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Destinazione d'uso

AESKULISA® MMP-3 e un dosaggio immunoenzimatico in fase solida che utilizza due diver-
si anticorpi monoclonali anti-MMP-3 umana per la determinazione quantitativa della concen-
trazione di MMP-3 nel siero umano. I risultati sono indicati in ng/ml. Il range della curva stan-
dard & 0-200 ng/ml.

Questo test serve alla diagnosi dell'artrite reumatoide (AR).

Applicazione clinica e principio del test

L'artrite reumatoide (AR) € una malattia inflammatoria cronica caratterizzata innanzitutto da
inflammazioni delle articolazioni, che causa la perdita di funzionalita articolare e gravi disabi-
lita, se non se ne arresta precocemente la progressione. AESKULISA® MMP-3 aiuta a iden-
tificare i pazienti affetti da AR, i quali traggono vantaggi dal precoce inizio di una terapia far-
macologica aggressiva. Inoltre AESKULISA® MMP-3 viene utilizzato per controllare e moni-
torare l'efficacia della terapia.

La metalloproteinasi di matrice 3 (MMP-3, stromelisina-1) appartiene alla famiglia delle me-
talloproteinasi. Essa viene espressa principalmente dalle cellule dei tessuti connettivi e svol-
ge un ruolo importante nei processi di reazione della matrice extracellulare (ECM). La MMP-
3 puo scomporre molti componenti della ECM come per esempio proteoglicani, fibronectina,
laminina e diversi altri collageni. A causa della vasta gamma di substrati e della capacita di
attivare altri enzimi degradanti, incluse altre metalloproteinasi di matrice, la MMP-3 svolge un
ruolo chiave nei processi fisiologici e patologici della modifica dei tessuti.

La MMP-3 viene secreta in forma inattiva (pro-MMP-3, 52 kDa) e attivata per proteolisi limita-
ta da endopeptidasi. La MMP-3 attiva (45 kDa e 35 kDa) puo essere inibita mediante legame
a inibitori tissutali di metalloproteinasi di matrice (TIMP) oppure a2 macroglobulina. La rego-
lazione dell'attivita della MMP-3 & necessaria per evitare la distruzione della ECM e conser-
vare l'equilibrio fisiologico nei processi di modifica dei tessuti. Conformemente a cio in vari
stati patologici, come per esempio tumori, aterosclerosi e artrite, & possibile trovare elevate
concentrazioni di MMP-3.

E stato dimostrato che la concentrazione sierica di MMP-3 in pazienti affetti da AR & signifi-
cativamente elevata se comparata a soggetti di controllo. In seguito alla forte inflammazione
e proliferazione di tessuti sinoviali in pazienti affetti da AR aumenta I'espressione e la secre-
zione di MMP-3 nel liquido sinoviale. La quantita di MMP-3 nel liquido sinoviale & correlata
con la concentrazione di MMP-3 nel siero. La MMP-3 sierica riflette cosi il processo di in-
fiammazione nelle articolazioni interessate ed & un marcatore della patologia in atto. Persino
nello stadio iniziale della malattia i processi degenerativi nelle articolazioni dei pazienti affetti
da AR possono essere correlati e pronosticati sulla base di elevate concentrazioni di MMP-3.
AESKULISA® MMP-3 misura la MMP-3 complessiva (MMP-3 pro e attiva) nel siero umano
ed & uno strumento per valutare il rischio di sviluppare degenerazioni articolari e per control-
lare I'attivita della malattia e I'efficacia della terapia in pazienti affetti da artrite reumatoide.

Principio del test

| campioni di siero diluiti 1:10 vengono incubati in pozzetti rivestiti con un anticorpo monoclonale
MMP-3 anti-umano. In questo processo la MMP-3 del siero del paziente si lega agli anticorpi
sulla piastra; i componenti del siero non legati vengono lavati via nella successiva fase di lavag-
gio. Infine viene aggiunto un anticorpo monoclonale MMP-3 anti-umano marcato con perossidasi
di rafano (coniugato). Durante l'incubazione questo si lega al complesso MMP3-anticorpo forma-
tosi precedentemente. Il coniugato non legato viene rimosso nella fase di lavaggio successiva. Il
legame di MMP-3 viene dimostrato da una reazione cromatica enzimatica (blu) del substrato che
viene bloccato con un acido diluito (il colore vira verso il giallo). L'intensita del colore del cromo-
geno dipende dalla quantita di coniugato legata al complesso MMP-3-anticorpo e quindi & diret-
tamente proporzionale alla concentrazione di MMP-3 nel siero.
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Componenti del KIT

Componente del kit

5 tamponi campione

50 tamponi di lavaggio

Componente del kit

Controllo negativo

Controllo positivo

Calibratori

Coniugato

substrato di TMB

Soluzione bloccante

Micropozzetti rivestiti

Quantita

1x20ml

1x20ml

Quantita

1x1,5ml

1x15ml

6x15ml

1x15ml

1x15ml
1x15ml

12 strisce x
8 pozzetti

*intensita cromatica crescente con concentrazione

Diluire prima dell'uso

Colore del
tappo

bianco

bianco

Colore del
tappo

verde

rosso

bianco

blu

nero
bianco

Non perti-
nente

Colore
della
soluzione

giallo

verde

Pronto all'uso:

Colore
della
soluzione

incolore

giallo

giallo

blu

incolore
incolore

Non
pertinente

Descrizione / Contenuto

Tris, NaCl, BSA, azoturo di sodio < 0,1% (conservan-
te) concentrato 5 volte

Tris, NaCl, Tween 20, azoturo di sodio < 0,1% (con-
servante) concentrato 50 volte

Descrizione / Contenuto

BSA, azoturo di sodio < 0,1% (conservante)

MMP-3 umano purificato, BSA, azoturo di sodio <
0,1% (conservante)

Concentrazione dei calibratori: 0, 5, 20, 50, 100, 200
ng/ml. MMP-3 umano purificato, BSA, azoturo di
sodio < 0,1% (conservante)

MMP-3 antiumano marcato con perossidasi di rafano,
BSA

TMB/H202 stabilizzato

1M di acido cloridrico

Fragile Per il rivestimento vedi punto 1.

Materiali necessari, non contenuti nel kit:

Spettrofotometro per micropiastre con filtri ottici per 450 nm, in opzione con lunghezza d'onda di riferimento di 620 nm (600-690
nm). Vetreria (cilindri graduati da 100-1000 ml), tubi per diluizioni, agitatore Vortex, micropipette (10, 100, 200, 500, 1000 pul) o
pipetta multipla regolabile. Unita di lavaggio per micropiastre (pipetta multipla da 300 pl o pipetta multicanale o sistema di lavaggio
automatico), carta di filtraggio. | nostri test sono stati sviluppati per utilizzo con acqua purificata (purified water) secondo la defini-

zione della farmacopea U.S. (USP 26 - NF 21) ed europea (Eur. Ph. IV ed.).

Immagazzinamento e durata di conservazione

| reagenti del kit e la micropiastra devono essere immagazzinatia 2 — 8 °C / 35,6 - 46,4 °F
nei contenitori originali. Le soluzioni diluite possono essere conservate a 2 — 8 °C / 35,6 -
46,4 °F per un mese. Devono essere rispettate le date di scadenza indicate sulla confezione
e sulle etichette dei singoli componenti. Non utilizzare componenti scaduti! Evitare la forte
esposizione alla luce della soluzione di substrato TMB. Conservare sempre le micropiastre
chiuse nella pellicola della confezione con una bustina di materiale igroscopico.

2/12



Produkt Ref.: 3168

AESKU.DIAGNOSTICS Produkt Name. p-s

Versionsnummer: 004: 2016-09-13

Avvertenze e precauzioni

5.2

Rischi per la salute

Il presente prodotto puo essere utilizzato esclusivamente per DIAGNOSTICA IN VITRO.

L'uso é riservato a personale istruito e specializzato nell'utilizzo di prodotti diagnostici in vitro.
| reagenti contenuti in questo prodotto, se usati in modo consono alle direttive, non sono
classificati come tossici né pericolosi per la salute. Tuttavia per garantire la massima sicu-
rezza dell'utilizzatore devono essere rispettate le seguenti indicazioni:

Raccomandazioni e precauzioni

| singoli componenti del kit contengono reagenti potenzialmente pericolosi che possono cau-
sare irritazione agli occhi e alla pelle.

ATTENZIONE: Calibratori, controlli e tamponi contengono azoturo di sodio (NaNs) quale
conservante. NaNs puo risultare tossico se ingerito o assorbito attraverso la pelle o gli occhi.
NaNs; combinato con piombo o tubi di rame pud formare azoturi di metallo altamente esplosi-
vi. Per evitare concentrazioni di azoturo, smaltire queste soluzioni insieme ad abbondante
acqua. Rispettare le norme locali/nazionali riguardanti la decontaminazione.

Non mangiare, bere o fumare mentre si lavora con il kit. Non pipettare con la bocca,
indossare guanti monouso.

| reagenti di origine umana contenuti in questo prodotto (controlli e calibratori) sono risultati
negativi allesame dell'antigene superficiale di epatite B (HbsAg), epatite C e HIV 1 e 2. Per i
prodotti di origine umana non si puod tuttavia mai escludere con sicurezza che non contenga-
no i suddetti o altri agenti patogeni oppure eventuali agenti patogeni hon ancora conosciuti o
diagnosticati. Per questa ragione i controlli, i calibratori e i sieri dei pazienti devono essere
classificati come potenzialmente infetti e devono quindi essere manipolati conformemente
alle norme di legge nazionali. Il prodotto contiene componenti di origine animale come indi-
cato nella tabella dei componenti: Nell'uso devono essere rispettate le direttive nazionali.

Avvertenze generali

Nel caso in cui le informazioni sul prodotto, inclusa I'etichettatura, fossero errate o inesatte, vi
invitiamo a contattare il produttore o il fornitore del kit.

Evitare di scambiare singoli controlli, calibratori e coniugati o micropiastre di lotti diversi.
Questa operazione puo falsare i risultati della misurazione.

Portare tutti i componenti del kit a temperatura ambiente (20 — 26 °C / 68 — 78,8 °F) e misce-
larli bene prima di iniziare il test. Rispettare scrupolosamente il protocollo prescritto per I'ese-
cuzione del test.

Incubazione: durante un'analisi (anche con apparecchi automatici) non superare la
temperatura di 26 °C / 78,8 °F.

Non esporre mai i singoli componenti del kit a temperature superiori a 37 °C / 98,6 °F.

Pipettare sempre la soluzione del substrato con puntali nuovi, per evitare contaminazioni.
Evitare che la soluzione del substrato venga a contatto con luce intensa. Non pipettare mai
la soluzione del coniugato con puntali contaminati con altri reagenti.

Una diagnosi clinica definitiva non dovrebbe basarsi esclusivamente sui risultati del
test eseguito, ma deve essere formulata da un medico tenendo in considerazione tutti
i referti clinici e di laboratorio. Ogni diagnosi deve assolutamente essere confermata
con vari metodi diagnostici.
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6 Prelievo del campione, preparazione e immagazzinamento
Si consiglia I'uso di campioni di siero freschi. Il prelievo di sangue deve essere effettuato nel
rispetto delle disposizioni di legge nazionali. Non usare campioni di siero che presentino con-
taminazione itterica, lipemica, emolitica o batterica. In caso di campioni torbidi centrifugare
per portare le particelle sul fondo della provetta (<1000 x g). Conservare i campioni di san-
gue in provette pulite, asciutte e vuote.
I campioni del siero devono essere utilizzati entro 8h dal prelievo oppure essere conservati per
48h a 2 — 8°C / 35,6 - 46,4 °F. Per conservare i campioni pit a lungo occorre congelarli a
-20°C/-4°F.
In questo test non devono essere utilizzati campioni di plasma.

7  Svolgimento del test

7.1 Preparazione

Diluizione dei reagenti concentrati:

Diluire il tampone concentrato 1:5 con acqua distillata,

per esempio 20 ml + 80 ml.

Diluire il tampone di lavaggio concentrato 1:50 con acqua distillata,

per esempio 20 ml + 980 ml.

Per evitare errori consigliamo di contrassegnare i tappi dei calibratori e dei controlli.

Diluizione dei campioni dei pazienti:
Diluire i campioni di siero 1:10 con tamponi (1x) diluiti e mescolare,
per esempio 450 pul di tampone + 50 pl di siero.

Lavaggio:

Sono necessari tamponi di lavaggio diluiti da 20 ml (1x) ogni 8 pozzetti o 200 ml ogni 96
pozzetti,

ad esempio 4 ml di concentrato pit 196 ml di acqua distillata.

Lavaggio automatizzato:

Per la messa in funzione dello strumento e il volume morto devono essere tenute in conside-
razione ulteriori quantita di tamponi di lavaggio.

Lavaggio manuale:

Rimuovere attentamente il liquido battendo la piastra su carta di filtraggio. Pipettare 300 pl di
tampone di lavaggio diluito in ogni pozzetto, attendere 20 secondi. Ripetere I'operazione an-
cora due volte.

Micropiastre:

Rimuovere i pozzetti inutilizzati e conservarli ben chiusi nella pellicola della confezione con
una bustina di materiale igroscopico (2 — 8 °C / 35,6 - 46,4 °F).
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7.2 Schema di pipettamento

Consigliamo di pipettare calibratori, controlli e campioni nel modo seguente:

1

A | CalA

B Cal A

C CalB

D CalB

E CalC

F CalC

G | CalD

H CalD

Cal A: Calibratore A Cal D: Calibratore D
Cal B: Calibratore B Cal E: Calibratore E
Cal C: Calibratore C Cal F: Calibratore F

7.3 Fasi di lavoro

Fase Descrizione

2 3

CalE | P1

CalE | P1

CalF | P2

CalF | P2

e v R
e e
CN

CN

CP: Controllo positivo

CN: Controllo negativo

P1: Paziente 1
P2: Paziente 2
P3: Paziente 3

1. Prima di procedere assicurarsi che i preparativi di cui al capitolo 7.1 siano stati effet-

tuati.
2. Utilizzare i seguenti passaggi secondo l'interpretazione quantitativa voluta dei risulta-
ti.
Calibratori, controlli e campioni
3. Pipettare 100 pl in ciascun pozzetto previsto conformemente
alle indicazioni del capitolo 7.2:
e calibratori (Cal A fino a Cal F)
u e Controllo negativo (CN) e controllo positivo (CP) e
+100 e campioni di pazienti diluiti (P1, P2,...)
4
Incubare per 30 minuti a 20 — 26 °C / 68 — 78,8 °F.
30’
5

I
= % s Lavare 3 volte, ciascuna con 300 pl di tampone diluito a 1:50
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10.

11.

12.

13.
14.

3x 300ul

¥

+100 pl

&
®

30

—>

\

+100 i

0

450/620 nm

CONIUGATO

Inserire 100 pl di soluzione di coniugato enzimatico in ogni
pozzetto.

Incubare per 30 minuti a 20 — 26 °C / 68 — 78,8 °F.

Lavare 3 volte, ciascuna con 300 pl di tampone diluito a 1:50

SUBSTRATO

Pipettare 100 pl di soluzione di substrato TMB in ogni pozzet-
to.

Incubare per 30 minuti a 20 — 26 °C / 68 — 78,8 °F, protegge-
re dalla luce diretta intensa.

STOP

Pipettare 100 pl di soluzione bloccante per ogni pozzetto nel-
la sequenza di aggiunta del substrato.

Incubare almeno 5 minuti.

Scuotere la piastra con cautela per 5 secondi.

Misurare la densita ottica a 450 nm entro 30 minuti (si consi-
glia a 450/620 nm).
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Valutazione quantitativa

La valutazione quantitativa viene effettuata sulla base di una curva standard, in cui viene
tracciata la densita ottica dei calibratori (asse y) rispetto alla concentrazione in ng/ml (asse
x). Per la valutazione si consiglia il metodo log/lin 4-parameter-fit. Sulla base della curva, la
concentrazione di MMP-3 viene rilevata dalla densita ottica del campione in ng/ml.

AESKULISA® MMP-3 Intervallo di Valore limite Positivo
normalita
Donne 0 — 20 ng/ml 20 — 30 ng/ml > 30 ng/ml
Uomini 0 — 40 ng/mi 40 — 50 ng/mi > 50 ng/ml

Esempio di analisi

Questo esempio non deve essere utilizzato per interpretare i risultati dei pazienti.

Calibratori OD 450/620 nm CV % (Varianza)

MMP-3

0 ng/ml 0,033 2,2

5 ng/ml 0,105 4,0
20 ng/ml 0,336 1,7
50 ng/ml 0,727 1,2
100 ng/ml 1,328 1,6
200 ng/ml 2,228 3,7

Esempio di calcolo

Paziente Replica (OD) Valore  medio Risultato (ng/ml)
(OD)

P01 0,264/0,258 0,261 17,2
P 02 1,323/1,326 1,325 97,5

I campioni che superano il valore massimo del calibratore dovrebbero essere riportati come
>max e dovrebbero essere opportunamente diluiti e rianalizzati tenendo in considerazione il
fattore di diluizione. | campioni inferiori al campo di misurazione dovrebbero essere riportati
come <min.

| dati specifici dei lotti sono riportati sul certificato di controllo accluso. | laboratori medici do-
vrebbero eseguire i controlli interni di qualita con controlli propri e/o pool di sieri secondo le
norme nazionali.

Si consiglia che ogni laboratorio elabori propri valori normali basandosi su una propria tecni-
ca, propri controlli, propria attrezzatura e popolazione di pazienti.

Se i valori dei controlli non soddisfano i criteri di validazione, il test non é valido e deve esse-
re ripetuto.

Controllare le seguenti condizioni tecniche: i dati di conservabilita dei reagenti, le condizioni
di immagazzinaggio, le pipette, gli apparecchi utilizzati, i fotometri, le condizioni di incubazio-
ne e i metodi di lavaggio.

Se i campioni testati mostrano valori inusuali o differenze, oppure se i criteri di validazione
per ragioni inspiegabili non vengono soddisfatti vi invitiamo a contattare il produttore oppure i
fornitori del Kit.
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9  Dati tecnici
Materiale dei campioni: Siero
Volumi dei campioni: 100 pl di campione diluito 1:10 con 1 tampone campione
Tempo complessivo diincuba- 90 minuti a 20 — 26 °C / 68 — 78,8 °F
zione:
Campo di misurazione: 0-200 ng/ml
Sensibilita analitica: 5 ng/ml
Conservazione: a2-8°C/35,6-46,4 °F nei flaconi originali.
Numero delle determinazioni: 96 test
10 Dati dei test/Caratteristica dei test
10.1 Sensibilita analitica
Da test eseguiti 80 volte su tampone campione in AESKULISA® MMP-3 e risultato un limit of
blank di 4 ng/ml, e dal test di 8 sieri con bassa concentrazione di MMP-3, ripetuto 8 volte, &
risultato un limit of detection di 5 ng/ml.
10.2 Specificita
Le micropiastre sono rivestite con anticorpi monoclonali murini contro MMP-3 umano. Attivita
incrociate con altri antigeni non hanno potuto essere dimostrate.
10.3 Linearita

Per i sieri selezionati in questo test & stato rilevato un rapporto lineare fra diluizione e con-
centrazione di anticorpi. A causa dell'eterogeneita del siero umano non é tuttavia possibile
escludere che singoli sieri presentino un comportamento non lineare.

N° cam- Diluizione Concentrazione Concentrazione Recupero
pioni misurata attesa (ng/ml) (%)
(ng/ml)
1 1/10 178,4 178,4 100,0
1/20 86,1 89,2 96,5
1/40 45,0 43,0 104,6
1/80 23,2 22,5 103,0
2 1/10 88,8 88,8 100,0
1/20 44,1 44,4 99,4
1/40 22,8 22,1 103,1
1/80 11,3 11,4 99,5
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Ripetibilita
Per il controllo di ripetibilitd del saggio e stata rilevata la varianza (varianza intra-saggio e
inter-saggio nonché varianza lot-to-lot) con cinque sieri in diversi campi della curva standard,

in cui é stata analizzata la riproducibilita in 5 passaggi ognuno con 8 ripetizioni. La varianza
lot-to-lot e stata studiata analizzando cinque sieri da 3 lotti diversi in 8 ripetizioni.

Intra-test Inter-test
N° campi- Valore medio @ CV (%) N° cam- Valore medio CV (%)
oni (ng/ml) pioni (ng/ml)
1 12,6 4,9 1 12,6 7,6
2 30,5 3,6 2 30,5 4,5
3 59,3 3,2 3 59,3 4,5
4 101,0 3,6 4 101,0 4,8
5 195,1 3,4 5 195,1 4,6

Calibrazione

In mancanza di uno standard internazionale di riferimento AESKULISA® MMP-3 & calibrato
su quantita definite di MMP-3 umano ricombinante purificato (purezza rilevata mediante
SEC-MALS: >99 %). | risultati sono indicati in ng/ml.

Recupero

Il recupero é stato determinato aggiungendo diverse quantita definite di MMP-3 umano ri-
combinante a sieri umani. Le seguenti percentuali di recupero sono state rilevate mediante
regressione lineare:

Campione di % di recupero Coefficiente di
siero determinatezza R?
1 101,4 0,9934
2 91,8 0,9938
3 88,5 0,9923

Valutazione clinica

MMP-3 in donatori sani

Per determinare il campo normale sono stati determinati complessivamente i valori MMP-3 in
156 campioni di siero di donatori di sangue sani (46 donne e 110 uomini).

95° percenti-
AESKULISA® MMP-3| Numero Min (ng/ml) | Max (ng/ml) | Med (ng/ml) le
Uomini sani 110 8,9 56,6 25,3 41,9
Donne sane 46 51 32,5 14,2 29,7
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Dai valori rilevati gli intervalli di normalita vengono determinati come segue:

Intervallo di
AESKULISA® MMP-3 normalita Valore limite Risultati positivi
Donne 0 —-20 ng/ml 20-30 ng/ml >30 ng/ml
Uomini 0 — 40 ng/ml 40-50 ng/ml >50 ng/ml

MMP-3 in varie patologie autoimmuni rispetto all'artrite reumatoide e in campioni sani

Complessivamente la concentrazione di MMP-3 & stata verificata su 627 campioni di siero

(per la composizione vedere la tabella). La tabella riassume i risultati:

Patologia Numero | Min (ng/ml) | Max (ng/ml) | Med (ng/ml) Pos Neg
Spondiloartrite 80 0,0 287,4 14,3 29 (36,3%) | 51 (63,8%)
Celiachia 15 5,9 22,8 12,6 1 (6,7%) 14 (93,3%)
Celiachia + DE 32 8,5 142,4 28,3 19 (59,4%) | 13 (40,6%)
LES 24 14,5 200,8 46,2 22 (91,7%) | 2(8,3%)
Vasculite 117 52 283,5 47,9 97 (82,9%) | 20 (17,1%)
Sani 156 8,9 56,6 22,0 3 (1,9%) 153 (98,1%)
Artrite reumatoide 203 0,7 280,2 33,2 139 (68,5%) | 64 (31,5%)

LES = Lupus eritematoso sistemico, DE = Dermatite erpetiforme

Come descritto in letteratura, elevate concentrazioni di MMP-3 sono presenti in varie malattie
inflammatorie. La MMP-3 non € quindi adatta a diagnosticare l'artrite reumatoide. La MMP-3
€ un marcatore dell'attivita dell'artrite reumatoide. Le concentrazioni di MMP-3 in pazienti
affetti da AR sono legate all'ecoluzione individuale della malattia.
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