QUANTA Lite® HA dsDNA ELISA 704615

Nur far “In-Vitro Diagnostik”
CLIA Kompliziertheit: Hoch

Verwendungszweck

Dieser Kit dient zur in-vitro Bestimmung spezifischer, hoch-avider IgG-Autoantikérper gegen doppelstrangige
Desoxyribonukleinsaure (dsDNA) in Humanserum. Dieser Test soll zusammen mit anderen serologischen und
klinischen Befunden bei der Diagnosestellung von Systemischem Lupus Erythematodes (SLE) helfen. Der Kit
enthalt ausreichend Material, um maximal 40 Proben in Doppelbestimmung oder 88 Proben in Einzelbestimmung,
sowie eine Kalibrationskurve, Positiv-, Negativ- und DNA-Einzelstrangkontrollen zu messen.

Informationen zum Test

Die Verwendung von anti-dsDNA-Antikérper als diagnostischer Marker und zur Verlaufskontrolle der
Krankheitsaktivitat bei SLE hat seit der erstmaligen Beschreibung von Ceppelini et al im Jahr 1957° den
behandelnden Arzten' grolRe Verbesserungen gebracht. Diese Erkenntnisse wurden 1982 bestatigt, indem sie vom
American College of Rheumatology in die Uberarbeiteten Klassifikationskriterien fur SLE® aufgenommen wurden.
Es werden heute drei allgemeine Testmethoden eingesetzt, die sich darin unterscheiden, dass anti-dsDNA-
Antikorper unterschiedlicher Aviditit erfasst werden®. Enzym-Immunoassays (ELISA), die es in verschiedenen
Varianten gibt, erfassen in der Regel Antikdrper von sehr unterschiedlicher Aviditdt. In der indirekten
Immunfluoreszenz (IFT) mit Crithidia luciliae werden Antikorper mit niedriger Aviditat auch miterfasst, wohingegen
im Farr Radioimmunoassay (RIA)° nur die hoch-aviden Antikérper erfasst werden, da aufgrund eines
Fallungsschrittes mit Ammoniumsulfat die niedrig-aviden Antikérper entfernt werden.

Bei dem HA dsDNA-Test wurden stringentere Testbedingungen gewéhlta, wodurch die nur schwach bindenden
niedrig-aviden Antikérper entfernt werden.

In einigen Studien®” konnte ein Zusammenhang zwischen der Antikdrper-Aviditat und der Krankheitsprogression
gezeigt werden, wobei die Wahl der Testmethode die Unterscheidung zwischen Patienten mit einer benignen Form
des SLE und solchen mit Haut- und Nierenbeteiligung, besonders bei einer Lupus-Nephritis®®, erleichtert.

Im allgemeinen zeigen alle Methoden bei Seren von Patienten mit bestatigtem systemischen Lupus erythematodes
(SLE) eine gute Ubereinstimmung, aber eine signifikante Varianz bei Patienten mit inaktivem SLE, oder bei
Patienten, die nicht der Standardklassifikation von SLE entsprechen.

Testprinzip

Die Vertiefungen (Wells) der Mikrotiterplatten sind mit dsDNA-Antigen aus Kalbsthymus beschichtet. Die
Kalibratoren, Kontrollen und verdiinnten Patientenproben werden in den Vertiefungen inkubiert, so dass in diesem
ersten Inkubationsschritt dsDNA-Autoantikdrper an das immobilisierte Antigen binden kénnen. Nach dem Waschen
der Vertiefungen - um ungebundenes Protein zu entfernen - wird Peroxidase-markiertes Ziege anti-Human-lgG-
Konjugat zugegegeben. Das Konjugat bindet an die gebundenen humanen Autoantikdrper. Ungebundenes
Konjugat wird durch einen weiteren Waschschritt entfernt. Das gebundene Konjugat wird mit Hilfe von 3,3',5,5
Tetramethylbenzidin (TMB) sichtbar gemacht. TMB ergibt ein blaues Reaktionsprodukt, dessen Intensitat
proportional zur Autoantikérper-Konzentration der Probe ist. Um die Reaktion zu stoppen, wird in jede Vertiefung
Schwefelsdure pipettiert. Das daraus resultierende gelbe Reaktionsprodukt wird bei 450nm gemessen.

Inhalt der Testpackung

1. Mikrotiter-ELISA-Platte beschichtet mit dsDNA Antigen aus Kalbsthymus (12-1 x 8 Kavitaten), mit
Streifenhalter in Folienverpackung und Trockenmittel

2. ELISA Negative Kontrolle, 1 Flasche Puffer mit Stabilisator und Humanserum ohne humane Antikérper
gegen dsDNA, gebrauchsfertig vorverdinnt, 1,2 mL

3. HA dsDNA ELISA Kalibrator A, 1 Flasche Puffer mit Stabilisator und Humanserum mit humanen
Antikdrpern gegen dsDNA, gebrauchsfertig vorverdiinnt, 1,2 mL

4, HA dsDNA ELISA Kalibrator B, 1 Flasche Puffer mit Stabilisator und Humanserum mit humanen
Antikérpern gegen dsDNA, gebrauchsfertig vorverdiinnt, 1,2 mL

5. HA dsDNA ELISA Kalibrator C, 1 Flasche Puffer mit Stabilisator und Humanserum mit humanen
Antikérpern gegen dsDNA, gebrauchsfertig vorverdiinnt, 1,2 mL

6. HA dsDNA ELISA Kalibrator D, 1 Flasche Puffer mit Stabilisator und Humanserum mit humanen
Antikdrpern gegen dsDNA, gebrauchsfertig vorverdiinnt, 1,2 mL

7. HA dsDNA ELISA Kalibrator E, 1 Flasche Puffer mit Stabilisator und Humanserum mit humanen
Antikdrpern gegen dsDNA, gebrauchsfertig vorverdiinnt, 1,2 mL

8. HA dsDNA Positiv Kontrolle, 1 Flasche Puffer mit Stabilisator und Humanserum mit humanen Antikdrpern
gegen dsDNA, gebrauchsfertig vorverdinnt, 1,2 mL

9. Type Il Sample Diluent (Probendiluens Typ Ill), 2 Flaschen — gelb gefarbt mit Tween 20,
Proteinstabilisatoren und Konservierungsmittel, 50mL

10. HA dsDNA Waschkonzentrat, 2 Flaschen mit 10 fachem Konzentrat — farblos, enthalten Tween 20 und
Stabilisator, 50 mL. Zur Verdiinnung bitte das entsprechende Kapitel in der Anleitung beachten

11. HA dsDNA-Einzelstrangkontrolle, 1 Flasche mit Stabilisator und Humanserum mit humanen Antikdrpern

gegen ssDNA, gebrauchsfertig vorverdiinnt, 1,2 mL

12. HRP HA dsDNA IgG Konjugat, anti-humanes IgG, 1 Flasche — blau gefarbt mit Puffer, Proteinstabilisatoren
und Konservierungsmittel, 10 mL

13. TMB Chromogen, 1 Flasche mit Stabilisatoren, 10 mL

14. HRP Stopplésung, 0,344M Schwefelsaure, 1 Flasche — farblos, 10 mL



Hinweise

1.

®© N

VORSICHT: Probenverdiinner, Kontrollen, Probendiluens und Konjugat enthalten 0,02% Chloramphenicol.
Es ist im US-Bundesstaat Kalifornien und allgemein bekannt, dall dieser Stoff Krebs verursachen kann.
Wasch und Probendiluens mit Proclin150. Enthalt ein Reizmittel, das bei Inhalation, Einnahme oder
Absorbtion durch die Haut gesundheitliche Schaden verursachen kann. Kontakt mit Haut und Augen
vermeiden.

Alle Reagenzien fir die Herstellung dieses Tests wurden auf Antikorper gegen HIV, HBsAg und HCV
getestet und fir negativ befunden. Dennoch sollten alle humanen Kontrollen wie potentiell infektioses
Humanserum oder Blutproben behandelt werden.'?

NaN; wird als Stabilisator verwendet. NaN; ist ein Giftstoff und kann bei Einnahme toxische Reaktionen
verursachen. Vorsichtig handhaben und Kontakt mit Augen und Haut vermeiden! Den Kontakt mit Metall,
basischen Stoffen oder anderen Komponenten, die mit Saure reagieren konnen, vermeiden. Bei der
Entsorgung von Reagenzien ist daher mit viel Leitungswasser nachzuspilen, um Ansammlungen im
Abwassersystem zu verhindern.

Das HRP Konjugat enthalt eine verdinnte Chemikalie, die bei Einnahme toxisch wirken kann. Daher den
Kontakt mit Haut und Augen vermeiden.

Das TMB Chromogen enthalt ein Reizmittel, das bei Inhalation, Einnahme oder Absorbtion durch die Haut
gesundheitliche Schaden verursachen kann. Kontakt mit Haut und Augen vermeiden.

Die HRP Stopplésung besteht aus verdinnter Schwefelsaure. Den Kontakt mit Basen, Metallen und
anderen Stoffen, die mit Saure reagieren kénnen, vermeiden. Schwefelsaure ist ein Giftstoff und kann bei
Einnahme toxische Reaktionen hervorrufen. Den Kontakt mit Haut und Augen vermeiden.

Die vorgeschriebene personliche Schutzausristung wahrend der Arbeit mit Reagenzien tragen.
Verschittete Reagenzien sofort beseitigen. Bei der Entsorgung von Abféallen alle Umweltvorschriften
beachten.

VorsichtsmalRhahmen

1.

Dieser Test ist fir “In-Vitro Diagnostik”.

2. Dieser Test sollte nur von entsprechend geschultem Laborpersonal durchgefiihrt werden.

3. Testdurchfiihrung strikt nach Arbeitsanleitung. Jegliche Abweichung kann die Testqualitat und Ergebnisse
beeinflussen. Beachten Sie die spezifischen ,Hinweise' und Warnungen in dieser Arbeitsanleitung.

4. Reagenzien unterschiedlicher Chargen dirfen NICHT untereinander gemischt oder gemeinsam verwendet
werden. Bei groBRem Testdurchsatz muss darauf geachtet werden, dass alle Reagenzien der GLEICHEN
Charge entstammen. Alle Mikrotiterstreifen misen aus demselben Folienbeutel enthommen werden. Der
Austausch einer Testkomponente kann inkorrekte Ergebnisse zur Folge haben.

5. Zur Vermeidung von Kontaminationen der Reagenzien immer saubere Plastik- oder Glasgefalle
verwenden. Niemals unbenutztes Reagenz in die Flaschen zuriickgeben.

6. Reagenzienflaschen nicht fiir Iangere Zeit offen stehenlassen. Die daraus resultierende Verdunstung oder
Verunreinigung fuhrt zu widerspriichlichen Ergebnissen.

7. TMB darf weder mit Licht noch mit Wasser in Beriihrung kommen!

8. Die Verwendung von mikrobiell oder mit Partikeln verunreinigter, hamolytischer oder lipamischer Seren
vermeiden.

9. Es wird empfohlen kalibrierte Pipetten und geeignete interne Kontrollen zu verwenden.

10. Die Verwendung von ELISA-Automaten, Pipettierautomaten oder anderen automatisierten Geraten kann
im Vergleich zur manuellen Testdurchfiihrung zu abweichenden Ergebnissen fiihren. Jedes Labor muss
das System vollstdndig validieren und sicherstellen, dass die Ergebnisse innerhalb des in dieser
Arbeitsanleitung und dem beigefligten QC-Zertifikat Spezifikationen liegen.

11. Die verwendeten Gerate und Pipetten missen gemal der Herstellerangaben kalibriert und gewartet
werden.

Lagerung

1. Den Kit bei 2-8°C lagern, nicht einfrieren. Lagerung bei falscher Temperatur beeinflusst die Ergebnisse.

2. Der verdinnte Waschpuffer ist bei 2-8°C fiir eine Wochen.

3. Die Haltbarkeit des Kits wird auf dem Auenetikett angegeben.

Proben

1. Blutproben tber Venenpunktur sammeln und auf natiirliche Weise gerinnen lassen. Serum vom Gerinnsel
trennen.

2. Die Seren kdnnen bei 2-8°C bis zu 7 Tage vor dem Test gelagert werden'. Fiir eine langere Lagerung
empfiehlt es sich, die Seren unverdiinnt und aliquotiert bei mindestens -20°C einzufrieren.

3. Wiederholtes Einfrieren und Auftauen der Proben vermeiden.

4, Serumproben nicht hitzeinaktivieren, dies kann zu falsch-positiven Ergebnissen fiihren.

Testdurchfiihrung

In der Testpackung vorhandenes Material

Arbeitsanleitung: mit genauen Angaben zur Testdurchfihrung.

QC-Zertifikat: mit Angaben zu den Kontroll-Sollwerten und ideale Kalibrationskurve.

dsDNA Mikrotiterstreifen: 12 Mikrotiterstreifen mit 8 vereinzelbaren Vertiefungen, mit dsDNA Antigen aus
Kalbsthymus beschichtet sind. Die Streifen sind in einem wiederverschlielRbaren Folienbeutel, der zwei Beutel
mit Trockenmittel enthalt, verpackt.

Proben-Diluens Typ Ill: 2 Flaschen mit je 50mL gebrauchsfertigem Puffer zur Probenverdiinnung. Farb-
codierung: Gelb

Waschkonzentrat HRP (10X): 2 Flaschen mit 50mL eines 10-fach konzentrierten Puffers zum Waschen der
Vertiefungen.

HA dsDNA-Kalibratoren: 5 Flaschen, mit je 1,2mL verdinntem Humanserum mit den folgenden Konzen-
trationen an anti-dsDNA-Autoantikdrpern: 1000; 333; 111; 37; 12,3 IU/mL. Gebrauchsfertig.



o HAdsDNA-Positivkontrolle: 1 Flasche mit 1,2mL verdinntem Humanserum. Der Sollwert ist auf dem QC-
Zertifikat angegeben. Gebrauchsfertig.

e ELISA Negativkontrolle: 1 Flasche mit 1,2mL verdinntem Humanserum. Der Sollwert ist auf dem QC-Zertifikat
angegeben. Gebrauchsfertig.

e HA dsDNA-Einzelstrangkontrolle: 1 Flasche mit 1,2mL verdinntem Humanserum. Der Sollwert ist auf dem
QC-Zertifikat angegeben. Gebrauchsfertig.

e HA dsDNA HRP IgG-Konjugat: 1 Flasche mit 10mL gereinigtem, Peroxidase-markiertem Antikbrper gegen
Human-IgG. Farbcodierung: blau. Gebrauchsfertig.
TMB Chromogen: 1 Flasche mit 10mL TMB-LOsung. Gebrauchsfertig.
Stopp-L6sung HRP: 1 Flasche mit 10mL 0,344M Schwefelsaure. Gebrauchsfertig.

Zusaétzliches bendtigtes Material

¢ Automatisches Mikrotiterplatten-Waschgerat: ist empfehlenswert, aber die Platten kénnen auch manuell
gewaschen werden.

e Mikrotiterplatten-Reader: Messung der optischen Dichte in den Vertiefungen bei 450nm.
o Destilliertes oder deionisiertes Wasser: Es sollte von héchster Qualitat und frei von Metallionen sein.
o Kalibrierte Mikropipetten: Zum Pipettieren von 1000, 100 & 10uL.
e Mehrkanal-Pipette: Zum Pipettieren von Volumina von 100uL (Konjugat, Substrat und Stopp-Lésung).
e Glas- oder Plastikgefale: Zur Probenverdiinnung.
Methode
Testvorbereitung
1. Kit auf Raumtemperatur erwérmen:
e Die optimale Temperatur fiir die Testdurchfiihrung liegt bei 20-24°C.
e Den Kit nach Entnahme aus dem Kiihlschrank ca. 60 Minuten auf Raumtemperatur erwarmen lassen.
Die Wells bis zum tatsachlichen Gebrauch in der Folie belassen und nicht vor Erreichen der
Raumtemperatur entnehmen!
Hinweis: Der Kit kann bis zu 1 Woche bei Raumtemperatur gelagert werden.
2. Kit-Komponenten
Jede Kit-Komponente vor Gebrauch kurz schiitteln.
3. Waschpuffer (10-fach-Konzentrat) verdiinnen:

Dazu 100 mL Waschpuffer-Konzentrat und 900 mL destilliertes Wasser (1/10 Verdiinnung) in ein sauberes
Gefall geben und mischen. Bei Bedarf kdnnen auch kleinere Mengen verdinnt werden. HINWEIS: Der
verdiinnte Puffer ist bei 2-8°C fiir 1 woche; deshalb nur die bendtigte Menge verdiinnen.

4. Verdinnung der Proben
10uL jeder Probe mit 1000uL Proben-Verdiinnungspuffer verdinnen (1:100) und gut mischen. Hinweis:
Die verdiinnten Proben miissen innerhalb von 8 stunden gemessen werden.

5. Umgang mit Streifen und Rahmen
Die bendtigte Anzahl Wells aus dem Folienbeutel entnehmen und in den Rahmen setzen. Dabei von
Position A1 ausgehend die Spalten von links nach rechts auffillen. Achten Sie darauf, die langen Seiten
des Rahmens zusammenzudricken, damit die Wells nicht herausfallen kénnen. Hinweis: Um die
Kontaktzeit mit der Luftfeuchtigkeit zu minimieren,die nicht verwendeten Wells sofort in den wiederver-
schlieBbaren Folienbeutel mit dem Trockenmittel geben und gut verschlieRen. Darauf achten, dass der
Folienbeutel nicht beschadigt wird. ACHTUNG: Kontakt mit Feuchtigkeit oder Verunreinigung durch
Staub oder anderen Partikeln kann einen Antigen-Abbau verursachen. Daraus resultiert eine
schlechte Prazision und potentiell falsche Ergebnisse.

Testdurchfihrung

1. Pipettieren der Kalibratoren, Kontrolle und Proben
100uL von jedem Kalibrator, jeder Kontrolle und verdiinnter Probe (1:100) in das daflr laut Plattenschema
vorgesehene Well pipettieren. HINWEIS: Die Proben missen so schnell wie mdglich pipettiert werden; die
Inkubationszeit [&uft ab Zugabe der letzten_Probe. 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren.

2. Waschen der Platte
Sorgfaltiges Waschen der Wells ist wichtig flr eine hohe Prazision und genaue Testergebnisse. Bei nicht
korrekt gewaschenen Wells kdnnen ungenaue Ergebnisse mit schlechter Prazision und hohem Hintergrund
auftreten.Nach der Inkubation die Wells dreimal mit 200-300uL Waschpuffer waschen. Das Waschen kann
mit einem automatischen Platten-Waschgerat oder manuell erfolgen. Nach dem letzten Waschschritt die
Wells durch leichtes Klopfen auf eine absorbierende Unterlage (z.B. Papiertiicher) trocknen. Bei
Verwendung von automatischen Mikrotiterstreifen-Waschgerate sollte keine Standzeit

einprogrammiert werden.
Manuelles Waschen

a. Den Inhalt der Wells in den Ausguss schitten, dabei die langen Seiten des Rahmens zusammendriicken.
b. Die Wells auf einer absorbierenden Unterlage (z. B. Papiertlicher) leicht ausklopfen.
C. 200 - 300pL Waschpuffer in der Arbeitskonzentration in die Wells pipettieren.
d. Die Mikrotiterplatte auf einer flachen Unterlage stehend leicht schiitteln.
e. Zweimaliges Wiederholen der Schritte a bis d.
f. Die Wells wie unter a und b entleeren.
Lassen Sie den Waschpfuffer nur solange in den Wells, bis alle Wells gefillt sind.
3. Pipettieren des Konjugats

100uL Konjugat in jedes Well pipettieren. Die Rander der Wells mit Filterpapier abtrocknen, um Spritzer zu
entfernen. Hinweis: Um Verunreinigungen zu vermeiden, niemals Uberschissiges Konjugat in die
Konjugat-Flasche zurtickgeben. 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren.

4, Waschen der Platte
Siehe Abschnitt 2.



5. Pipettieren von Chromogen (TMB)
Nach dem Waschen 100uL TMB in jedes Well pipettieren. Die Rander der Wells mit Filterpapier btrocknen,
um Spritzer zu entfernen.Hinweis: Um Verunreinigungen zu vermeiden, niemals Uberschissiges TMB in
die TMB-Flasche zurtickgeben.30 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubieren.

6. Reaktionsende
100 L Stopp-L6sung in jedes Well pipettieren. Die Farbe schlagt von blau nach gelb um.

7. Farbmessung
Die optische Dichte (OD) bei 450nm in jedem Well mit einem Mikrotiterplatten-Reader innerhalb von 30
Minuten nach Zugabe der Stopp-L&sung bestimmen.

Qualitatskontrolle
1. Qualitatskontrolle
Nur, wenn alle nachfolgend aufgefuhrten Kriterien erflllt sind, ist der Test gultig.
e Kalibratoren und die Kontrollen (Positiv, Negativ, Einzelstrang) missen bei jedem Testansatz mitge-
fuhrt werden.
o Das Ergebnis der Kontrollen muss in dem angegebenen Wertebereich (siehe QC-Zertifikat) liegen.
o Die berechnete Kalibrationskurve sollte der auf dem QC-Zertifikat abgebildeten Kalibrationskurve

ahnlich sein.
Ist dies nicht der Fall, ist der Test ungtiltig und muss wiederholt werden.
2. Berechnung der mittleren optischen Dichte (OD) (nur bei Doppelbestimmung): Fiir jeden Kalibrator und

jede Kontrolle und Probe die mittlere optischen Dichte (OD) der Doppelbestimmungen berechnen. Der
Variationskoeffizient (%VK) der Doppelbestimmungen sollte jeweils unter 15% liegen.

3. Erstellen der Kalibrationskurve
Die Kalibrationskurve kann entweder automatisch oder manuell erstellt werden. Dazu wird die anti-dsDNA-
Autoantikérper-Konzentration auf der logarithmischen Skala gegen die OD-Werte auf der linearen Skala fir
jeden Kalibrator aufgetragen.
e Automatisch: Geeignete, validierte Software verwenden. Kalkulationsmodus verwenden, der am besten

zu den Daten passt.
e Manuell: Halblogarithmisches Millimeterpapier verwenden, eine Ausgleichs-kurve durch die Punkte
legen (keine Gerade oder Punkt-zu-Punkt-Verbindung).

4, Umgang mit abweichenden Kalibrationspunkten
Liegt ein Messpunkt nicht auf der Kalibrationskurve, so kann er weggelassen werden. Der Test sollte
wiederholt werden, wenn die daraus resultierende Kalibrationskurve deutlich von der im QC-Zertifikat
angegebenen Kurvenform abweicht oder, wenn mehrere Kalibrationspunkte zu starke Abweichungen auf-
weisen.

5. Berechnung der Autoantikérper-Konzentrationen in den Kontrollen und verdiinnten Proben
Die anti-dsDNA-Autoantikdrper-Konzentrationen der Kontrollen und verdiinnten Proben direkt aus der
Kalibrationskurve ablesen. Die Kontrollwerte miissen in den im QC-Zertifikat angegebenen Bereich fallen.
Hinweis: Die Standard-Probenverdiinnung von 1:100 ist in der Kalibrationskurve bereits berlicksichtigt. Es
sind keine weiteren Berechnungen notig.

6. Kalibration des Tests
Der Test ist in IU/mL gegen den Referenzkalibrator Wo80 der WHO kalibriert®.

Grenzen des Verfahrens

1. Mit diesem Test, der nur hoch-avide anti-dsDNA-Antikérper erfasst, kdnnen einige Formen von SLE, bei
denen die Patienten nur niedrig-avide Antikorper produzieren, als negativ gefunden werden. Daher kann
der Test fir solche Falle, in denen die gesamte Population der anti-dsDNA-Antikérper erfasst werden soll,
nicht eingesetzt werden.

2. Dieser Test dient nur zur Unterstitzung der Diagnose. Ein positives Ergebnis ist ein Hinweis auf bestimmte
Erkrankungen, es muss aber durch den klinischen Befund und andere serologische Untersuchungen
bestatigt werden.

3. Die Testergebnisse kdonnen nicht als diagnostischer Beweis fiir das Vorliegen bzw. Nichtvorliegen einer
Krankheit verwendet werden.

Erwartungswerte

Die nachfolgenden Bereiche wurden anhand von Proben von 150 gesunden Blutspendern und 224 SLE-Patienten,

mit FARRZYME ermittelt.
INTERPRETATION

<30 IU/mL Negativ
> 30 IU/mL Positiv

Bei allen 150 Blutspendern wurden Konzentrationen unterhalb von 17,0 IU/mL gefunden, wobei 146 (97%)
unterhalb von 12,3 IU/mL, der unteren Nachweisgrenze des Tests, lagen. 22,8% der SLE-Seren waren im
FARRZYME-Test postiv (>30 1U/mL).

In der nachfolgenden Tabelle ist eine Vergleichsstudie mit 224 SLE-Seren zwischen FARRZYME und einem
konventionellen anti-dsDNA ELISA, der sowohl niedrig- als auch hoch-avide Antikérper erfasst, zusammengefasst.
Proben, die in dem konventionellen anti-dsDNA ELISA ein grenzwertiges Ergebnis aufwiesen, wurden fiir die
Berechnung der positiven und negativen Ubereinstimmung und der gesamten Ubereinstimmung, als negativ
bewertet.

Konventioneller anti-dsDNA ELISA
Positiv | Grenzwertig Negativ
Positiv 47 3 1
FARRZYME Negativ 33 51 89

Positive prozentuale Upereinstimmung =58,8%
Negative prozentuale Ubereinstimmung = 97,2%
Gesamte Ubereinstimmung = 83,5%



Mit dem Farr-RIA und dem FARRZYME-ELISA wurden bei 100 SLE-Patienten hoch-avide anti-dsDNA-Antikérper
mit einer Haufigkeit von 36% bzw. 38% berichtet®. Bei 100 Patienten mit verschiedenen Bindegewebserkrankungen
und anderen Autoimmunerkrankungen lag die Haufigkeit im Gegensatz hierzu bei 4% bzw. 5% in diesen beiden
Methoden.

Die Messergebnisse in Einheiten, die mit dem FARRZYME Assay erhalten werden, missen nicht mit den Werten
anderer Assays, die in IlU/mL angegeben werden, Ubereinstimmen. Die Ursache hierflr ist, dass dieser Assay nur
die Subgruppe der hoch-aviden anti-dsDNA Antikérper misst.

Die oben angegebenen Werte dienen nur der Orientierung. ELISAs sind sehr sensitiv und in der Lage kleine
Unterschiede in der ,Probenpopulation’ festzustellen. Daher wird empfohlen, dass jedes Labor auf der Basis der
lokalen Population und der verwendeten Gerate und Techniken seinen eigenen Normalbereich ermittelt.

Leistungsdaten

1. Messbereich
Der Messbereich dieses Kits ist 12,3 — 1000 IU/mL.
2. SENSITIVITAT

Es wurde durch eine statistische Analyse (Student-t-Test) bestatigt, dass der FARRZYME-Test zwischen
zwei Proben mit Konzentrationen im untersten Messbereich (120% bzw. 165% des niedrigsten Kalibrators)
unterscheiden kann. Hierzu wurde jede Probe mehrfach gemessen.

3. SPEZIFITAT UND UBEREINSTIMMUNG
189 Proben von SLE-Patienen wurden zusammen mit 35 Proben, die entweder auf Crithidien oder im
ELISA dsDNA-positiv waren, und 28 Proben von gesunden Blutspendern mit dem FARRZYME, in dem IFT
auf Crithidia luciliae und in einem konventionellen anti-dsDNA ELISA gemessen.

Crithidia IFT
+ -
+ 37 14
FARRZYME . 18 183
Positive Ubereinstimmung % 67,3%
Negative Ubereinstimmung % 92,9%
Gesamt-Ubereinstimmung 87,3%

Der FARRZYME ELISA zeigte eine gute Ubereinstimmung bei den negativen Proben mit dem Crithidia
luciliae IFT. Die positive Ubereinstimmung war etwas erniedrigt, da in der IFT auch niedrig-avide anti-
dsDNA-Antikoérper, im Gegensatz zum FARRZYME-Test, erfasst werden'".

Konventioneller dsDNA ELISA
+ Grenzwertig -
+ 47 3 1
FARRZYME . 33 51 117
*Positive Ubereinstimmung % 58,8%
Negative Ubereinstimmung % 97,7%
Gesamt-Ubereinstimmung 85,3%

*Fir die Berechnung der Ubereinstimmung der beiden Tests, wurden die im konventionellen ELISA im
grenzwertigen Bereich liegenden Proben als negativ eingestuft. Der konventionelle ELISA erfasst sowohl
hoch- als auch niedrig-avide Antikdrper, was zu einer reduzierten positiven Ubereinstimmung mit der
FARRZYME-Methode fihrt.

4, INTERFERIERIENDE SUBSTANZEN
Verschiedene Serumtypen wurden getestet um mdgliche Effekte von interferierenden Substanzen zu
ermitteln. Hierzu wurde ein Interference Check A plus™ Kit (Kokusai, Japan) verwendet.

Substanz Konzentration
Bilirubin F (Frei) 20,3mg/dL
Bilirubin C (Konjugiert) 20,2mg/dL
Hamolysiertes Hdmoglobin 486mg/dL
Chylus 1460 Units
Rheumafaktor 45 1U/mL

Kein storender Einfluss wurde bei freiem oder konjugierten Bilirubin, Hamoglobin,
Rheumafaktoren gefunden.

Lipiden oder

In einer separaten Studie wurden 6 IgG-Myelomseren mit dem FARRZYME-Test gemessen und bei keiner
dieser Proben wurde ein positives Ergebnis erhalten.

5. PRAZISION
Die Intra- und Inter-Assay-Préazision wurden anhand von 6 Proben, deren Konzentrationen im Bereich der
Kalibrationskurve lagen, ermittelt. Der Mittelwert und der Variationskoeffizient VK% sind nachfolgend fir
jede Probe aufgelistet.



Die Intra-Assay Prazision wurde durch 20-fache Messung in einem Assay bestimmt.

INTRA-ASSAY-PRAZISION |
_ Konzentration o
n=20 (1U/mL) VK%
Probe 1 251 5,4
Probe 2 39,0 4.8
Probe 3 74,5 2,2
Probe 4 205,5 3,3
Probe 5 361,2 4.3
Probe 6 528,6 5,1

Fur die Bestimmung der Inter-Assay-Prazision wurde jede Probe in Doppelbestimmung in 6 verschiedenen
Testansatzen Uber 3 Tage gemessen.

INTER-ASSAY-PRAZISION |
_ Konzentration o
n==6 (1U/mL) VK%
Probe 1 24,6 13,5
Probe 2 42,3 3,9
Probe 3 61,3 11,6
Probe 4 123,2 4.9
Probe 5 2724 7,0
Probe 6 4741 6,9

Plattenschema
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Kurzarbeitsanleitung

1. 100pL von jedem Kalibrator und jeder Kontrolle und 1:100 verdinnten Proben in das entsprechende
Well pipettieren.
30 Minuten inkubieren. Waschen.

2. 100pL Konjugat in jedes Well geben.
30 Minuten inkubieren. Waschen.
3. 100uL Substrat in jedes Well geben.
30 Minuten im Dunkeln inkubieren.
4, 100uL Stopp-Ldsung in jedes Well pipettieren.

Absorption bei 450nm messen.

QUANTA Lite und INOVA Diagnostics sind eingetragene Warenzeichen. Copyright 2011 Alle Rechte vorbehalten©
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