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1. Zweckbestimmung

Fur die in vitro Diagnostik. RIDASCREEN® UST Monitoring ist ein Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay (ELISA) fur die quantitative Bestimmung von Ustekinumab
(UST, Stelara®) in menschlichem Serum und Plasma.

2. Zusammenfassung und Erklarung des Tests

Therapeutisches Drug-Monitoring

Ustekinumab (UST) ist ein vollstandig humaner monoklonaler Antikérper, der an die
p40-Untereinheit der Interleukine IL-12 und IL-23 bindet und somit die Interaktion mit
den Zytokinrezeptoren auf T-Zellen, natirlichen Killerzellen und Antigen-
prasentierenden Zellen verhindert.! UST ist fiir die Therapie von maRigem bis
schwerem Morbus Crohn (MC), méRiger bis schwerer Plague-Psoriasis und Psoriasis-
Arthritis zugelassen.?*

Medikamente konnen ihre pharmakologische Wirkung nur entfalten, wenn sie in einer
entsprechenden Konzentration im Kreislauf vorliegen. Fur das therapeutische Drug-
Monitoring (TDM) wurde die Serumkonzentration von Biologika unmittelbar vor der
nachsten Gabe, definiert als Talspiegel, verwendet. Jingste Daten weisen auf eine
positive Beziehung zwischen der UST-Serumkonzentration, entweder am Talspiegel
oder zu einem dazwischenliegenden Zeitpunkt gemessen, und Kklinischen Ergebnissen
bei Patienten mit Morbus Crohn bzw. Plaque-Psoriasis hin. TDM kénnte somit eine
wichtige Mdglichkeit fir die Optimierung der Behandlung sein.

RIDASCREEN® UST Monitoring stiitzt sich auf hochspezifische monoklonale
Antikdrper, die an der Universitat Leuven, Belgien (KU Leuven) entwickelt wurden.
Anti-TNF-Wirkstoffe (wie Infliximab, Adalimumab, Golimumab) oder Anti-Integrin-a4f7-
Wirkstoffe (wie Vedolizumab) beeintrachtigen die Messung nicht.

Als ein Beispiel fur TDM wird die Verwendung von UST-Konzentrationsmessungen bei
Plaque-Psoriasis und MC beschrieben.

Morbus Crohn

UST wird in Woche 0 intravends (i.v.) und danach alle 8 Wochen subkutan (s.c.)
verabreicht. Die Induktionsstudien UNITI-1 und -2 zeigten klinische Response-Raten
von 33,7 % bzw. 55,5 % der Patienten in Woche 6. Wéahrend der Erhaltungstherapie
mit Ustekinumab s.c. alle 8 Wochen befanden sich in der IM-UNITI-Studie 53,1 % der
Patienten in Woche 44 in Remission.?

Verschiedene Studien haben den Zusammenhang zwischen dem Talspiegel von
Ustekinumab und dem klinischen, biologischen und endoskopischen Ansprechen
aufgezeigt, was auf den Nutzen des therapeutischen Drug-Monitoring fir die klinische
Entscheidungsfindung hinweist.>”
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Plague-Psoriasis

UST wird gewichtsabhangig subkutan in Woche 0, in Woche 4 und danach alle

12 Wochen verabreicht. Aus den Studien Phoenix 1 und 2 ging hervor, dass die
Behandlung mit Ustekinumab bei Patienten mit mafiger bis schwerer Psoriasis zu
einer schnellen, signifikanten Verbesserung des Zustandes fuihrt.34

Eine kirzlich durchgefiihrte Studie zeigte eine Konzentrations-Wirkungs-Kurve in
Woche 4 nach der Injektion bei mit Ustekinumab behandelten Psoriasis-Patienten,
was darauf hindeutet, dass unterexponierte Patienten, die von einer
Therapieoptimierung profitieren konnten, durch das Monitoring der Ustekinumab-
Konzentration 4 Wochen nach der Injektion rechtzeitig identifiziert werden kénnten.®

Immunogenitat

Die Immunogenitat von Ustekinumab hat sich als sehr gering erwiesen.®?

3. Testprinzip

Im RIDASCREEN® UST Monitoring kommen zwei hochspezifische monoklonale
Antikorper (MA-UST56C1H12 und MA-UST56A2D11, beide an der KU Leuven isoliert
und charakterisiert) zum Einsatz. Monoklonale Antikdrper gegen Ustekinumab (MA-
UST56C1H12) werden auf die Welloberflache in der Mikrotiterplatte appliziert.
Wahrend dieser Inkubationsphase bindet Ustekinumab spezifisch an die Antikorper
auf der Platte. Nach dem Waschen folgt eine zweite Inkubationsphase mit an
Meerrettichperoxidase konjugiertem MA-UST56A2D11. Wenn UST vorhanden ist,
bildet sich zwischen immobilisiertem MA-UST56C1H12, UST und konjugierten
Antikorpern ein Sandwich-Komplex. Nicht gebundene enzymmarkierte Antikdrper
werden in einem nachfolgenden Waschschritt entfernt. Nach Zugabe des Substrats
schlagt die farblose Lésung in den Mikrowells bei positivem Ergebnis in blau um. Bei
Zugabe eines Stopp-Reagenz schlagt die Farbe von blau in gelb um. Die Aufnahme ist
proportional zu der in der Probe vorhandenen UST-Konzentration.
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4. Packungsinhalt

Ein Kit ist ausreichend fur 96 Bestimmungen (Tabelle 1).
Tab. 1: Packungsinhalt

Plate Mikrotiterplatte, 12 Mikrotiterstreifen (teilbar) im
96-Well Streifenhalter; beschichtet mit monoklonalem
Antikérper MA-UST56C1H12

[ Standard |1-6 | 6 Standards; Konzentrationen der Standards 1
1300 pl bis 6: 0/2,5/10/20/60 /120 ng/ml; enthalt
0,09 % NaNs; gebrauchsfertig

Tetramethylbenzidin (TMB); gebrauchsfertig

Wash | 20x Waschpuffer (20-fache Konz.);
50 ml phosphatgepufferte NaCl-Losung; enthalt
Reinigungsmittel und antimikrobielle Wirkstoffe

[Low Control | +] 1300 ul Low-Positivkontrolle; enthalt 8 ng/ml UST und
H 0,09 % NaNs; gebrauchsfertig
1300 1 Posmvkontrol-le; enthalt 70 n.g/ml UST und
0,09 % NaNs; gebrauchsfertig
100 ml ProbenverdUn.nt.Jngspuffer; ?nthélt 0,09 % NaNs;
gebrauchsfertig; orange gefarbt
Konjugat; Peroxidase-konjugierter monoklonaler
12 mi Antikérper MA-UST56A2D11; gebrauchsfertig;
rot gefarbt
12 mi Substrat; Wasserstoffperoxid /

Stop 6 ml Stopp-Reagenz; 0,5 M H2S04; gebrauchsfertig

2 Abdeckfolien

Informationen Uber Gefahrenstoffe erfullen die Kennzeichnungsvorschriften. Fur
weitere Informationen siehe Sicherheitsdatenblatter (SDB) unter www.r-biopharm.com.

5. Reagenzien und ihre Lagerung

Alle Reagenzien mussen bei 2 bis 8 °C gelagert werden und kénnen bis zum
aufgedruckten Verfallsdatum verwendet werden. Gedffnete Komponenten
(Reagenzien, Mikrowellstreifen) sollten bis zum nachsten Gebrauch bei 2 bis 8 °C
aufbewahrt werden und sind zwei Monate lang haltbar. Der verdiinnte Waschpuffer
kann bei einer Aufbewahrung bei 2 bis 8 °C einen Monat lang verwendet werden. Eine
mikrobielle Verunreinigung ist zu vermeiden. Nach Erreichen des Verfallsdatums kann
keine Qualitdtsgarantie mehr ibernommen werden.
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Beim Offnen des Aluminiumbeutels, der die Mikrotiterstreifen enthalt, darf der
Klemmverschluss nicht abgerissen werden. Nicht bendétigte Mikrotiterstreifen sind
unverzuglich wieder in den Aluminiumbeutel mit dem Trockenmittel zurtickzulegen und
bei 2 bis 8 °C aufzubewahren, bis sie aufgebraucht sind. Das farblose Substrat muss
ebenfalls vor direkter Lichteinstrahlung geschiitzt werden, damit es sich nicht zersetzt
oder durch Autooxidation blau verfarbt. Wenn sich das Substrat einmal blau verfarbt
hat, darf es nicht mehr verwendet werden.

6. Zusatzlich bendtigte Reagenzien — erforderliches Zubehdor

6.1 Reagenzien

-Destilliertes oder deionisiertes Wasser

6.2 Zubehor

-Prazisionsmikropipetten und Standardlaborpipetten

-Messzylinder (1000 ml)

-Saubere Glas- oder Kunststoffréhrchen fir die Verdiinnung der Proben
-Stoppuhr

-Waschautomat oder Mehrkanalpipette (300 pl)

-Mikroplattenlesegerat (450 nm, Referenzfilter 620 nm)

-Filterpapier (Labortlicher)

-Abfallbehalter mit 0,5%iger Hypochloritldsung

-37 °C Inkubator

7. Warnungen und VorsichtsmalRnahmen fir Benutzer

In-Vitro-Diagnostikum.

Dieser Test ist nur von geschultem Laborpersonal durchzufiihren. Die Richtlinien zur
Arbeit in medizinischen Laboratorien sind zu beachten. Die Gebrauchsanweisung zur
Durchfiihrung des Tests ist strikt einzuhalten.

Reagenzien oder beschichtete Mikrotiterstreifen aus Sets mit unterschiedlichen
Chargen-Nummern dirfen nicht vermischt werden.

Bestimmte Inhaltsstoffe der Standards und Positivkontrollmischungen werden aus
Materialien biologischen Ursprungs gewonnen. Nach derzeitigem Kenntnisstand sind
keine Verfahren bekannt, die garantieren kdnnen, dass solche Materialien keine
Infektionserreger enthalten. Kalibratoren und Positivkontrollmischungen sowie
Patientenproben und alle Materialien, die damit in Kontakt kommen, sollten deshalb
als potenziell infektiés behandelt werden.

Proben oder Reagenzien nicht mit dem Mund pipettieren, Kontakt mit verletzter Haut
oder Schleimhauten vermeiden. Wahrend des Umgangs mit Proben Einmal-
Handschuhe tragen und nach Abschluss des Tests Hande waschen. In den
Bereichen, in denen mit den Proben oder den Test-Reagenzien gearbeitet wird, nicht
rauchen, essen oder trinken.
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Das Stopp-Reagenz enthélt 0,5 M Schwefelsaure, die Reizungen verursachen kann.
Kontakt mit der Haut und Kleidung ist zu vermeiden. Bei Kontakt mit den Augen oder
der Haut mit reichlich Wasser spilen und einen Arzt aufsuchen.

Die Reagenzien enthalten NaNs als Konservierungsmittel. Eine Beriihrung mit der
Haut oder Schleimhaut ist zu vermeiden. Um die Bildung von explosionsfahigen
Metallaziden in den Laborleitungen zu vermeiden, sind die Abfliisse nach Entsorgung
dieser Losungen grundlich zu spulen.

Das Substrat enthalt Wasserstoffperoxid und N-Methyl-2-Pyrrolidon (> 0,3 %).
Weitere Informationen sind in den Sicherheitsdatenblattern (SDB) enthalten, siehe
www.r-biopharm.com.

8 Entnahme und Lagerung der Proben

Fur diesen Test konnen EDTA-Plasmaproben, Citratplasmaproben und Serumproben
verwendet werden. Serum sollte nach der Sammlung schnellstmdglich vom Blut
getrennt werden, um eine mdgliche Hamolyse zu vermeiden. Geben Sie Serum in ein
sauberes Aufbewahrungsréhrchen. Proben kénnen bei 2 bis 8 °C mindestens 3 bis

4 Tage bzw. bei - 20 °C mindestens 12 Monate aufbewahrt werden. Wiederholtes
Einfrieren und Auftauen ist zu vermeiden. Proben sind mit einem
Probenverdinnungspuffer zu verdinnen (siehe 9.3.1.).

Verdinnte Proben kénnen bei Raumtemperatur mindestens 8 Stunden aufbewahrt
werden.

9 Testdurchfuhrung

9.1 Allgemeines

Alle Reagenzien und die Mikrotiterplatte mussen vor dem Gebrauch
Raumtemperatur (20 bis 25 °C) annehmen. Die Mikrotiterstreifen durfen erst aus dem
Aluminiumbeutel entnommen werden, wenn sie Raumtemperatur erreicht haben.
Reagenzien unmittelbar vor dem Gebrauch griindlich mischen. Unbenutzte
Mikrotiterstreifen (in verschlossenen Beuteln) und die Reagenzien sind nach dem
Offnen bei 2 bis 8 °C aufzubewahren. Gebrauchte Mikrotiterstreifen dirfen nicht noch
einmal benutzt werden. Die Reagenzien und die Mikrotiterstreifen dirfen nicht
verwendet werden, wenn die Verpackung beschadigt ist oder die Flaschchen
auslaufen. Zur Vermeidung von Kreuzkontamination dirfen die Proben nicht in
direkten Kontakt mit den Komponenten des Sets kommen. Der Test darf nicht in
direktem Sonnenlicht durchgefuhrt werden. Wahrend der Inkubation sollte die
Mikrotiterplatte abgedeckt werden oder es sollte eine Folie dariiber gelegt werden, um
Verluste durch Verdunstung zu meiden.

Fur Hinweise zur Durchfiihrung des Tests mit ELISA-Instrumenten wenden Sie sich
bitte an R-Biopharm AG oder an Ihren Fachhandler vor Ort.
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9.2 Herstellung des Waschpuffers

1 Teil Waschpufferkonzentrat mit 19 Teilen destilliertem Wasser
mischen (1:20). 50 ml Konzentrat in einen 1000-mI-Messzylinder gief3en und mit
destilliertem Wasser auf 1000 ml aufftillen. Die rekonstitutierte L6sung kann bei 2 bis
8 °C mindestens einen Monat lang aufbewahrt werden. Bei hbheren Temperaturen
kann die konzentrierte Waschlosung triib aussehen, dies beeintrachtigt ihre Wirkung
jedoch nicht. Nach Verdinnung wird die Lésung klar.

9.3 Vorbereitung der Proben

Serum- oder Plasmaproben kénnen bei 2 bis 8 °C 3 bis 4 Tage bzw. bei -20 °C
mindestens 12 Monate lang aufbewahrt werden (siehe auch Kapitel 8). Wiederholtes
Einfrieren und Auftauen ist zu vermeiden. Proben sind mit einem
Probenverdinnungspuffer zu verdinnen (siehe 9.3.1.).

Verdinnte Proben kénnen bei Raumtemperatur mindestens 8 Stunden aufbewahrt
werden.

9.3.1 Probenverdinnung

a) Messung der Talspiegel in der Therapieerhaltungsphase

Fur die Messung der Talspiegel (Wirkstoffkonzentration unmittelbar vor Verabreichung
der nachsten Dosis) wahrend der Erhaltungsphase der Behandlung werden die
Proben im Verhaltnis 1:100 verdunnt:

10 pl Probe werden in 990 pl Probenverdiinnungspuffer (1:100) verdiinnt.
100 pl dieser endgiltig verdiinnten Probe werden dann getestet.

Wenn die Probe 1:100 verdiinnt ist, konnen UST-Konzentrationen zwischen 0,04 und
12 pg/ml bestimmt werden.

b) Messung der Talspiegel in der Therapieinduktionsphase

Fur die Messung der Talspiegel wahrend der (Re)Induktionstherapie oder fur die
Messung von dazwischenliegenden Wirkstoffkonzentrationen oder Konzentrationen
> 12,0 pg/ml werden die Proben im Verhéltnis 1:200 verdinnt:

10 pl Probe werden in 1990 ul Probenverdinnungspuffer (1:200) verdinnt.
100 pl dieser endgultig verdiinnten Probe werden dann getestet.

Wenn die Probe 1:200 verdiinnt ist, konnen UST-Konzentrationen zwischen 0,08 und
24 pug/ml bestimmt werden.

9.4 Erste Inkubation

Platzieren Sie eine ausreichende Anzahl an Wells im Halterrahmen und geben Sie
danach 100 pl Standards 1-6 ( |Standard | 1] bis |Standard | 6] ),

Positivkontrolle , Low-Positivkontrolle |Low control | +| und Proben in
die entsprechenden Wells. Obwohl empfohlen wird, die Standards, Kontrollen und
Proben in Doppelbestimmungen zu pipettieren, werden auch zuverlassige
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Ergebnisse mit Einfachbestimmungen erzielt. Inkubieren Sie danach die abgedeckte
Mikrotiterplatte eine Stunde lang bei 37 °C.

9.5 Erster Waschschritt

Sorgfaltiges Waschen ist Voraussetzung fur eine korrekte Auswertung. Deshalb sollte
der Waschvorgang genau nach den Anweisungen durchgefiihrt werden. Die inkubierte
Substanz in den Wells muss zur Desinfektion in einen Abfallbehalter mit Hypochlorit-
Lésung gegeben werden. Die Platte ist umgedreht kraftig auf saugfahigem Papier
auszuklopfen, damit die Flissigkeit vollstandig aus den Wells entfernt wird. Danach
wird die Platte funfmal mit jeweils 300 pl verdinntem Waschpuffer gewaschen (siehe
9.2). Die Platte ist umgedreht kraftig auf saugfahigem Papier auszuklopfen, damit die
Flissigkeit vollstandig aus den Wells entfernt wird.

Stellen Sie bei Verwendung eines Waschautomaten sicher, dass der Automat korrekt
auf die verwendete Mikrotiterplatte eingestellt ist. AuRerdem muss sichergestellt
werden, dass in jeder Waschphase die gesamte Flissigkeit abgesaugt wird. Nach
dem letzten Waschen ist die Platte umgedreht kraftig auf saugfahigem Papier
auszuklopfen, damit die Flissigkeit vollstandig aus den Wells entfernt wird.

9.6 Zweite Inkubation

Geben Sie 100 pl Konjugat in jedes Well. Inkubieren Sie danach die
abgedeckte Mikrotiterplatte 30 Minuten lang bei 37 °C.

9.7 Zweiter Waschschritt

Die inkubierte Substanz in den Wells muss zur Desinfektion in einen Abfallbehalter mit
Hypochlorit-Losung gegeben werden. Die Platte ist umgedreht kréaftig auf saugfahigem
Papier auszuklopfen, damit die Flissigkeit vollstdndig aus den Wells entfernt wird.
Anschliel3end wird die Platte finfmal mit jeweils 300 pl verdiinntem Waschpuffer
gewaschen. Die Platte ist umgedreht kraftig auf saugfahigem Papier auszuklopfen,
damit die Flussigkeit vollstandig aus den Wells entfernt wird.

9.8 Dritte Inkubation

Geben Sie 100 ul Substrat in jedes Well. Danach wird die Platte bei

37 °C 10 Minuten lang im Dunkeln inkubiert. Anschlieend ist die Reaktion durch
Zugabe von 50 pl Stopp-Reagenz in jedes Well zu stoppen.

Nach sorgfaltigem Durchmischen (durch leichtes seitliches Klopfen auf die Platte) wird
die Absorption bei 450 nm (Referenzfilter 620 nm) in einem Plattenlesegerét
gemessen.
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10 Qualitatskontrolle — Anzeichen fir Reagenzienverfall

Fur die Qualitatskontrolle missen bei jedem durchgefiihrten Test jeder Standard 1 bis
Standard 6 |Standard | 1] — [Standard | 6] , Positivkontrolle und Low-
Positivkontrolle | Low control | +| (am besten jeweils doppelt) verwendet werden, um
die Stabilitat der Reagenzien und die korrekte Vorgehensweise sicherzustellen.

Als Voraussetzung fur die Gultigkeit der einzelnen Durchgange mussen folgende
Spezifikationen erflllt sein:

OD-Wert fiir Standard 1 | Standard | 1] < 0,080

OD-Wert fir Standard 6 | Standard | 6] > 1,400

a) Bei Verwendung eines Verdinnungsfaktors von 1:100
(Erhaltungstherapiephase):

Konzentration fiir die Low-Positivkontrolle | Low Control | +] :
0,8 pg/ml, Bereich 0,55-1,10 pg/ml

Konzentration fir die Positivkontrolle |Control | +| :

7 pg/ml, Bereich 5-10 pg/ml

b) Bei Verwendung eines Verdinnungsfaktors von 1:200
(Induktionstherapiephase):

Konzentration fiir die Low-Positivkontrolle | Low Control | +] :
1,6 pg/ml, Bereich 1,10-2,20 pg/ml

Konzentration fir die Positivkontrolle | Control | +| :

14 pg/ml, Bereich 10-20 pg/ml

Fir die Berechnung der UST-Konzentration in den Kontrollen wird der gleiche
Multiplikationsfaktor verwendet wie fur die Proben (siehe Kapitel 11. Auswertung
und Interpretation).

Die Konzentration wird dann in ug/ml angegeben.
Berechnungsbeispiel fir Verdinnungsfaktor 1:100:
60 ng/ml x 100 (Verdunnungsfaktor) = 6 pg/ml

Wenn die Werte von den geforderten Werten abweichen, wenn das Substrat triib ist
oder sich vor Zugabe in die Wells blau verfarbt hat, kann dies ein Hinweis darauf sein,
dass die Reagenzien verfallen sind. Wenn die geforderten Werte nicht erreicht
werden, sollte vor der Testwiederholung Folgendes geprift werden:

- Haltbarkeitsdatum der verwendeten Reagenzien

- Funktionstichtigkeit der verwendeten Geréte (z. B. Kalibrierung)

- Korrekte Testdurchftihrung

- Visuelle Inspektion der Komponenten des Sets auf Kontamination oder
Undichtheiten — blau verfarbte Substratlésungen dirfen nicht mehr verwendet werden.

Bei einem hohen Hintergrundsignal (OD-Standard 1 > 0,08) war das Waschen
unzureichend und der Test muss mit einem grtindlicheren Waschvorgang wiederholt
werden (hdhere Zyklenzahl, langere Einweichzeit).
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Wenn die Bedingungen bei Wiederholung des Tests erneut nicht erfillt werden,
wenden Sie sich bitte an den Hersteller oder Ihren lokalen R-Biopharm
Vertriebspartner.

11 Auswertung und Interpretation

Fir die Analyse der Auswertung wird RIDASOFT® Win.NET benétigt.
RIDASOFT® Win.NET oder eine Aktualisierung erhalten Sie auf Anfrage bei
R-Biopharm AG oder von lhrem lokalen R-Biopharm Vertriebspartner.

Jede andere Auswertungssoftware, die das 4-Parameter Logistic-Log-Modell bietet,
kann als Alternative zu RIDASOFT® Win.NET verwendet werden.

Die Auswertung von RIDASCREEN® UST Monitoring erfolgt mit einer Standardkurve,
die bei jeder Testdurchfihrung erstellt werden muss.

In der abschlieRenden Qualitatskontrolle hat R-Biopharm AG fir jede Setcharge unter
optimalen Bedingungen die Zielwerte und den zulassigen Konzentrationsbereich fur
die Positivkontrolle und die Low-Positivkontrolle festgelegt.

Der Verdunnungsfaktor muss bei der Berechnung der UST-Konzentration in
Patientenproben bertcksichtigt werden, indem die gemessene Konzentration mit dem
Verdunnungsfaktor multipliziert wird.

Beispiel: Das Ergebnis der 1:100 verdunnten Probe wird durch Interpolation der
Kalibrierkurve erhalten und lautet 60 ng/ml. Die entsprechende UST-
Konzentration in der unverdiinnten Probe betragt dann 6 pg/ml.

Beispiel: Das Ergebnis der 1:200 verdunnten Probe wird durch Interpolation der
Kalibrierkurve erhalten und lautet 80 ng/ml. Die entsprechende UST-
Konzentration in der unverdiinnten Probe betragt dann 16 pg/ml.

Die Software RIDASOFT® Win.NET wendet den Verdiinnungsfaktor automatisch an,
wenn die passende Methode ausgewahlt wird:

Fur eine Verdiinnung 1:100: RIDASOFT® Win.NET-Methode UST100.met.

Fur eine Verdiinnung 1:200: RIDASOFT® Win.NET-Methode UST200.met.

Die Konzentration wird in ug/ml angegeben.

12 Grenzen der Methode

Der RIDASCREEN® UST Monitoring Test weist den freien, funktional aktiven Teil von
UST nach und nicht den Teil von UST, der bedingt durch die Immunogenitat an Anti-
Ustekinumab-Antikorper gebunden ist.

Individuelle Ustekinumab-Konzentrationen, die mit RIDASCREEN® UST Monitoring
gemessen werden, durfen nicht als einziger Indikator fir Anpassungen des
Therapieplans verwendet werden. Jeder Patient muss einer grtindlichen klinischen
Untersuchung unterzogen werden, bevor Therapiepléane gedndert werden.
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13 Leistungsmerkmale

13.1 Beispiel fur typische optische Dichtewerte (OD-Werte)
Tab. 2: Beispiel fur typische optische Dichtewerte

Standard oD
1 0,009
2 0,085
3 0,306
4 0,608
5 1,637
6 2,660

13.2 Prazision

13.2.1 Intra-Assay-Prazision

Die Intra-Assay-Prazision wurde in einem einzelnen Lauf mit 4 Referenzen in jeweils
20 Replikaten bestimmt. Aus den OD-Werten dieser Messungen wurden die UST-
Konzentrationen ermittelt. Fur jede Probe wurden der Mittelwert, die
Standardabweichung (SD) und der Variationskoeffizient (CV) berechnet. Die
Auswertung ist in Tabelle 3 erfasst.

Tab. 3: Intra-Assay-Prazision

Literatur 1 2 3 4
Mittelwert (pg/ml) 0,61 1,65 3,07 8,37
SD 0,04 0,08 0,18 0,76
% CV 5,9 5,0 6,0 9,0

13.2.2 Inter-Assay-Prazision

Die Inter-Assay-Prazision wurde in 5 Laufen mit 4 Referenzen in jeweils 20 Replikaten
bestimmt. Aus den OD-Werten dieser Messungen wurden die UST-Konzentrationen
ermittelt. Fur jede Probe wurden der Mittelwert, die Standardabweichung (SD) und der
Variationskoeffizient (CV) berechnet. Die Auswertung ist in Tabelle 4 erfasst.
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Tab. 4: Inter-Assay-Prazision

Literatur 1 2 3 4
Mittelwert (pg/ml) 0,58 1,62 3,01 8,65
SD 0,03 0,08 0,15 0,73
% CV 4.4 4,9 4,8 8.4

13.3 Spezifitat

13.3. 1 Normales Humanserum/-plasma

Ermittlung der Spezifitdt durch Testen von 100 Proben von gesunden Spendern
niederlandischer oder belgischer Abstammung. In keiner Probe konnte eine
Konzentration von UST nachgewiesen werden, was einer Spezifitat von 100 %
entspricht.

13.3. 2 Interferenz

Ein Panel mit 25 potenziell interferierenden Proben wurde getestet, darunter HAMA-
positive Proben, lipamische Proben, Proben mit hohen Cholesterinwerten,
hamolytische Proben und Proben aus dem ersten Schwangerschaftstrimester. Es
wurde keine Wechselwirkung mit den untersuchten Faktoren beobachtet.

Ein Panel von 27 klinischen Rheumafaktor-positiven Proben wurde getestet und bei
nur einer Probe konnte eine nachweisbare Konzentration von 0,12 pg/ml gemessen
werden. Der Rheumafaktor kénnte somit den RIDASCREEN® UST Monitoring Test
beeinflussen, allerdings nur in einem sehr geringen Ausmal3, das die untere
Bestimmungsgrenze des Tests nicht Ubersteigt.

13.3.3 Kreuzreaktivitat

Fur folgende Biopharmazeutika zur Behandlung von Autoimmunkrankheiten konnte
keine Kreuzreaktivitat beobachtet werden: Infliximab, Adalimumab, Golimumab und
Vedolizumab.

13.4 Analytische Sensitivitat

Die Nachweisgrenze wurde auf 0,12 ng/ml festgelegt. Bei einem Verdinnungsfaktor
von 1:100 entspricht dies 0,01 pg/ml.

13.5 Wiederfindung

15 UST-negative Proben wurden mit unterschiedlichen UST-Konzentrationen versetzt.
Ausgehend von den OD-Werten dieser Messung wurde die UST-Konzentration aus
der Standardkurve bestimmt und die Wiederfindung berechnet. Die mittlere
Wiederfindung betragt 98 % (Tabelle 5).
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Tab.5: Wiederfindung von 15 UST-negativen Proben mit unterschiedlichen UST-
Konzentrationen

Richtwert

UST (ug/mi) Wiederfindung (%)

Richtwert 0,79 pug/mi

1 0,72 90 %

2 0,78 98 %

Serum 3 0,82 104 %

4 0,74 94 %

5 0,70 89 %

6 0,71 89 %

7 0,82 104 %

EDTA-Plasma 8 0,76 96 %
9 0,74 94 %

10 0,74 93 %

11 0,79 99 %

12 0,81 102 %

Citratplasma 13 0,70 88 %
14 0,73 92 %

0,74 94 %

N N S5t g m) ™ Wederfndong 0

Richtwert 3,26 pg/ml

1 3,34 102 %

2 3,43 105 %

Serum 3 3,21 99 %

4 2,95 90 %

5 3,23 99 %

6 3,42 105 %

7 3,31 102 %

EDTA-Plasma 8 3,20 98 %
9 3,34 102 %

10 3,39 104 %

11 3,11 95 %

12 2,97 91 %

Citratplasma 13 3,14 96 %
14 3,27 100 %

3,20 98 %

| vsTpom | wageinaung 0

Richtwert 8,99 ug/ml

1 8,77 98 %
2 10,00 111 %
Serum 3 9,33 104 %
4 8,78 98 %
5 8,07 90 %
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6 9,63 107 %

7 8,97 100 %

EDTA-Plasma 8* 9,49 106 %
9 8,50 95 %

10 9,32 104 %

11 9,37 104 %

12 8,75 97 %

13 8,15 91 %

14 8,95 100 %

15 8,90 99 %

Mittelwert 98 %

13.6 Korrelation mit Referenztest und diagnostische Sensitivitat

Ein klinisches Probenpanel mit 15 Proben wurde mit RIDASCREEN® UST Monitoring
analysiert und die Ergebnisse wurden mit jenen des Referenztests (UST ELISA,
entwickelt an der KU Leuven) verglichen. Daraus wurde ein Korrelationskoeffizient von
0,97 ermittelt.

Alle Proben mit messbaren UST-Spiegeln laut Referenztest wurden als positiv
nachgewiesen (14 Proben), d. h. die diagnostische Sensitivitat betragt 100 %.
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Tab. 6: Versionsibersicht

Versionsnummer | Kapitel und Beschreibung

07-07-2020 | Dokumentfreigabe

15 Symbolerklarungen

Allgemeine Symbole

In-Vitro-Diagnostikum

[1i] Gebrauchsanweisung beachten
Chargen-Nummer

& Verwendbar bis

X Lagertemperatur
Artikel-Nummer

\/ Anzahl der Tests

el Herstelldatum

aod Hersteller

Testspezifische Symbole

Plate Mikrotiterplatte

| Standard [1-6 Standard 1 - 6

| Low Control | +|  Low-Positivkontrolle

Control | + Positivkontrolle

Diluent Probenverdinnungspuffer
Conjugate Conjugate

Substrate Substrate

Waschpuffer (20-fache Konz.)

!E
Q
wn
>
N
o
x

Stop Stopp-Reagenz
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