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1. Klinische Bedeutung und Testprinzip

Das kationische Efflux Transporter-Protein ZinkT8 (ZnT8) wurde kurzlich als
eines der Hauptantigene beim (insulinpflichtigen) Diabetes mellitus Typ 1
(TID) beschrieben. Zum Zeitpunkt der Diagnosestellung wurden in 60-80 %
der Falle ZnT8-Antikérper nachgewiesen. Hingegen betrug die Pravalenz
bei Patienten mit einem Diabetes mellitus Typ 2 (T2D) ca. 3 %. Bei
Erkrankungen, die mit einem TID assoziiert sind (Morbus Addison, Zéliakie)
wurden ZnT8-Antikorper in bis zu 30 % beobachtet. Interessanterweise
wurden ZnT8-Antikorper in 26 % von TID-Patienten gefunden, bei denen
keine der etablierten Diabetes-spezifischen Autoantikérper (Inselzell-
Antikorper, Insulin-Antikdrper, GAD-Antikorper, IA2-Antikdrper) nachweisbar
waren. Moglicherweise wird mit diesen Antikdrpern ein Subset an TID-
Patienten erfasst (Wenzlau et al. 2007). Weitere Studien zur Evaluierung
der klinischen Relevanz dieser Autoantikdrper sind erforderlich.

Zitat: Karsten Conrad et al. Autoantikbrper bei organspezifischen
Autoimmunerkrankungen - Ein diagnostischer Leitfaden 2010.

Autoantikdrper gegen den Zink Transporter 8 (ZnT8) sind gegen eine C-
terminale Domane des ZnT8 Molekiils gerichtet (Aminoséduren 268 — 369).
Der Genpolymorphismus in der humanen Population auf dem Codon der
Aminosaure 325 fuhrt zur Ausbildung von 3 Proteinvarianten: Arginine (R)
325, Tryptophan (W) 325 und sehr selten Glutamine (Q) 325. Die ZnT8
Autoantikdrper reagieren meist spezifisch mit der R 325 oder W 325
Variante, oder sie sind unspezifisch beziglich der Aminosaure 325. Seren,
die spezifisch nur mit dem Q Allel reagieren, sind sehr selten. Der anti-ZnT8
ELISA erlaubt den Nachweis und die Quantifizierung von Autoantikdrpern
gegen die R 325 oder die W 325 Variante sowie von Autoantikérpern ohne
Spezifitdt zu einer Variante der 325 Aminosaure.

Im ZnT8 Autoantikérper ELISA binden die ZnT8-AntikGrper im Patienten-
serum, Standards und Kontrollen an die mit ZnT8 beschichtete
Mikrotiterplatte. Nach 16-18 Stunden Inkubation (Uber Nacht) bei 2-8°C wird
der Uberstand verworfen. Kaltes ZnT8-Biotin wird hinzugegeben und fiir

1 Stunde bei 2-8°C inkubiert. Der an der Mikrotiterplatte gebundene ZnT8-
Biotin-Autoantikorper Bricken-Komplex wird in einem dritten Inkubations-
schritt durch Zugabe von Streptavidin-Peroxidase (SA-POD) und
nachfolgender Zugabe des Substrats TMB detektiert.

Der Enzymimmunoassay fur den quantitativen Nachweis von ZnT8-
Autoantikdrpern ist durch folgende Patente geschitzt: Europa Patente
1563071 B1 und 2118309 B1, US Patente 7,851,164 B2 und 9,023,984 B2,
China Patent CN1738900B, Japan Patente 4498144 und 5694668.
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2. VorsichtsmalRnahmen

. Dieser Kit ist lediglich zum in vitro-Gebrauch bestimmt.

. Die angegebenen Verfallsdaten sind unbedingt zu beachten.

. Die Reagenzien bis zur Verwendung bei 2 - 8 °C lagern.

+  Wahrend der Testdurchfihrung Einmal-Handschuhe tragen.

. Einige der Reagenzien enthalten als Konservierungsmittel Natriumazid.
Verschlucken und Berthren mit der Haut vermeiden.

. Alle Reagenzien dieses Testbestecks, die humanen Ursprungs sind,
ergaben bei der Prifung auf HBsAg, HCV bzw. HIV I/ll-AntikGrper ein
negatives Ergebnis. Trotzdem kann das Vorhandensein solcher
infektioser Erreger nicht mit absoluter Sicherheit ausgeschlossen
werden. Die Reagenzien sollten deshalb wie potentiell infektioses
Material behandelt werden.

. Alle Reagenzien dieses Testbestecks, die tierischen Ursprungs sind,
stammen von gesunden Tieren, die von einer zertifizierten Stelle
untersucht wurden. Die Reagenzien sollten trotzdem wie potentiell
infektioses Material behandelt werden.

3. Lagerung und Stabilitat der Reagenzien

Der Kit ist bei Lagerung zwischen 2 - 8 °C bis zum angegebenen
Verfallsdatum haltbar. Nach Anbruch ist der Kit bis zum Verfallsdatum
haltbar. Zur Haltbarkeit der gebrauchsfertigen Reagenzien siehe
Vorbereitung der Reagenzien. Direkte Sonneneinstrahlung ist zu
vermeiden.

Das Verfallsdatum sowie die Chargenbezeichnung sind auf jedem
Flaschchen bzw. Kit angegeben. Bei groReren Ansadtzen moglichst nur
Reagenzien einer Charge verwenden.
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4. Inhalt des Testbestecks

4.1 MT-Streifen

Mikrotiterstreifen mit je 8 Vertiefungen,
einzeln abbrechbar, beschichtet mit ZnT8

4.2 Standards A-E

je 0,7 ml, gebrauchsfertig

Konzentrationen:

ICAL A|-|CAL E|

Standard

A

B

C

D

E

U/ml

10

20

75

500

2.000

4.3 Positive Kontrollen
Je 0,7 ml, gebrauchsfertig

Zielwerte und -bereiche sind im QC-Blatt aufgefiihrt

4.4 Negative Kontrolle
0,7 ml, gebrauchsfertig

4.5 ZnT8-Biotin
5,5 ml pro Flaschchen, lyophilisiert

4.6 Rekonstitutionspuffer

|CONTROL || |CONTROL i |

| ZnT8-BIOTIN |

| RECONST |

15 ml, rot gefarbt, gebrauchsfertig

zum Auflosen des ZnT8-Biotin

4.7 Streptavidin-Peroxidase
0,7 ml, 20 x konzentriert

4.8 Verdinnungspuffer
15 ml, gebrauchsfertig

zum Verdunnen von SA-POD

4.9 Substrat

gebrauchsfertig

4.10Waschpuffer

125 ml, 10 x konzentriert

4.11Stopplésung

12 ml, gebrauchsfertig

DIL

15 ml, Tetramethyl-Benzidin (TMB),
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12 Streifen

5 Flaschchen

2 Flaschchen

1 Flaschchen

3 Flaschchen

2 Flaschchen

1 Flaschchen

1 Flaschchen

1 Flaschchen

1 Flaschchen

1 Flaschchen



Weiter werden bendtigt (nicht im Kit enthalten):

« Pipetten 25 pl, 100 pl

« Schuttler (horizontal)

. Vortex-Mischer

« Photometer fir die Auswertung von Mikrotiterplatten (450 und 405 nm)
. Destilliertes Wasser

5. Probengewinnung und Aufbewahrung

Fur den Test kann Serum oder Citrat- bzw. Heparinplasma eingesetzt
werden. EDTA-Plasma wird nicht empfohlen, da hier niedrigere Werte
beobachtet wurden. Hamolytische bzw. lipamische Proben sollten nicht
verwendet werden. Wiederholtes Einfrieren und Auftauen der Proben
vermeiden. Proben, die eine Tribung zeigen, sollten vor dem Test
zentrifugiert werden.

Die Proben sollten bald nach Gewinnung eingesetzt werden und kénnen
eingefroren bei -20 °C flr einen langeren Zeitraum gelagert werden.

6. Vorbereitung der Proben und Reagenzien

Mikrotiterstreifen STRIPS

Vor Offnen der Mikrotiterstreifen sollten die Packchen fiir mindestens 30
Minuten auf Raumtemperatur gebracht werden. Nach Offnen ungenutzte
Streifen zurlck in die Originalverpackung legen und gut verschliel3en. Den
Beutel dann in den beiliegenden Clipbeutel mit dem Trockenmittel legen,
gut verschlielRen und bei 2-8 °C bis zu 2 Wochen lagern.

ZnT8-Biotin | ZnT8-BIOTIN|

Unmittelbar vor Gebrauch den Inhalt jedes Flaschchens mit kaltem 5,5 ml
Rekonstitutionspuffer (rot eingefarbt) auflésen. Wenn mehr als ein
Flaschchen bendtigt wird, den Inhalt mehrerer Flaschchen poolen und gut
mischen. Aufgeldstes ZnT8-Biotin kann bei 2-8 °C maximal 3 Tage gelagert
werden.
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Streptavidin-Peroxidase |SA-POD

SA-POD mit 1:20 mit Verduinnungspuffer verdiinnen (z.B. 0,5 ml SA-POD +
9.5 ml Puffer). Die gebrauchsfertige Losung ist bei 2-8 °C flr 16 Wochen
haltbar.

Waschpuffer

Waschpuffer 1:10 mit destillierten Wasser verdinnen (z.B. 100 ml Konzent-
rat + 900 ml dest. Wasser). Die gebrauchsfertige Losung ist bei 2-8 °C bis
zum Verfallsdatum des Kits haltbar.

7.  Testdurchfuhrung

Vor der Testdurchfihrung alle Komponenten des Tests mindestens fur 30
Minuten auf Raumtemperatur bringen. Das gilt nicht fir das ZnT8-Biotin
und fir den Rekonstitutionspuffer, die kihl eingesetzt werden mussen!

1. 25 pl (Doppelbestimmung) unverdiinnte Patientenseren, Standard A bis
E, Negative und Positive Kontrollen in die Vertiefungen der
Mikrotiterplatte pipettieren. Eine Vertiefung fir Blank-Wert freilassen.

2. Mikrotiterplatte abdecken und flir 5 Sekunden auf einem Schiittler
schiitteln. Danach Uber Nacht 16 - 20 Stunden bei 2-8 °C ohne
Schatteln inkubieren.

3. Vertiefungen entleeren, mit ca. 300 pl verdinnter Waschlésung fillen,
und wieder entleeren. Diesen Vorgang insgesamt 3 x durchfuhren.
AnschlieRend die Mikrotiterstreifen umgedreht auf eine saugfahige
Unterlage (Papierhandtuch) legen und kurz ausklopfen, um alle
Flissigkeitsreste zu entfernen.

4. 100 pl des kalten rekonstitutierten ZnT8-Biotin in jede Vertiefung
(aulRer Blank) pipettieren, die Mikrotiterplatte abdecken und fur 1
Stunde bei 2-8 °C ohne Schitteln inkubieren.

5. Vertiefungen entleeren, mit ca. 300 pl verdinnter Waschldsung fullen,
und wieder entleeren. Diesen Vorgang insgesamt 3 x durchflhren.
AnschlieRend die Mikrotiterstreifen umgedreht auf eine saugfahige
Unterlage (Papierhandtuch) legen und kurz ausklopfen, um alle
Flissigkeitsreste zu entfernen.
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6. 100 pl verdinnte SA-POD Lo6sung in jede Vertiefung (aul3er Blank).
pipettieren. Mikrotiterstreifen abdecken und fur 20 Minuten bei
Raumtemperatur auf einem Schittler bei mittlerer Schiuttelgeschwindig-
keit (ca. 500 Bewegungen pro Min) inkubieren.

7. Vertiefungen entleeren, mit ca. 300 pl verdinnter Waschlésung fillen,
und wieder entleeren. Diesen Vorgang insgesamt 3 x durchfiihren. Um
restlichen Schaum zu entfernen, in einem letzten Waschschritt dest.
Wasser verwenden. Anschliel3end die Mikrotiterstreifen umgedreht auf
eine saugfahige Unterlage (Papierhandtuch) legen und kurz
ausklopfen, um alle Flussigkeitsreste zu entfernen.

8. 100 pl Substratibsung (TMB) in jede Vertiefung pipettieren (inkl. Blank)
und fur 20 Minuten bei Raumtemperatur im Dunklen ohne Schutteln
inkubieren.

9. Je 100 pl Stopplosung in jede Vertiefung (inkl. Blank) pipettieren und
fur 5 Sekunden auf dem Schittler mischen.

10. Streifen innerhalb von 30 Minuten im Mikrotiterplattenphotometer bei
einer MeRwellenlange von 405 nm und anschlieRend bei 450 nm gegen
den Blankwert (100 pl Substrat + 100 ul Stopplésung) messen.

8. Testauswertung

Die OD-Werte der Standards (linear) werden gegen die entsprechenden
Konzentrationen der Standards (logarithmisch) aufgetragen. Die Konzen-
trationen der Patientenproben kdnnen dann direkt aus der Standardkurve in
U/ml abgelesen werden.

Bei Verwendung eines Computerprogramms wird die 4-Parameter-Analyse
empfohlen. Alternativ kann auch die Cubic-Spline-Methode oder die Logit-
Log-Berechnung verwendet werden.

Patientenproben mit hohen ZnT8 Autoantikérperkonzentrationen kdnnen mit
der Negativkontrolle, das keine ZnT8 Autoantikorper enthalt, typischerweise
1:10 oder 1:100 verdinnt werden. Einige Seren werden dabei nicht linear
verdinnen.

Seite 9



Typisches Beispiel

Typische Werte sind in der folgenden Tabelle aufgeftihrt.

OD 405 nm | OD 450 nm U/mi

Negative Kontrolle 0,002 0,008 0
Standard A 0,016 0,060 10
Standard B 0,037 0,134 20
Standard C 0,203 0,673 75
Standard D 0,973 3,222 500
Standard E 2,276 7,738 2.000
Positive Kontrolle | 0,137 0,463 60
Positive Kontrolle I 0,477 1,596 134

OD405nm

2.2 /
2

1.6

1.4

1.2

0.8

0.6

04

0.2

10 100 1,000

U/ml
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9. Klinische Evaluierungsdaten

Klinische Evaluierung
In der IASP Studie 2015 erreichte der ZnT8 AutoantikOrper ELISA eine
Spezifitat von 97% (n=90) und eine Sensitivitat von 76% (n=50).

Die Messung von 297 Seren gesunder Blutspender ergab einen Mittelwert
von 1,9 + 3,84 U/ml. Drei Seren (1%) lagen tber dem Referenzbereich mit
Werten von 45, 41 und 19 U/ml.

10. Referenzbereich

Negativ <15 U/ml
Positiv =15 U/ml
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Pipettierschema

Standard Positive Patienten
Bo Kontrollen
A-E m -serum
Negative Kontrollepl | 25
Standard A-E pl 25
Positive Kontrollen pl 25
Patientenserum 25
Uber Nacht 16-18 Std. bei 2-8 °C inkubieren

entleeren, 3 x waschen mit 300 ul Waschpuffer
kaltes ZnT8-Biotinul | 100 100 100 100

1 Stunde bei 2-8 °C ohne Schiitteln inkubieren

entleeren, 3 x waschen mit 300 ul Waschpuffer
SA-POD ul | 100 100 100 100

20 Minuten bei Raumtemperatur auf Schittler (500 rpm) inkubieren

entleeren, 3 x mit 300 ul Waschpuffer, 1x mit dest Wasser waschen

TMB-Substrat ul | 100 100 100 100

20 Minuten bei Raumtemperatur im Dunklen (ohne Schiitteln!) inkubieren

Stopplésung ul | 100 100 100 100

5 Sekunden schutteln

Messung der Extinktion bei 405nm / 450 nm innerhalb 30 Minuten
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