy test pozitivni.

2. Sacky obsahuijici sklicka nechte temperovat pfi laboratorni teploté 10-15 minut. Opatrné vyjméte
sklicka, nedotykejte se pfitom substratu!

3. Sklicka oznacte a umistéte je do inkubatoru na papirovy ru¢nik navlhéeny vodou, aby se zabranilo
vysychani.

4. Obratte lahvic¢ku s kapatkem a jemné zmacknéte pro nakapnuti 1 kapky (pfiblizné 50 pl) negativni
kontroly do 1. jamky a 1 kapku pozitivni kontroly do 2. jamky. Vyvarujte se preplnéni jamek.

5. Mikropipetou nebo Pasteurovou pipetou aplikujte 1 kapku (priblizne 50 pl) naredéného
pacientova séra do ostatnich jamek. Vyvarujte se preplnéni jamek.

6. Sklicko inkubujte 30 minut pfi laboratorni teploté v inkubacni kom(rce zakryté vikem.

7. Vyjméte sklicko z inkubacni komurky, drzte jej za okraj a jemné oplachnéte asi 10 ml PBS za
pomoci pipety nebo oplachnéte sklicko v kadince s PBS. NepouZivejte promyvaci lahev. Poté ihned
preneste sklicko do Coplinovy nadoby a promyvejte 10 minut PBS. Proces opakujte u vSech sklicek.

8. Vyjméte sklicko z Coplinovy nadoby. Absorpcnim papirem vysuste prebytecné PBS z okraje sklicka.
Umistéte sklicko do inkubacni kom(rky a ihned aplikujte 1 kapku (pfiblizné 50 ul) konjugatu do kazdé
jamky.

9. Pfremistéte sklicko do inkubacni komarky. Inkubujte po dobu 30 minut pfi laboratorni teploté.



10. Vyjméte sklicko z inkubacni komarky. Drzte sklicko za okraj a ponoite jej do kadinky s PBS pro
odstranéni prebytec¢ného konjugdtu. Umistéte sklicko do nadobky naplnéné PBS na 10 minut. Je-li
treba, pridejte 2-3 kapky Evan’s Blue barviva do konecného promyvani. Opakujte postup u vsech
sklicek.

POZNAMKA: Nespravné promyti mdze vést ke zvyseni fluorescence na pozadi.

11. Vyjméte sklicko z promyvaci nadoby. Absorpénim papirem vysuste prebyte¢né PBS z okraje
sklicka. Pro zabrdanéni vysuseni sklicka pokracujte ihned dalSim krokem, dokud je sklicko mokré.
Kapnéte 3 kapky montovaciho media na kryci sklicko a opatrné prevratte na podlozni sklicko. Jemné
pfitlacte pro odstranéni pfipadnych bublin. Zabrarite dalSimu pohybu kryciho skli¢ka.

12. Zkoumejte specifickou fluorescenci pod fluorescenénim mikroskopem pfi zvetSeni 200x nebo
vétsim.

Sklicka by méla byt odectena co nejdfive po testu. Nicméné, vzhledem k pritomnosti kryci tekutiny v
montovacim mediu, nedochazi k Zadné

vyznamné ztraté intenzity barveni, jestlize dojde k odecteni do 48 hodin. Sklicka musi byt skladovana
pfi teploté 2-8°C ve tmé.

B. Endpoint stanoveni (titrace)

Pozitivni sérum ve screeningovém testu muze byt dale testovano kroky 4 aZ 15 k uréeni titru. Kazdy
proces testovani by mél zahrnovat pozitivni a negativni kontroly. Redte dvojnasobnou Fedici fadou
zacinajici 1:10 (viz niZe). PouZzijte jedno sklicko, kde sérum muzZe byt fedéno v pomérech 1:10 az
1:320. V pripadé pozitivity u fedéni 1:320, je titr vyhodnocen jako vétsi nebo roven 320. Dalsi sklicko
mUzZe byt pouZito pro uréeni endpointu pfi pozitivité séra i pfi redéni 1:320. Pfevracena hodnota
nejvyssiho fedéni vytvarejici pozitivni reakci je titr.

Priprava fedéni

Zkumavky oznacte cisly 1-6. Pridejte 0,9 ml Diluentu do zkumavky €. 1 a 0.2 ml do zkumavky ¢. 2-4.
Pipetujte 0.1 ml nefedéného séra do zkumavky €. 1 a diikladné promichejte. Pfeneste 0.2 ml ze
zkumavky €. 1 do zkumavky ¢. 2 a dlikladné promichejte. Pokracujte pfenesenim 0.2 ml z jedné
zkumavky do nasledujici po promichani tak, aby vzniklo fedéni, které je znazornéno v nasledujici
tabulce.

Zkumavka 1 2 3 4 5 6
Sérum 0.1ml

Buffered 09ml 02ml 02ml 02ml 0.2ml 0.2ml
Diluent

Pfeneseni 0,2ml 0,2ml 0,2ml 0,2ml 0,2 ml O2m)

odstrate

Vysledné fedéni 1:10 1:20 1:40 1:80 1:160 1:320

KONTROLA KVALITY

V kazdém testu by méla byt zahrnuta pozitivni i negativni kontrola. Negativni kontrola by neméla
ukazat zadnou specifickou fluorescenci neuron, pficemz pozitivni kontrola by méla mit 1+ nebo vyssi
barevnou intenzitu této struktury. Jestlize nejsou ziskany tyto ocekavané vysledky, mél by byt proces
zopakovan. Pokud nadale dochazi k selhani kontrol, miZze to byt zplsobeno:

e Zdakalem - vyradte kontrolu a pouZijte novou

e Problémy s optickym systémem fluorescen¢niho mikroskopu - nespravné nastaveni, Zarovka

za hranici Zivotnosti atd.
e Mozné vyschnuti sklicka b&hem procesu



VYSLEDKY

Vysledky testu pro anti-neuronalni protilatky by mély byt interpretovany jako negativni (<10) nebo
pozitivni nebo pozitivni se specifickym endpoint titrem.
Specificka reakce protilatek je zobrazena v Tabulce 1 na konci tohoto dokumentu.

OMEZENI TESTU

V nékterych pfipadech, séra pozitivni na anti-neuronadlni protilatky mohou byt bud’ velmi slaba nebo
negativni pfi Uvodnim screeningovém fedéni diky prozénovému efektu. V takovychto nejasnych
pfipadech by méla byt séra vySettena pfi vyssich fedénich, a v pfipadé pozitivity by mél byt stanoven
titr protilatek.

Pfitomnost dvou a vice protildtek v séru reagujicich se substratem muzZe zpUsobit interferenci pfi
jejich detekci imunofluorescenci a anti-neurondlni protildtky mGzou byt chybné detekovany nebo
suprimovany. V takovychto ptipadech by mél byt vzorek pretestovdan pomoci western blotu. Je
doporuceno vsechny pozitivni vzorky metodou western blotu.

OCEKAVANE HODNOTY

Existuje silna asociace mezi paraneoplastickym syndromem, anti-neuronalnimi protilatkami a danym
typem nadoru. Presto se u mensi ¢asti pacientl s anti-neuronalnimi protilatkami a paraneoplastickym
syndromem nemusi zadny nador vyskytovat.

Nékteri pacienti s paraneoplastickym syndromem nemusi mit detekovatelnou hladinu (pomoci IFA)
anti-neurondlnich protilatek. Vétsina pfipadu s rozvinutym PCD v asociaci s Hodgkingovou chorobou,
nemalobunéénym karcinomem plic (NSCLC) a gastrointestinalnim karcinomem nemaji prokazatelné
hladiny anti- Yo protilatek.

Existuji také anti-Yo negativni protilatky, ale atypicky pozitivni proti cytoplasmé purkynovych bunék
(atypické APCA). Tyto protildtky se mohou objevit v souvislosti s Hodgkinovou chorobou,
adenokarcinomem plic, tlustého stieva a prostaty. *°

U 5-6 % pacientl s karcinomem vajeéniku se vyskytuji cirkulujici anti-Yo nebo anti-Ri protilatky i za
nepfitomnosti jakéhokoliv paraneoplastického syndromu. ™

Tabulka 2 na konci tohoto dokumentu ukazuje uzitecnost testl na anti-neuronalni protilatky.

Table 1: Immunofluorescent Reaction Pattern Identification

Antibody Cerebellar Neurons Gut Liver

Specificity Purkinje Granular Myenteric Plexus

Hu (ANNA-1) Nucleus + Nucleus + Nucleus + -
Nucleolus - Nucleolus - Nucleolus -
Cytoplasm + Cytoplasm + Cytoplasm +

Ri (ANNA-2) Nucleus - Nucleus + Nucleus - -
Nucleolus - Nucleolus - Nucleolus -
Cytoplasm - Cytoplasm + Cytoplasm -

Yo (PCA-1) Nucleus - Nucleus - Nucleus - -
Cytoplasm + Cytoplasm - Cytoplasm -

- = Negative; + = Positive



Fig. 1: Hu (ANNA-1) Antibody

Indirect IF on primate cerebellum - staining of Indirect IF on rodent gut myenteric plexus
nuclei and cytoplasm of Purkinje and granular
layer cells.

Fig. 2: Yo (PCA-1) Antibody

Indirect IF on primate cerebellum - staining of
cytoplasm only.



Table 2: Clinical Significance of Paraneoplastic anti-Neuronal Antibodies”

Antibody Paraneoplastic Most frequently Western Immunoblot
Specificity Neurological associated criteria for detection
Syndrome tumors
Anti-Hu Encephalomyelitis, Small cell lung 3540 kD reactive
(ANNA-1) sensory neuropathology cancer, neuro- bands on extracts
autonomic neuropathy blastoma; rarely of isolated CNS
non small cell neurons or with
lung cancer, recombinant proteins
prostate cancer,
seminoma
Anti-Ri Opsoclonus, ataxia, Breast cancer, 55 and 80 kD bands
(ANNA-2) nystagmus dizziness small cell lung on neuronal proteins
dysarthria cancer or with recombinant proteins
Anti-Yo Subacute cerebellar Ovarian cancer, 62 kD band and
(PCA-1) syndrome, dysarthria breast cancer, mostly 24 kD band
and nystagmus other gyneco- on purified Purkinje
logical cancers cell extracts or
with recombinant proteins
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