Factor VIII Antibody Screen
Einsatz

Der Factor VIII Antibody Screen ist ein qualitativer Festphasenenzymimmunoassay (ELISA) zum Nachweis von IgG Antikérpern
gegen rekombinanten humanen Faktor VIII (FVIII) in humanem Serum und Plasma.

Zumin-vitro Gebrauch.

Zusammenfassung und Erlauterungen

Die Entwicklung von Antikdrpern gegen humanen Faktor VIII (FVIII) stellt eine massive Komplikation bei der Behandlung von
Haemophilia A wie auch bei Patienten mit erworbener Haemophilie dar. Die Antikorper resultieren aus unterschiedlichen Antworten
auf FVIII und sind iiberwiegend vom Typ IgG. "

Die Anti-Faktor FVIII Antikorper binden an FVIII und blockieren den Mechanismus, der fiir die FVIII Prokoagulation Aktivitdt
benoétigt wird. Diese Inhibitor-Antikérper entwickeln sich in ca. 25% bei Patienten mit moderater und ernster Himophilia A und kann
zur direkten Neutralisation von Faktor VIII im Rahmen der Therapie fithren. '

Desweiteren entwickeln sich auch Antikorper gegen Epitope, die nicht der FVIII Aktivitit zugeordnet sind. Diese Nicht-Inhibitor
Antikorper konnen die Clearence von FVIII von der Zirkulation erhéhen, die Bindung an das Trégerprotein (VWF) reduzieren oder
sogar das FVII Molekiil direkt hydrolisieren. **

Die Mikrovertiefungen des Factor VIII Antibody Screen sind beschichtet mit rekombinanten humanen Faktor VIII als Zielmolekiilen
zum Nachweis von inhibitory und non-inhibitory Antikérpern gegen Faktor VIIIL.

Testprinzip

Patientenplasma wird in die Vertiefungen, die mit rekombinanten Faktor VIII Molekiilen beschichtet sind, pipettiert. Spezifische
Antikdrper in der Patientenprobe binden an diese Festphasenantigene. Nach einem Waschschritt, bei dem alle nicht gebundenen
Antikdrper entfernt werden, wird ein mit alkalischer Phosphatase markiertes Anti-Human IgG zugefiigt und inkubiert. In einem
weiteren Waschvorgang wird {iberschiissiges Konjugat entfernt und das chromogenen Substrats PNPP zugegeben. Die Reaktion wird
nach 30 Minuten Inkubation mit einer 3 M NaOH-Losung abgestoppt und die optische Dichte des Farbumschlags, die sich entwickelt
hat, wird photometrisch im ELISA-Reader ausgewertet.

Der Factor VIII Screen nutzt 3 unterschiedliche Kontrollen. Die negative Kontrolle ist ein Serum von einem normalen, gesunden,
nicht hdmophilen Spender. Es enthélt keine Anti-FVIII Antikorper und reagiert wie eine negative Patientenprobe. Dartiber hinaus
zeigen die OD-Werte der negativen Kontrolle den akzeptablen Range fiir negative Proben auf und werden fiir korrekte
Testdurchfithrung und als Reagenzienkontrolle benutzt.

Die positive Kontrolle enthélt ein bekanntes Patientenserum mit FVIII Antikérpern. Diese hoch reaktive Probe hat relativ gleiche OD-
Werte und wird ebenfalls zum Nachweis der korrekten Testdurchfithrung und als Reagenzienkontrolle benutzt.

Der cutoff zwischen positiven und negativen Proben wird mit der Kitkontrolle festgelegt. Proben mit durchschnittlichen OD-Werten,
die groBer sind, als der Mittelwert der Kitkontrolle, sind positiv zu bewerten. Proben mit durchschnittlichen OD-Werten, die kleiner
oder gleich sind, als der Mittelwert der Kitkontrolle, sind negativ zu bewerten.

Reagenzien

Maximale Anzahl an Bestimmungen pro Testpackung: 44
Lagern Sie die Reagenzien wie auf dem Label angegeben.

1.  Mikrowells: die low-volume Flachbodenvertiefungen der Teststreifen sind beschichtet mit imobilisierten
MS rekombinanten full-length humanen Faktor VIII Molekiilen. Die Teststreifen sind in einem wieder
verschlieBbaren Beutel eingeschweifit. Gebrauchsfertig.

2. Waschlosungskonzentrat (10 x konzentriert): TRIS — Aminomethan gepufferte Losung mit Na- Cl,und TWEEN
TCW 20; enthilt 1% Natrium-Azid. Vor Gebrauch mit deionisiertem Wasser verdiinnen. Diese Waschlosung kann bis
zu 48 Stunden bei Raumtemperatur oder bis zu 7 Tagen bei 2 — 8°C gelagert werden.




3. Probenverdiinnungspuffer: Tris gepufferte Losung; enhélt Natrium-Chlorid, Rinderalbumin und 0,05% Natrium-
SDB Azid. Gebrauchsfertig.
4.  Substratpuffer: enthélt Diethanolamin, Magnesiumchlorid (MgCl,) und 0,02% Natrium- Azid. Gebrauchsfertig.
SB Dunkel aufbewahren.
5. Stopplosung: 3 M NaOH. Gebrauchsfertig. Mit Vorsicht verwenden!
SS
6.  Konjugat: ein mit alkalischer Phosphatase markierter konjugierter gereinigter Antikdrper von der Ziege, gerichtet
AGS8 gegen humanes G (IgG); enthélt 0,1% Natrium-Azid. Vor Gebrauch mit Probenverdiinnungspuffer verdiinnen.
7. PNPP (p-Nitrophenylphosphat) Substrat, kristallin. In deionisiertem Wasser auflésen und vor Gebrauch mit
PN Substratpuffer verdiinnen. Dunkel aufbewahren,
8. Positives Kontrollserum: humanes Serum; enthilt Rinderalbumin und 0,1% Natrium-Azid. Vor Gebrauch mit
PC1 Probenverdiinnungspuffer verdiinnen. Warnhinweis: Anti-HCV positiv (hitzeinaktiviert).
9.  Kitkontrolle: humanes Serum; enthélt Rinderalbumin und 0,1% Natrium-Azid. Vor Gebrauch mit
KC Probenverdiinnungspuffer verdiinnen. War nhinweis: Anti-HCV positiv (hitzeinaktiviert).
10. Negatives Kontrollserum: humanes Serum; enthdlt 0,1% Natrium-Azid. Vor Gebrauch mit
NC1 Probenverdiinnungspuffer verdiinnen.
11. Abklebefolien.
PS
Vorsichtsmanahmen

Verwenden Sie keine triiben oder kontaminierten Reagenzien.

Vermeiden Sie jede Kontaminationen des Verdiinnungspuffers und des Konjugats. Kontamination dieser Reagenzien mit
humanem Plasma fiihrt zur Neutralisation des Konjugats und damit zum Testausfall.

Verwenden Sie keine Reagenzien nach ihrem Verfallsdatum.

Verwenden Sie weder die Teststreifen noch die Reagenzien aus der Testpackung in Verbindung mit einem anderen Test.
Verwenden Sie nur die Reagenzien aus der Testpackung bzw. tauschen Sie keine Reagenzien aus, um falsche Ergebnisse
auszuschlieflen.

Verwerfen Sie nach jedem Testansatz die verdiinnen Konjugate, Kontrollen und Substrate.

Verwenden Sie fiir die Herstellung der Verdiinnungen ausschlielich kalibriertes Material in der entsprechenden Technik.

Die enzymatische Substratreaktion im letzten Inkubationsschritt ist Temperatur- und Licht- abhéngig und sollte im Dunkeln bei
22 — 25°C durchgefiihrt werden.

Durch Abweichungen bei den verwendeten Materialen und Geréten und durch Temperatur-unterschiede in den Laboratorien kann
es sinnvoll sein, die abschlieBende Inkubationszeit leicht zu erhdhen bzw. zu verringern, um die korrekten Werte fiir die
Kontrollen zu erreichen. Kontrollieren Sie diese Anpassung regelmifig.

Wegen der verwendeten low-volume Vertiefungen ist es ganz wichtig, dass die richtige Ausrichtung im ELISA-Reader gepriift
wird.

Verwenden Sie zur Messung der Streifen keine Referenzwellenlédnge.

Warnhinweis

Die positive Kontrolle und die Kitkontrolle sind reaktiv auf Anti-HCV, aber nicht-reaktiv auf HBSAG and HIV-1. Die
Reagenzien wurden hitzeinaktiviert. Dennoch sollten alle Materialien als potentiell infektids behandelt werden.

Die humanen Seren fiir die negative Kontrolle wurde auf die Abwesenheit von HIV/HCV/HB;-AG mit FDA zugelassenen
Testsystemen untersucht. Dennoch sollten alle Materialien als potentiell infektios behandelt werden, da keine Methode eine 100%
Sicherheit bietet.

Einigen Reagenzien ist Natrium-Azid als Konservierungmittel zugesetzt.

Warnung: Natrium-Azid reagiert auf Blei- und Kupferverbindungen. Alle Kontaktfldchen (z.B. Spiilbecken) mit reichlich
Wasser spiilen. Natrium-Azid ist ein Gift und wirkt im Korper toxisch.

Die Stopplosung (NaOH) wirkt korrosiv. Vermeiden Sie deshalb jeden Kontakt mit der Haut und den Augen. Bei Kontakt sofort
mit reichlich Wasser abspiilen.

Entsorgen Sie alle restlichen Packungsbestandteile fachgerecht.
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Probengewinnung

Entnehmen Sie das Blut fiir Plasma in ACD oder Natrium-Citrat unter den iiblichen aseptischen Bedingungen. Entnehmen Sie das
Blut fiir Serum ohne Zusatz von Antikoagulantien unter den iiblichen aseptischen Bedingungen. Entnehmen Sie weitere Details zur
Entnahme, Lagerung und Durchfithrung von Blutproben der NCCLS Guideline H21-A4, Volume 23, Number 35, December 2003,
“Collection, Transport and Processing of Blood Specimens for Coagulation Testing and General Performance of Coagulation Assays”.
Verwenden Sie alle Proben moglichst frisch, um falsch positive oder negative Ergebnisse durch zu lange Lagerung oder
Kontamination der Probe auszuschlieen. Die Proben kénnen bei 2 — 8°C bis zu 48 Std. aufbewahrt werden. Bei ldngerer Lagerung

(> 48 Stunden) sollten die Proben aliquotiert und bei -20°C eingefroren werden. So koénnen diese Proben bis zu 3 Jahren aufgehoben
werden. Lagern Sie die Proben nicht in “No-Frost Gefrierschranken”!

Partikel oder Ausflockungen in der Probe kdnnen zu falsch positiven Ergebnissen oder zu schlechten Doppelbestimmungen fiihren.
Zentrifugieren Sie ausgeflockte Proben vor ihrer Austestung.

Durchfiihrung

Mitgelieferte Materialien:

Die Vials enthalten z.T. mehr Reagenz, als auf dem Label angegeben. Entnehmen Sie deshalb immer die bendtigten Mengen fiir die
Verdiinnungen mit kalibrierten Pipetten.

12— 1 x 8 Teststreifen in einem Halterahmen
1 x 50 ml Waschlosungskonzentrat

1 x 14 ml Probenverdiinnungspuffer
1 x 14 ml Substratpuffer

1 x 14 ml Stopplosung

1 x 30 pl Anti-Human IgG Konjugat
6 x 50 mg PNPP Substrat

1 x 150 pl positive Kontrolle

. 1x 150 pl Kitkontrolle

0. 1x 150 pl negative Kontrolle

1. 12 Abklebefolien

e I

Zusétzlich bendtigte M aterialien:

1. Rohrchen fiir die Verdiinnungen der Proben, Kontrollen und Reagenzien
2. Transferpipetten

3. Variable Pipetten: 1 — 10 pl, 10 — 100 pl und 100 — 1000 pl und Einwegspitzen
4. Laborwecker

5. ELISA- Reader mit einer Wellenldnge von 405 oder 410 nm
6. Deionisiertes Wasser
7. Papiertiicher

8. ELISA-Washer oder Handwaschgerit
9. Zentrifuge

10. Wasserbad bei 37°C oder Brutschrank

Testdurchfuhrung
1. Bringen Sie alle Reagenzien auf Raumtemperatur.

2. Stellen Sie die bendtigte Waschlosung her, indem Sie das Waschlosungskonzentrat 1:10 mit deionisiertem Wasser verdiinnen und
gut mischen.

3. Legen Sie die Anzahl der zu testenden Proben fest. Weisen Sie mit Hilfe des Protokollbogen/Recording Sheet jeder Probe ihre
Positionen (2 Vertiefungen je Probe) zu. Ubertragen Sie auch die Patienten ID-Nummer auf den Protokollbogen.

Vorbereitung der Proben und Kontrollen

4. Verdiinnen Sie wie angegeben und mischen Sie gut durch:



Volumen Volumen Probe
Probenverdiinnungspuffer
PCI 30 pl 10 pl
KC 30 ul 10 pl
NCl1 30 ul 10 pl
Patientenprobe 30 ul 10 ul

5.  Entnehmen Sie die benétigte Anzahl von Teststreifen aus der Verpackung und verschlieBen Sie den Beutel mit den nicht

benoétigten Streifen sofort nach Entnahme.

Hinweis:

Jede Testpackung enthélt nur ein Halterahmen. Heben Sie den Rahmen fiir weitere Tests auf.

6. Geben Sie 150 pl Waschlosung in jede Vertiefung und lassen Sie sie bei Raumtemperatur fiir 5-10 Minuten stehen.

7. Verwerfen Sie den Inhalt und klopfen Sie den Rahmen auf einem saugféhigen Papiertuch aus, um alle Fliissigkeitsreste zu
entfernen.

8. Pipettieren Sie 15 pl der verdiinnten Kontrollen und Proben in die entsprechenden Vertiefungen (siehe Protokollbogen).
Hinweis:

Die Blank-Vertiefungen bleiben leer.

Hinweis: Werden pro Testansatz mehrere Patientenproben untersucht, sind die Kontrollen nur einmal erforderlich. Beschriften

Sie die Streifen, um Verwechselungen auszuschlieen.

9. Versiegeln Sie die Vertiefungen mit Abklebefolie und inkubieren Sie sie fiir 30-35 Minuten bei 37°C im Wasserbad oder fiir 40-
45 Minuten im Brutschrank bei 37°C.

10. Verdiinnen Sie das Konjugat 1:100 mit dem Probenverdiinnungspuffer in einem Polypropylenréhrchen, um Aktivitdtsverluste des
Konjugates auszuschlie3en.

Teststreifen: 2—-1x8 12-1x8
AGS8 4 ul 20 pl
SDB 396 ul 1980 ul

Hinweis:

Das Konjugat ist sehr viskos. Ziehen Sie es deshalb vor Verteilung 2-3x vorsichtig auf und mischen Sie es im

Probenverdiinnungspuffer gut durch.
11. Waschschritte:

a) Verwerfen Sie den Inhalt aller Vertiefungen und klopfen Sie den Rahmen auf einem saugféhigen Papiertuch aus.

b) Pipettieren Sie 150 pl Waschlosung in jede Vertiefung.

¢) Verwerfen Sie den Inhalt aller Vertiefungen.

d) Waschen Sie die Vertiefungen 3-4 x wie unter b) und c) beschrieben.

e) Verwerfen Sie abschlieend den Inhalt aller Vertiefungen und klopfen Sie den Rahmen auf einem saugfihigen Papiertuch

aus, um alle Fliissigkeitsreste zu entfernen.

Hinweis: Es ist ganz wichtig, dass nach dem letzten Waschschritt alle Fliissigkeitsreste entfernt werden. Vermeiden sie das
Austrocknen der Vertiefungen.

12. Geben Sie 15 pl des verdiinnten Konjugats in alle Vertiefungen mit Ausnahme der Blanks.

13. Versiegeln Sie die Vertiefungen mit Abklebefolie und inkubieren Sie sie fiir 30-35 Minuten bei 37°C im Wasserbad oder fiir 40-
45 Minuten im Brutschrank bei 37°C.

14. Losen Sie das kristalline PNPP-Substrat in 500 pl deionisiertem Wasser auf und mischen Sie gut durch, indem Sie den Verschluf3
wieder einsetzen und das Vial gut schiitteln.

15. Verdiinnen Sie das PNPP 1:100 mit dem Substratpuffer.



Teststreifen: 2-1x8 12-1x8

PN 10 ul 60 ul

SB 1.0 ml 6.0 ml

Gut mischen! Bis zur Verwendung vor Licht schiitzen.

16. Waschschritte:

a)
b)
¢)
d)
e)

Verwerfen Sie den Inhalt aller Vertiefungen und klopfen Sie den Rahmen auf einem saugféhigen Papiertuch aus.
Pipettieren Sie 150 ul Waschlosung in jede Vertiefung.

Verwerfen Sie den Inhalt aller Vertiefungen.

Waschen Sie die Vertiefungen 3-4 x wie unter b) und c) beschrieben.

Verwerfen Sie abschlieBend den Inhalt aller Vertiefungen und klopfen Sie den Rahmen auf einem saugfiahigen Papiertuch
aus, um alle Fliissigkeitsreste zu entfernen.

Arbeiten Se die nachsten 3 Schritte zligig ab.

17. Geben Sie 50 pl der verdiinnten PNPP-Losung in jede Vertiefung mit Ausnahme der Blanks.

18. Die Reaktionsansétze im Dunkeln 30-35 Minuten bei Raumtemperatur (22 — 25°C) inkubieren.

Hinweis:

Die Inkubationszeit bzw. -temperatur nach Zugabe des PNNP ist kritisch. Halten Sie sie genau ein und starten Sie
die Zeit mit der Zugabe des PNPP in die erste Vertiefung.

19. 50 pl Stoppldsung in gleicher Abfolge wie das Substrat in alle Vertiefungen geben. Fiillen Sie die Blanks mit zusétzlichen 50 pl
Stopplosung auf.

20. Die Reaktionen werden nach dem Stoppen im ELISA-Reader bei 405 oder 410nm gemessen und ausgewertet. Benutzen Sie
keinen Referenzfilter. Lassen Sie die Streifen im Dunkeln bis zu max. 30 Minuten stehen, wenn die Messung nicht sofort nach
dem Abstoppen gemacht werden kann.

21. Ziehen Sie die Blank-OD Werte von den Proben und Kontrollen ab. Bei vielen ELISA-Readern ldsst sich dieses programmieren.

22. Ubertragen Sie Ihre Werte auf den Protokollbogen.

Kalibrationsdetails

Es existiert kein bekannter internationaler Standart zur Messung von FVIII Antikérpern. Im Factor VIII Antikorper Screen legt die
Kitkontrolle den Cutoff zwischen negativen und positiven Proben fest. Proben mit durchschnittlichen OD-Werten, die grof3er sind, als
der Mittelwert der Kitkontrolle, sind positiv zu bewerten. Proben mit durchschnittlichen OD-Werten, die kleiner sind, als der
Mittelwert der Kitkontrolle, sind negativ zu bewerten. Die Kitkontrolle ist Chargenspezifisch, dh. sie ist nur mit den Reagenzien ihrer
Charge valide.

Qualitatskontrolle

Die Qualititskontrolle des Factor VIII Antibody Screen besteht aus dem Einsatz positiver und negativer Kontrollen, die bei jedem
Ansatz mitgefiihrt werden, um die korrekte Durchfiihrung des Tests und die Reaktivitit aller Reagenzien zu bestitigen.

Kriterien fir einen validen Test:

Negative Kontrolle | Positive Kontrolle

OD-Mittelwert >0.03-<0.200 =>0.800

Die Doppelbestimmungen der Kitkontrolle und der positiven Proben sollten nicht mehr als 20% von ihrem Mittelwert abweichen.
Alle Proben auflerhalb dieses Bereiches sollten wiederholt werden.

Hinweis:

Die Griinde fiir schlechte Doppelbestimmungen kdnnen vielfaltig sein: Fehler beim Pipettieren der Proben und
Reagenzien, Fehler bei den Inkubationszeiten bzw. -temperaturen, falsche Volumina, Streulicht wihrend der
abschlieBenen Inkubation oder Verschleppungen. Abweichende Doppelbestimmungen fiihren zur Akzeptanz
falscher Ergebnisse.



Inter pretation der Ergebnisse

Ein Ergebnis ist positiv, wenn die Extinktion (OD-Mittelwert) der Probe grofer ist als der Mittelwert der Kitkontrolle.
Ein Ergebnis ist negativ, wenn die Extinktion (OD-Mittelwert) der Probe kleiner oder gleich ist als der Mittelwert der Kitkontrolle.

Einschrankungen

Kontaminationen der Reagenzien, falsche Inkubationszeiten bzw. —temperaturen, unzureichendes Waschen und Ausklopfen der
Vertiefungen, falsche Volumina, Streulicht wiahrend der Substratinkubation oder Auslassung von Schritten bei der Abarbeitung fithren
zu falschen Ergebnissen.

Die Testergebnisse sollten nicht einzige Grundlage fiir eine klinische Entscheidung sein.

Spezifische Charakteristika der Dur chfiihrung

Um die Reaktivitit und Spezifitit zu garantieren, wird jede Charge des Factor VIII Antibody Screen mit Proben, die FVIII
Antikorpern enthalten, getestet wie auch mit Proben, die diese Antikorper nicht enthalten.

Prézision

Der within run, between run und die Gesamtungenauigkeit des Factor VIII Antibody Screen wurde mit 8 Proben unterschiedlicher
Reaktivitdt (negative, schwach positive und positive und hoch positive), die im Factor VIII Antibody Screen in Doppelbestimmung in
10 Ansétzen getestet wurden, bestimmt. Fiir die Ungenauigkeit der OD-Werte wurden die Daten durch ANOVA geméafl dem CLSI
Document EP-5A2 analysiert. Die Kalkulationen werden in der folgenden Tabelle aufgefiihrt. Die Resultate zeigen < 13% Total cv fiir
Proben mit OD-Werten > 0.600 und < 24% Total cv fiir Proben mit OD-Werten kleiner als 0.600. Zusdtzlich wurden die aufgefiihrten
Ergebnisse gemiB dem CLSI Document EP12-A analysiert. Es ergab sich eine 100% Ubereinstimmung zwischen den aufgefiihrten
Ergebnissen beim within run und between run fiir jede getestete Probe.

Probe Mean Within Within Between Between Total Total
OD Wert Run SD Run %cv Run SD Run %cv SD Y%cv

Probe 1

schwach positiv 0.390 0.052 13.3 0.092 23.6 .099 254

Probe 2

schwach positiv 0.650 0.014 2.2 0.063 9.7 0.064 9.9

Probe 3

positive 0.880 0.140 1.6 0.089 10.1 0.089 10.1

Probe 4

positive 1.120 0.041 3.7 0.086 7.7 0.090 8.0

Probe 5

hoch positiv 1.730 0.094 5.4 0.224 13.0 0.234 13.5

Probe 6

negativ 0.056 0.011 19.7 0.009 16.1 0.012 21.4

Probe 7

negativ 0.057 0.010 17.6 0.011 19.3 0.013 22.8

Probe 8

negativ 0.070 0.011 15.7 0.010 14.3 0.012 17.2

Methodenvergleich: Factor VIII Antibody Screen gegen GTI Factor VIII Inhibitor Assay

Es wurden zwei unabhingige Studien durchgefiihrt, die den Factor VIII Antibody Screen mit dem GTI Factor VIII Inhibitor Assay
verglichen haben. Der Factor VIII Antibody Screen ist eine modifizierte Version des Factor VIII Inhibitor Assay. Die Ergebnisse
beider Studien wurden kombiniert. 137 Proben (Serum und Plasma) wurden getestet. Es zeigte sich wiahrend der Vergleichstestung,
dass 7 Proben von Hamophilie Patienten mit nicht nachweisbarem Bethesda Titer und negativ im Factor VIII Antibody Screen
unerwartet positiv im Factor VIII Inhibitor Assay regierten. Diese Reaktivitét lies sich als nicht FVIII spezifisch erklaren. Der Factor
VIII Antibody Screen benutzt einen Probenverdiinnungspuffer, der so konzipiert wurde, nicht FVIII spezifische Reaktionen zu
reduzieren. Als diese 7 Proben im Factor VIII Inhibitor Assay mit diesem Probenverdiinnungspuffer nachgetestet wurden, zeigte sich
bei der Mehrzahl dieser Proben eine deutliche Verringerung der Gesamt OD-Werte und ein Teil der Proben war negativ. Die
Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle aufgefiihrt:



Factor VIII Inhibitor Assay

Positiv Negativ Total
Positi
Factor VIII NOSI 1tv 879 410 32
Antibody Screen cgatty
Total 96 41 137

Ubereinstimmung: 94.2%
Co-positivity: 92.7%  (95% Confidence Interval = 85.7 — 96.4%)
Co-negativity:: 97.6%  (95% Confidence Interval = 87.4 — 99.6%)

Der Factor VIII Antibody Screen zeigte eine excellente Sensitivitét (co-positivity), Spezifitit (co-negativity) und Gesamtiiber-
einstimmung beim Vergleich mit dem Factor VIII Inhibitor Assay.

Methodenvergleich: Factor VIII Antibody Screen gegen Bethesda Assay

Es wurden zwei unabhingige Studien durchgefiihrt, die den Factor VIII Antibody Screen mit dem Bethesda Assay verglichen haben.
Die Ergebnisse beider Studien wurden kombiniert. 206 Proben wurden im Factor VIII Antibody Screen, im Bethesda Assay und
einem modifiziertem Bethesda Assay (Bethesda Screen) getestet. Der Bethesda Assay gilt als Gold Standart fiir die Messung von
Inhibitor Antikdrpern gegen Faktor VIII. Zweck der Studie war es zu zeigen, dass jeder Probe mit einem positiven Bethesda Titer
auch ein positives Ergebnis im Factor VIII Antibody Screen zuzuweisen war wie auch jeder Probe mit einem negativen Bethesda
Titer ein negatives Ergebnis im Factor VIII Antibody Screen. Die Ergebnisse sind in der folgenden Tabelle aufgefiihrt:

Bethesda Assay
Positiv Negativ Total
Factorvill oStV 92 12 104
Antibody Screen o83tV 4 98 102
Total 96 110 206

Ubereinstimmung: 92.2%
Co-positivity: 95.8%  (95% Confidence Interval = 89.8 — 98.4%)
Co-negativity: 89.1%  (95% Confidence Interval = 81.9 — 93.6%)

Die 4 im Bethesda positiven und Factor VIII Antibody Screen negativen Proben hatten Bethesda Titer von 0.8 bis 3 BU. Die Bethesda
Werte wurden nicht in einem zweiten Labor bestitigt, jedoch waren die Factor VIII Antibody Screen Ergebnisse iibereinstimmend
negativ fiir diese Proben. 12 Proben waren Bethesda negativ und Factor VIII Antibody Screen positiv. Die Mehrheit dieser Proben
stammte vom gleichen Patienten und belegt entweder die Entwicklung von FVIII Antikérpern oder die Verringerung von FVIII
Antikdrpern unter Immuntoleranztherapie.

Grundsétzlich wurden diese Abweichungen in Proben von Patienten gefunden, die sofort entnommen wurden, bevor der Patient
Bethesda positiv getestet wurde oder sofort nach Bethesda negativer Testung, was auf eine hohere Sensitivitit fiir Faktor VIII
Antikdrper im GTI Factor VIII Antibody Screen hinweist.

Der Factor VIII Antibody Screen zeigte excellente Sensitivitdt (co-positivity), Spezifitit (co-negativity) und Gesamtiibereinstimmung
im Vergleich mit dem Gold Standard, dem Bethesda Assay.

Storende Substanzen

Folgende Substanzen zeigten in der angegebenen Konzentration keinen Einfluss auf den Factor VIII Antibody Screen:

Hamoglobin <500 mg/dL
Bilirubin <20 mg/dL
Intralipid <500 mg/dL
Gammagaurd (IVIG) <200 pg/dL
Rituxan (rituximab) <10 png/dL
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