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1. VERWENDUNGSZWECK
BlueDot Liver? IgG ist ein Immunodot Kit zum Nachweis (in humanen Seren) von IgG-Autoantikérpern gegen die Antigene M2/nPDC,
gp210, sp100, LKM1, LC1, SLA und F-actin.

Dieser Kit dient zur Bestatigung von Mustern, die durch Immunfluoreszenz, der Screening- und Referenzmethode bei der
Autoimmunitat, erhalten wurden; der Kit ist ein Hilfsmittel fiir die Diagnose verschiedener Autoimmunerkrankungen (mehr Information
zu den Autoantikérpern und den Autoimmunerkrankungen, siehe 11.5 Diagnostische Werte der Autoantikdrper).

Der Test ist flr eine groBe, routinemaBige Population bestimmt. Dieser Kit ist ausschlieBlich fir die professionelle Anwendung in
klinischen Analyselabors bestimmt. Eine vorherige Schulung wird dringend empfohlen (bitte wenden Sie sich an Ihren Verteiler).Er
kann nur manuell auf einem Wippschiittler oder in einem offenen automatischen Immunodot-Verarbeitungssystem verwendet werden,
das nach dem in Punkt 9.2 beschriebenen Pipettierschema programmiert ist.

2. TESTPRINZIP
Dieser Kit und alle seine Bestandteile sind ausschlieBlich fiir die manuelle Durchfiihrung bestimmt.
Der Test beruht auf dem Prinzip eines Enzym-Immunoassays. Die Teststreifen bestehen aus einer Membran, die auf einem
Kunststofftrager fixiert ist.

Wahrend des Testverfahrens werden die Streifen mit verdiinntem Patientenserum inkubiert. Sind Antikdrper vorhanden, binden sich
diese an das/die entsprechende(n) spezifische(n) Antigen(e) auf der Membran. Ungebundene oder lberschiissige Antikdrper werden
durch Waschen entfernt. AP-konjugierte Ziegen-Antikdrper gegen humanes IgG werden auf die Streifen gegeben. Dieses
Enzymkonjugat bindet an die Antigen-Antikdrper-Komplexe. Nachdem uberschiissiges Konjugat durch Waschen entfernt wurde, wird
eine Substratlésung hinzugefiigt. Falls Enzymaktivitat vorhanden ist, entwickeln sich auf den Membranstreifen purpurfarbene Dots.
Die Intensitdt der Farbung ist direkt proportional zur Menge der in der Probe vorhandenen Antikorper.

Der Kit besteht aus 24 Einwegtests.

3. PACKUNGSINHALT
Vor Gebrauch bitte erst iiberpriifen, ob alle angegebenen Teile vorhanden sind und die Eigenschaften des Produkts mit
den hier beschriebenen iibereinstimmen!
Sollte irgendetwas fehlen oder beschddigt sein, den Kit bitte NICHT benutzen. In diesem Fall wenden Sie sich bitte an
Ihren Verteiler!

3.1 BESTANDTEILE

ZU VERDUNNEN: (10 x) 1 x 40 ml (farblos) =
Waschpufferlosung Enthélt: H20 « TBS « NaCl « Tween « Konservierungsmittel g
GEBRAUCHSFERTIG:  Teststreifen 24 Stiick N
Je 9 Punkte: _\
1 Negativkontrolle (Cut-off) (CO)
7 Antigene

1 Positivkontrolle (Reaction Control) (RC)

Verdiinnungspuffer 1 x 40 ml (gelb)
Enthélt: H20 « TBS « NaCl « Tween « BSA - Farbstoff
Konservierungsmittel

Konjugat 1 x 40 ml (rot) RC —
Enthélt: H20  TBS « NaCl « KCI « MgCLz + AP-konjugiertes M2/nPDC —
Antihuman-IgG aus der Ziege » Farbstoff gp210 —
Konservierungsmittel spl00 — O

Substrat 1 x 40 ml (braune Flasche, hellgelbe Lésung) LKM1 —
Enthélt: H20 « Konservierungsmittel « MgCL> « TBS « NBT LEL—
« BCIP « NBT Stabilisator SLA —

Inkubationsschalen 3 Stiick F-actin —
mit 8 Inkubationsrinnen O —

Abkidrzungen in alphabetischer Reihenfolge:

AP = alkalische Phosphatase; BCIP = Brom-Chlor-Indolyl-Phosphat; BSA = Rinderserumalbumin; KCI = Kaliumchlorid; MgCl. = Magnesiumchlorid; NaCl
= Natriumchlorid; NBT = Nitroblau Tetrazolium; TBS = TRIS-gepufferte Kochsalzlésung

Weitere Informationen (ber die Zusammensetzung und Konzentration der verwendeten Wirkstoffe entnehmen Sie bitte den auf Anfrage oder unter www.d-
tek.be erhéltlichen MSDS.
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Artention : consult instructions for use For ... uses
Artenzione : consult le istruzioni per uso Per .. dosa
Achtung :Gebrauchsanwendung beachten % ;? Fir .. Anwendungen
[:EJ Artention : consulter le mode d'emplai Pour .. utilizations
Arentién : consultar las instrucciones Para ... usos
Atengdo : consultsr instrugles para uso Para ... utilizagdo
Mpogoyn) ¢ Fupfouksursms Tig ofnhisg yonong yio ... ¥prosg
In vitro dizgnostic mediczl devica Code
Dispositivo medico diagnostico in vitro Codice
Zur medizinischen diagnostischen Anwendung in Artikelnummer
vitro Raférance
Dispositif médical de dizgnastic in vitro Cadigo
Dispositive medico para uso dizgnostico in vitro Cadige
Dispositive médico para uso dizgnostico in vitro Kodias
Tompeko whikd yig Sidyvwon In Vitre
To be stored from 2°C to B°C Manufactured by
. Conservazione da 2 - 8°C Fabbricado dz
Bc bei 2°C bis 8°C lagem Hergestellz von

A conzerver de 2°C 3 8°C
Almacenar a 2 - §5C
Armazenar a 2 - §0C
AnoBnesioTs oroug 2 suc 8°C

Fabrigué par

Fabricado por
Fabricado por
Karomeudlsta and T

Batch Mumber Us= by (lzst day of the month]
Lotto numero Utlizzare prima del {ultimo giorne del mese)
Chargennummer Vervendbar bis (letzter Tag des Monats)

Désignation du lot
Denominacion de lote
Muméro do lote
Koodikac

Utiliser avant {dernier jour du mois indique)
Estable hasta tIJEEr antes de ultime diz del mes)
Data limite Fara utilizagde (ulime dia do més)
¥prjon we (TehauTaig npspa Tow priva)

CE Mark
Marcatura CE
CE-Kennzaichnung
Marquage CE
Marca CE
Marcagdo CE
povoypopnon CE

To be protected from direct sunlight
Proteggere dallz luce

Vor Licht schiltzen

Protéger de |z lumigre

Protejz de |z luz

Proteger da exposicdo a luz
NpooTarslsTe Tov avTIGpaTTDIG

Incubation tray Coated strip

Vaschesta d'incubazione Strips rivestita

Inkubationsschzle Streifen
Plaque dincubation STRIP Bandslette

Bandejas de incubacion Tira

Bandejas de incubacdo Tira

Algwol snwaomc ETyuaTay

DiL

Diluant

Dilusnts campions
Verdinnungspuffer
Diluznt

Tampdn diluyente
Tampdo de diluicio

[-.- % concentrated ) wash buffer
Tampone di |avagglu:u {concentrato... x)
. % konzentrierts 5pu|puﬁer|u5ung
tar‘npun de lavage (... x concentré)
X D:uncentradq%l tampanes de lavado
{ . % concentrado) tampdo de lavagem

PuBpiomikg Sahupa agaiwong x ouyksvTpwon) Pubuomikd Sialupa nhdong
Conjugate ... Substrate
Eﬂn[uga?:: Euﬁiﬂ
onjugat ... u
CONJ u Conjugué ... Substrat
E{:-nj:ugadu Sustrato
Conjugado . Substrato
Fuluyee . Y¥nooTpwpa

3.2 Im Kit verwendete Antigene

M2/nPDC E1, E2 und E3 Untereinheiten des Pyruvat-Dehydrogenase-Komplexes (gereinigt aus Rinderherz)

gp210 Glykoprotein des Kernporenkomplexes (36-Aminosdauresequenz entsprechend dem C-terminalen
zytoplasmatischen Schwanz von gp210, human, rekombinant, exprimiert in E.coli)

spl100 100 kD Protein des Kernkodrpers (rekombinant, human, exprimiert in Baculovirus-infizierten Sf9-Zellen)

LKM-1 Cytochrom-Oxydase P450 2D6 (Leber-Nieren-Mikrosom-Typ-I-Antigen) (rekombinant, human, volle Lange,
exprimiert in Baculovirus-infizierten Sf9-Zellen)

LC-1 Formiminotransferase Cyclodeaminase (Leberzytosol Typ I Antigen) (rekombinant, human, exprimiert in
Baculovirus-infizierten Sf9-Zellen)

SLA Lésliches Leber-Antigen (rekombinant, human, exprimiert in E.coli)

F-actin In-vitro polymerisierte Aktinfilamente (hergestellt aus gereinigtem G-Actin (Kaninchenskelettmuskel)

4. ERFORDERLICHE (NICHT ENTHALTENE) MATERIALIEN
Wippschuttler / Mikropipetten / Timer / Messzylinder / Destilliertes oder deionisiertes Wasser / Pinzetten / Absorptions- und/oder
Filterpapier.

5. LAGERUNG
Die angemischte Waschlosung ist bei 2-8 °C mindestens einen Monat haltbar. Reagenzien und Streifen kénnen bei 2-8 °C bis zum
Ablaufdatum, das auf jeder Flasche bzw. jedem Rohrchen angegeben ist, aufbewahrt werden.
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Legen Sie ungebrauchte Streifen zurtick in das mitgelieferte Réhrchen, verschlieBen Sie es und bewahren Sie es bei 2-8 °C auf. Das
Chromogen/Substrat (NBT/BCIP) sollte bei 2-8 °C gelagert werden.

Bei ordnungsgemaBer Lagerung sind alle Bestandteile des Testkits bis zum angegebenen Verfallsdatum haltbar.

6. VORSICHTSTMASSNAHMEN

1. Alle Reagenzien sind nur flr In-vitro diagnostische Zwecke und professionellen Gebrauch bestimmt und dirfen nur von
Fachpersonal verwendet werden.

2. Die Reagenzien des Kits gelten als nicht gefahrlich, da die Konzentrationen der potentiell geféahrlichen Chemikalien unter den von

den europaischen Vorschriften festgelegten Schwellenwerten liegen (siehe Sicherheitsdatenblatt).
Dennoch enthélt das Produkt Konservierungsstoffe, die (in der gegebenen Konzentration) leicht umweltbelastende Eigenschaften
haben oder eine Hautsensibilisierung verursachen kénnen. Daher sollte der Kontakt mit der Haut, den Augen oder Schleimh&uten
vermieden werden. Wie bei jeder Chemikalie, die spezifische Gefahren enthdlt, sollte(n) das Produkt/die Produktkomponenten
nur von qualifiziertem Personal und mit den erforderlichen VorsichtsmaBnahmen gehandhabt werden.

3. Patientenproben sollten so behandelt werden, als ob sie Infektionskrankheiten Ubertragen kénnten; sie benétigen daher einen
geeigneten Schutz (Handschuhe, Laborkittel, Schutzbrille). In jedem Fall sollte die GLP mit allen geltenden allgemeinen oder
individuellen Sicherheitsvorschriften angewendet werden.

4. Entsorgung: Patientenproben und inkubierte Teststreifen und benutzte Flaschchen sollten als infektidser Abfall behandelt werden.
Die Pappe und die anderen Reagenzien miissen nicht separat gesammelt werden, sofern nicht anders in behdérdlichen Vorschriften
angegeben.

7. EMPFEHLUNGEN

1. D-tek und seine autorisierten Verteiler kénnen nicht fiir Schaden verantwortlich gemacht werden, die indirekt oder durch eine
Anderung/Modifikation des angegebenen Verfahrens, eine unsachgeméBe Verwendung des Kits und/oder die Verwendung eines
unvollstandigen oder beschadigten Kits, verursacht wurden. Der Gebrauch dieses Kits ist nur qualifiziertem technischen Personal
vorbehalten.
Die Verantwortung von D-tek ist in jedem Fall auf den Ersatz des Kits beschrankt.
Im Falle eines ernsthaften Zwischenfalls (Verletzung, Verschlechterung der Gesundheit oder Tod) mit diesem IVD-Kit, melden
Sie es bitte sofort dem Hersteller (siehe untenstehende Adresse) und der zustédndigen Behodrde Ihres Landes.

wnN

8. ENTNAHME, HANDHABUNG UND LAGERUNG DER PROBEN
Der Test sollte nur an kirzlich entnommenen Serum-Proben durchgefiihrt werden. Seren mit Partikeln sollten bei niedriger
Geschwindigkeit zentrifugiert werden. Proben kdnnen in trockenen Rohrchen abgenommen werden. Die Verwendung eines Pools
verschiedener Seren ist zu vermeiden, da dies zu Diskrepanz in den Ergebnissen fiihren kann (siehe Punkt 10.4). Nach der Abtrennung
sollten die Serumproben sofort verwendet oder aliquotiert und bei 2-8 °C (fiir eine mehrtagige Lagerung) oder bei -20 °C eingefroren
(fir eine langere Lagerung) gelagert werden. Wiederholte Einfrier-/Auftauzyklen der Proben missen vermieden werden.

9. TESTVERFAHREN
GRUNDLEGENDE INFORMATIONEN, HANDHABUNG UND TIPPS:
Die Antigen- und Kontrollpunkte sind auf den Streifen blau vorgeféarbt, um sicherzustellen, dass alle Antigene richtig auf die Membran
aufgebracht sind. Diese blaue Farbung verschwindet im ersten Inkubationsschritt. Wahrend der Inkubation mit dem verdinnten
Waschpuffer erscheint auf der Membran eine schwache rosa Hintergrundférbung, die beim Trocknen am Ende der Abarbeitung wieder
verschwindet.
Wahrend der Inkubation muss die Schale immer geschittelt werden, um eine griindliche Zirkulation der Flissigkeiten (ber der
Membran zu gewdhrleisten. Ein Wippschittler ist dafiir das geeignete Gerét. Stellen Sie die Amplitude des Schittlers so ein, dass
keine Losung aus den Rinnen Uberschwappt oder in benachbarte Rinnen gelangen kann.
Nach jeder Befiillung der Inkubationsrinnen kippen Sie die Inkubationsschale kurz von Hand bis die Streifen vollstéandig benetzt sind
um evtl. anhaftende Luftblaschen unter den Streifen zu entfernen. Alternativ kdnnen Sie aufschwimmende Streifen durch Driicken
(mit einer Pinzette oder Pipettenspitze) auf die Oberseite der Streifen, jedoch nicht an der Position der Antigene, in die Losung,
untertauchen.
Vermeiden Sie jede Beriihrung der Membran des Streifens mit den Fingern, Pinzetten oder Pipetten. Fassen Sie die Streifen stets
nur an der oberen beschrifteten Kunststoffzone an. Alle Arbeitsschritte sollen bei Zimmertemperatur (18-25°C) stattfinden

Beschreibung der KONTROLLEN:

Die Positivkontrolle oder RC (Reaktionskontrolle) besteht aus einem Protein, das alle in der Testprobe vorhandenen
Immunglobuline fixiert. Wenn der Test korrekt durchgefiihrt wurde, zeigt diese Kontrolle am Ende des Tests eine Farbung (mit einer
Intensitat, die von der effektiven Konzentration der Immunglobuline in der Probe abhangt).

Das Fehlen einer Farbung dieses Punktes am Ende des Tests kann ein Hinweis darauf sein, dass die Probe nicht auf den Streifen
pipettiert wurde (siehe Punkt 10.4 Fehlerbehebung).

Die Negativkontrolle oder CO (Cut-Off-Kontrolle) besteht aus einem Protein, das mit dem enzymatischen Substrat und mit
bestimmten Bestandteilen der Probe reagiert. Bei korrekter Testdurchfiihrung erscheint diese Kontrolle am Ende des Tests gefarbt,
wobei ein von der Kinetik des Substrats und den Eigenschaften der Probe abhangiges Signal ausgegeben wird. Die Intensitat dieser
Kontrolle dient als Schwellenwert fiir die Auswertung der Ergebnisse (siehe Punkt 10 AUSWERTUNG DER ERGEBNISSE).

9.1 Vorbereitung der Reagenzien
1. Lassen Sie vor Gebrauch alle Komponenten Zimmertemperatur (18-25°C) erreichen.
2. Verdinnen Sie die konzentrierte Waschpufferlosung pro Teststreifen.
Beispiel: 1,5 ml konzentrierte Waschpufferlésung + 13,5 ml destilliertes Wasser fiir einen Streifen.
Ersetzen Sie keine Reagenzien, und mischen Sie keine Streifen mit unterschiedlichen Chargennummern, da dies zu
Abweichungen bei den Ergebnissen fiihren kann.
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9.2 Abarbeitung des Tests

1. Setzen Sie einen Streifen pro Patienten in die Rinnen, mit den blauen Punkten nach oben.

2. Je 2 ml Waschpufferlosung (verdiinnt) pro Rinne pipettieren. 10 min Inkubieren (Schiitteln)
Nach korrekter Inkubation verschwindet die blaue Fdrbung der Punkte véllig.
Falls nicht, verldngern Sie den Vorgang, bis die Farbe der Punkte vollstédndig verblasst ist.

3. Dekantieren Sie die Lésung aus den Rinnen.
Drehen Sie die Schale langsam um, bis die Flissigkeit herausgeflossen ist. Die Streifen bleiben am Boden der Rinnen
haften. Trocknen Sie die Kante der Schale auf Zellstoff.

4. Je 1,5 ml Probenverdiinnungspuffer pro Rinne pipettieren.

5. Je 10 pl der unverdiinnten Patientenprobe pipettieren. 30 min Inkubieren. (Schiitteln)
Beriihren Sie die Membran nicht mit der Pipettenspitze. Lassen Sie die Probe am besten (iber den oberen Teil der Streifen
(Kunststoffzone) in die Lésung laufen.

Hinweis: Die Schritte 4 und 5 kénnen durch Vorverdiinnen der Probe in einem Glas- oder Kunststoffréhrchen
zusammengefasst werden (1,5 ml Lésungsmittel + 10 ul Patientenprobe — Mischen — in die Rinne geben).

6. Dekantieren Sie die Losung aus den Rinnen.
Drehen Sie die Schale langsam um, bis die Flissigkeit herausgeflossen ist. Die Streifen bleiben am Boden der Rinnen
haften. Trocknen Sie die Kante der Schale auf Zellstoff.

7. 3 x 3 Minuten mit je 1,5 ml Waschpufferlosung (verdiinnt) pro Rinne inkubieren (Schiitteln)
Nach jedem Waschvorgang den Puffer durch langsames Umdrehen aus den Rinnen laufen lassen. Die Streifen bleiben am
Boden der Rinnen haften. Trocknen Sie die Kante der Schale mit Zellstoff.
8. Je 1,5 ml Konjugat pro Rinne pipettieren. 30 min inkubieren (Schiitteln)
9. Dekantieren Sie die Losung aus den Rinnen.
Drehen Sie die Schale langsam um, bis die Fliissigkeit herausgeflossen ist. Die Streifen bleiben am Boden der Rinnen
haften. Trocknen Sie die Kante der Schale auf Zellstoff.
10. 3 x 3 Minuten mit je 1,5 ml Waschpufferlosung (verdiinnt) pro Rinne inkubieren (siehe Schritt 6).
Nach jedem Waschvorgang den Puffer durch langsames Umdrehen aus den Rinnen laufen lassen. Die Streifen bleiben am
Boden der Rinnen haften. Trocknen Sie die Kante der Schale mit Zellstoff.
11. Je 1,5 ml Substrat pro Rinne pipettieren. 10 min inkubieren (Schiitteln).
12. Dekantieren Sie die L6sung aus den Rinnen.
Drehen Sie die Schale langsam um, bis die Fliissigkeit herausgeflossen ist. Die Streifen bleiben am Boden der Rinnen
haften. Trocknen Sie die Kante der Schale auf Zellstoff.
13. 1 x 3 Minuten mit 1,5 ml Waschpufferlosung (verdiinnt) pro Rinne inkubieren (Schiitteln), um die Reaktion zu
unterbrechen.
14. Entnehmen Sie die Streifen aus den Rinnen und trocknen Sie diese durch kurzes Andriicken auf Zellstoff oder
Filterpapier. Dann noch 30 Minuten trocknen lassen. Das Auswerten muss innerhalb 24 Stunden nach Testverarbeitung
erfolgen.

10. AUSWERTUNG DER ERGEBNISSE

Eine visuelle (qualitative) Auswertung der Ergebnisse ist mdglich, jedoch wird flir mehr Prazision und fir eine semi-quantitative
Auswertung generell die Verwendung des BlueScan-Scanners und der Dr Dot-Software empfohlen.

WICHTIGER HINWEIS: Die Positivitit aller Parameter dieses Kits ist NICHT mdéglich, und in einem solchen Fall ist der
Test NICHT giiltig. Ein weiterer Test muss durchgefiihrt werden, ehe eine Diagnose gestellt werden kann!!

10.1. Qualitative Auswertung

1. Ziehen Sie die Abdeckung des Klebstoffs auf der Riickseite jedes Streifens ab und legen Sie die Streifen mit der reaktiven Seite
nach oben auf die markierten Felder der Interpretations-Vorlage (zusammen mit dem Kit mitgeliefert). Sie zeigt die jeweiligen
Positionen der verschiedenen Antigene und Kontrollen auf der Membran an.

2. Der erste obere Dot (Positivkontrolle - RC) muss bei allen Patienten positiv sein.
Nur ein eindeutig geférbter Positivkontrolldot gewahrleistet, dass Ihre Resultate glltig sind und der Test richtig abgelaufen ist bzw.
die Einzelkomponenten des Kits nicht beeintrachtigt waren. Ist der erste obere Dot nicht gefarbt, ist der Test unglltig und kann
nicht ausgewertet werden.

3. Vergleichen Sie nun die spezifischen Antigendots mit dem Negativkontrolle - CO (die CO ist immer der letzte Dot auf dem
Streifen).
Die Farbintensitat der Antigendots ist direkt proportional zum Titer des spezifischen Antikdrpers in der Patientenprobe.
Die Farbintensitét der CO ist von verschiedenen Faktoren abhéngig. Unter optimalen Bedingungen und sofern die Probe frei von
stérenden Matrixeffekten ist, kann die CO u.U. fast farblos sein. Im Gegensatz dazu weist eine stark gefdrbte CO auf einen hohen
Anteil unspezifischer Bindung in der Probe hin.

POSITIVES ERGEBNIS:

Eine Probe ist fiir einen spezifischen Antikdrper positiv, wenn die Farbintensitdt des zugehdrigen
Antigendots sichtbar starker ist als die Intensitat des CO-Dots.

NEGATIVES ERGEBNIS:

Eine Probe ist fiir einen spezifischen Antikdrper negativ, wenn die Farbintensitdat des entsprechenden
Antigendots schwacher oder gleich stark wie die Intensitat des CO-Dots ist.

Hinweis: die schwache Farbung eines Antigendots, die der Farbintensitat des CO-Dots nahe kommt, kann durch rein visuelle
Priifung schwer zu unterscheiden sein. In solchen Fallen wird empfohlen, die DrDot-Software und das Scansystem (siehe 10.2)
zu verwenden und die entsprechenden Anweisungen fiir eine genauere Auswertung zu beachten.
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10.2 Semi-quantitative Auswertung: Einsatz des Dr Dot Software-und-Scanning-Systems (Achtung: Streifentrager
(BlueDiver Clamp) und leere Streifenhalter sind nétig!)

Der BlueScan-Scanner ist ein speziell fiir das Lesen von D-tek-Immunodot-Streifen entwickeltes System. Er ermdglicht ein prazises
und einfaches Einfuihren der Teststreifen.

Die Dr Dot Software ermdglicht eine Semi-Quantifizierung der Ergebnisse. Ausgehend von gescannten Bildern wird jedes Ergebnis in
Grauwerten quantifiziert und mit der im BlueScan Cover integrierten Referenzskala verglichen.

Diese Graustufen-Intensitaten werden transformiert und in Arbitréren Einheiten (Arbitrary Units (AU), von 0 bis 100) widergegeben;
die arbitrdren Einheiten werden gemaB der folgenden Umrechnungsformel, ausgehend von den Intensitdten der auf dem Streifen
vorhandenen Kontrollen (RC und CO, siehe Punkt 9), berechnet:

Resultat Anti X (AV) Graustufenintensitit des Antigen X — Graustufenintensitat des CO 100
= *
esuital von fnctgen Graustufenintensitit des RC — Graustufenintensitit des CO

1. Bereiten Sie einen Streifentrager vor und laden Sie so viele leere Streifenhalter, wie es Streifen zu analysieren gibt. Flihren Sie
vorsichtig einen Streifen in jeden Streifenhalter ein, wobei der RC nach oben zeigt.

2. Den Streifentrager mit der reaktiven Seite der Streifen nach unten in die dafiir vorgesehene Position des BlueScan-Scanners einlegen.
3. Das Scannen der Streifen mit der Dr Dot-Software starten.
4. Die Ergebnisse werden von der Software semi-quantifiziert, und die Auswertung der erhaltenen Werte ist wie folgt
Dr Dot arbitrdre Auswertung
Einheiten (AU)
<5 negativ
5-10 equivokal
>10 positiv

Detaillierte Informationen iber das BlueScan-System und die Dr Dot-Software erhalten Sie im Nutzungshandbuch der Dr Dot-Software

10.3 Wichtige Empfehlungen fiir die Auswertung von Ergebnissen

1. Dieser Kit stellt ein diagnostisches Hilfsmittel dar. Folglich kann keine Diagnose allein auf der Basis dieses Kits gestellt werden. Die
Ergebnisse sollten immer unter Berlicksichtigung der klinischen Untersuchung, der Anamnese des Patienten und der mit anderen
Methoden erzielten Ergebnisse interpretiert werden.
Es gibt leider keine einzige Technik oder Methode, die die Mdglichkeit falsch positiver oder falsch negativer Ergebnisse ausschlieBen
kann. Demzufolge muss vor der Verwendung eines BlueDot Kits méglichst ein indirekter Immunfluoreszenztest durchgeflihrt werden
(Immunfluoreszenz ist als Referenzmethode in der Autoimmunitat anerkannt).

2. Die Intensitat eines Ergebnisses gibt nicht unbedingt den Grad der Intensitdt der Erkrankung an, sondern vielmehr die Hohe der
nachgewiesenen Antikdrper.

3. Niedrige Titer von Autoantikérpern kdnnen bei gesunden Patienten auftreten. Aus diesem Grund sollten niedrig-positive Ergebnisse
(nahe der CO, zwischen 5 und 10 AU), obgleich glltig, als equivokal (zweideutig) angesehen werden. In solchen Fallen wird ein
erneutes Testen des Patienten, vorzugsweise durch Verwendung einer neuen Probe, empfohlen. Wenn das Ergebnis beim erneuten
Test immer noch zweideutig sein sollte, missen andere diagnostische Tests und/oder klinische Informationen verwendet werden, um
den autoimmunen Zustand des Patienten zu bestimmen.

4, Aus verschiedenen Griinden, und unter bestimmten Bedingungen kann der Kit einen Leistungsdefekt aufweisen (siehe 10.4
Fehlerbehebung). In solchen Fallen sind die Ergebnisse nicht glltig und kénnen nicht ausgewertet werden. Es wird empfohlen, den
Test zu wiederholen. Sollte der Fehler weiterhin bestehen, wenden Sie sich bitte an Ihren Verteiler.

5. Die Intensitdt der Ergebnisse kann abnehmen, wenn der Kit am Ende seiner Lebensdauer verwendet wird. Die Leistung des Kits
(Erkennung von positiven und negativen Resultaten) wird jedoch unter normalen Gebrauchs- und Lagerungsbedingungen nicht
beeintrachtigt.

6. Sequentielle Probennahmen (zu verschiedenen Zeitpunkten) bei einem Autoimmunpatienten kénnen manchmal, von einer Probe zur
anderen, zu unterschiedlichen Ergebnissen flihren. Dieser Unterschied kann mehrere Griinde haben: die Behandlung des Patienten,
die Entwicklung der Krankheit oder eine Serokonversion. Im speziellen Fall einer Serokonversion kann das Ergebnis in einer friihen
Probe des Patienten positiv fiir einen Autoantikdrper sein und in einer spateren Probe desselben Patienten positiv flir einen anderen
Autoantikérper werden.

10.4 Fehlerbehebung

Problem Mdglicher Grund + Léosungen

Diskrepanz der Ergebnisse im - Verwendung - Falsches Pipettieren von Serum

Vergleich zu einer - Falsche Dosiermenge

Referenzmethode - Verwendung von zwei verschiedenen Proben eines selben Patienten

(siehe Punkt 10.3.6) oder falsche Handhabung/Lagerung der Proben
zwischen den Tests
- Fehlerhafte visuelle Auswertung
- fehlerhafte DrDot Ablesung
- bitte den Test wiederholen
- Material - Stdérende Substanzen in der Probe
- Die Probe ist ein Pool aus verschiedenen menschlichen Seren
- bitte den Test wiederholen und durch andere Methoden bestdatigen
- Methode - Intrinsische Leistung des Kits (siehe 11.2 Analytische Sensitivitdt und
Spezifitat)
- Verfallener Kit
- Stabilitatsproblem
Bitte kontaktieren Sie Ihren Distributor fiir weitere technische Supportanfragen.
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Unterschiedliche Ergebnisse in - Verwendung - Falsches Pipettieren von Serum
einer gleichen Charge oder - Falsche Dosiermenge
zwischen mehreren Chargen - - Fehlerhafte visuelle Auswertung

- fehlerhafte DrDot Ablesung
- bitte den Test wiederholen
- Methode - Intrinsische Leistung des Kits
(siehe 11.1 Wiederholbarkeit und Reproduzierbarkeit)

Verunreinigung zwischen - Verwendung - Falsches Pipettieren von Serum
benachbarten Streifen - bitte den Test wiederholen
Schwache (oder fehlende) RC - Use - Serum nicht pipettiert

- bitte den Test wiederholen
- Patient leidet eventuell an IgA-Mangel
- bitte den Test wiederholen, um den Patientenstatus zu bestéatigen
- Beschéadigte Reagenzien
- die Integritdt der Reagenzien prifen
- bitte kontaktieren Sie ihren Verteiler, falls Sie ein Problem vermuten
- Dot nicht auf dem Streifen
- Zahlen Sie die Anzahl der Dots auf dem Streifen; falls nicht korrekt,
wenden Sie sich an Ihren Lieferanten

CO fehlend - beschéadigte Reagenzien
> Uberpriifen Sie die Integritdt der Reagenzien, kontaktieren Sie Ihren Handler, falls Sie ein
Problem vermuten.
- Dot fehlt ganzlich auf dem Streifen

- Zahlen Sie die Anzahl der auf dem Streifen vorhandenen Spots, kontaktieren Sie Ihren Handler
im Falle einer falschen Anzahl

Unspezifische Bindungen / hoher | Verdacht auf Anwesenheit einer Kontamination oder einer Stérsubstanz in der Patientenprobe
Hintergrund / hoher CO-Wert - bitte den Test wiederholen und durch eine andere Methode bestdtigen
Bitte kontaktieren Sie Ihren Distributor fiir weitere technische Supportanfragen.

Streifen nicht korrekt etikettiert Herstellungsproblem - bitte wenden Sie sich an Ihren Verteiler
Kitinhalt nicht korrekt Herstellungsproblem - bitte wenden Sie sich an Ihren Verteiler
Die Resultate aller Antigene sind | Problem mit Reagenzien > bitte wenden Sie sich an Ihren Verteiler
positiv

HINWEIS:

Die wichtigsten Rest-Risiken des Kits, wie sie in der Risikoanalyse des Kits am Ende des Designs (nach der Abmilderung)
angegeben sind, sind wie folgt:

1) Risiko auf falsche Ergebnisse aufgrund eines Pipettierfehlers (schlechtes Serum)
2) Risiko falscher Ergebnisse aufgrund einer in der Probe enthaltenen Storsubstanz

11. LEISTUNGEN
11.1 Wiederholbarkeit und Reproduzierbarkeit
Referenzproben wurden fir jeden Antikorper in aufeinanderfolgenden, statistisch reprasentativen Serien getestet, sowohl im selben

Test als auch in verschiedenen Tests und zwischen verschiedenen Chargen, um die Intra-Assay-, Inter-Assay- und Inter-Lot-
Variationen zu berechnen.

In allen Féllen lagen die Standardabweichungen der Farbintensitat innerhalb der folgenden erwarteten Grenzen:
CV < 10% fir Intra-Assay-Laufe
CV < 15% fir Inter-Assay-Laufe
CV < 20% fir Inter-Charge-Laufen

11.2 Analytische Sensitivitat
Messbereich (halb-quantifizierte Ergebnisse): Von 0 AU (negativ) bis 100 AU (hoch positiv).

Nachweisgrenze: Der niedrigste gemessene Wert des Tests betrdgt 5 AU (gilt als mehrdeutig gemaB dem Interpretationsalgorithmus,

siehe Punkt 10.2).

Da es flir die Autoantikdrper keine internationale Norm gibt, sind Messgenauigkeit und Linearitat bei diesem Produkt nicht anwendbar.
11.3 Analytische Spezifitat

1. Die wichtigsten bekannten Stérsubstanzen wurden an jedem Biomarker dieses Kits getestet.

Bei jeder getesteten Konzentration der Stérsubstanz betrug die Differenz zwischen dem Ergebnis der Probe ohne die Stérsubstanz
im Verhaltnis zum Ergebnis der Probe mit der Stérsubstanz nicht mehr als 15%.

Storsubstanz Hochstkonzentration | Zwischenkonzentration | Mindestkonzentration | Differenz
<15%
Bilirubin 100 mg/dL 50 mg/dL 25 mg/dL Yes
Hamoglobin 200 mg/dL 100 mg/dL 50 mg/dL Yes
Cholesterin 224.3 mg/dL 112 mg/dL 56 mg/dL Yes
Rheumafaktor IgM ~500IU/ml ~300IU/ml ~100IU/ml Yes

Hinweis: Es ist unmdglich, alle in der Literatur beschriebenen mdglichen Stdrsubstanzen zu testen. Andere Interferenzen, u.a.
arzneimittelinduzierte Stérungen, sind maoglich.
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2. Die hohe analytische Spezifitat des Tests wird durch die Qualitat des verwendeten Antigens gewahrleistet. Dieser Kit weist IgG-
Antikérper gegen M2/nPDC, gp210, sp100, LKM1, LC1, SLA und F-actin nach. Es wurden keine Kreuzreaktionen mit anderen
Biomarkern festgestellt.

11.4 Klinische Sensitivitat und Spezifitat
Charakteristische Proben (durch Referenzlaboratorien und/oder —-methoden bestatigte positive oder negative Proben der jeweiligen
Antikorper) wurden entsprechend der Arbeitsanleitung getestet. Sensitivitat und Spezifitdat wurden anhand der Ergebnisse externer
Leistungsbewertungen und EQA-Kontrollprogramme berechnet. Ein ausfiihrlicher klinischer Bericht ist auf Anfrage erhaltlich.

M2/nPDC ap-210 sp100 LKM1
+ - + _ + - + -
richtig positiv falsch pasitiv richtig positiv falsch positiv richtig positiv falsch positiv richtig positiv falsch positiv
181 2 23 0 22 0 44 1
falsch negativ richtig negativ falsch negativ richtig negativ falsch negativ richtig negativ falsch negativ richtig negativ
32 240 0 36 1] 37 6 275
. R = P Ho_
Sensitivitat % = 85 9h Sensitivitat _; => 000 Sensitivitat = > 99% Sensitivitat o =88 %
- - 7 _ -, - 78
Spezifitit % - 09 o Spezifitat % — = 00 0p Spezifitst F=>0900% Spezifitat W =99 %

Hinweis: Sensitivitats- und

LC1 SLA F-actin Spezifitatswerte von 100 %

" - + - + - beziehen sich ausschlieBlich

richtia positiv falsch positiv richtig positiv falsch positiv richtia positiv falsch positiv auf die in klinischen

18 i ichti 2 i Falsch4r:|le ativ richti 2ne ativ £al h49 i ichti z i Bewertungen verwendeten

Falsch.;egatlv rlchtlgcl:zegatlv 2 g 3779 alsc ;egatlv ric tg‘:?egatw Probenkohorten.
" Theoretisch sollte ein Diagnose-
Sensitivitat F=>o9m Sensitivitat 2=95% Sensitivitat 5=84% Kit nicht als 100 % empfindlich
. oder spezifisch gelten
Spezifitat % 99 0p Spezifitit == 99% Spezifitat F-o7wm (mindestens > 99 %).
11.5 Diagnostische Werte der Autoantikorper

Anti-M2/nPDC Anti-M2/nPDC sind Marker-Antikérper der primar biliaren Cholangitis (PBC) und sind in fast 95 % der Falle

nachweisbar. Sie zéhlen zu den drei diagnostischen Kriterien fiir PBC.

Obwohl sie hochspezifisch fiir PBC sind, kdnnen Anti-M2/nPDC auch bei Patienten mit chronisch-entziindlichen
rheumatischen Erkrankungen nachgewiesen werden. Es wird vermutet, dass diese Patienten ein erhdhtes
Risiko haben, zusatzlich zur Grunderkrankung eine PBC zu entwickeln. Insbesondere bei der Anti-M2/nPDC-
positiven CREST-Variante der systemischen Sklerose besteht ein erhdhtes Risiko fur die Entwicklung einer PBC
(Fregeau et al., 1988; Zurgil et al., 1992). Bei Patienten mit SLE ist das Vorhandensein von Anti-M2/nPDC
signifikant mit einer erhdhten Aminotransferase assoziiert (Li et al., 20006).

Anti-M2/nPDC sind bei 3-6 % der Patienten mit Autoimmunhepatitis (AIH) Typ 1 nachweisbar. Dabei handelt
es sich meist um Félle eines AIH/PBC-Uberlappungssyndroms. Eine AIH/PBC-Uberlappung sollte in Betracht
gezogen werden, wenn das Verhaltnis von ALP zu Aminotransferase weniger als 1,5 betrégt, IgG erhoht ist
und die SMA mit einem Titer von mehr als 1:80 vorhanden sind (Bowlus & Gershwin, 2014).

Anti-M2/nPDC koénnen pradiktiv sein. Sie kdnnen Jahre vor den Manifestationen der PBC auftreten. Personen
mit anhaltend hohen Anti-M2/nPDC-Antikérperspiegeln haben ein hdheres Risiko, eine PBC zu entwickeln.
Prospektive Studien haben gezeigt, dass bei 76 % der asymptomatischen Anti-M2/nPDC-positiven Patienten
Uber einen Beobachtungszeitraum von 11-24 Jahren eine PBC diagnostiziert wird (Metcalf et al., 1996). Die
Pravalenz von Anti-M2/nPDC bei Verwandten ersten Grades von PBC-Patienten ist hoch (13,1 %) (Nakamura
et al., 2014).

Anti-M2/nPDC-Titer verandern sich im Laufe der Zeit nicht und sind nicht mit dem Schweregrad oder dem
Fortschreiten der Krankheit verbunden (Benson et al., 2004). Andererseits haben einige Gruppen gezeigt, dass
der Anti-M2/nPDC-Titer bei der Behandlung mit UDCA abnimmt (Nakamura et al., 2014).

Anti-M2/nPDC bleiben nach einer Lebertransplantation bestehen.

Anti-gp210 Anti-gp210-Antikdrper sind hochspezifisch fiir die primar bilidre Cholangitis (PBC) und kdnnen mittels
Enzymimmunoassay bei 10-45 % der PBC-Patienten mit einer Spezifitdt von 99,5 % nachgewiesen werden.
Sie werden selten oder sehr selten bei Autoimmunhepatitis, chronischer Hepatitis B (12,6 %), rheumatoider
Arthritis, Polymyositis oder dem Sjogren-Syndrom beobachtet. Ihr mdglicher pradiktiver Wert ist derzeit
unbekannt.

Der Titer von gp210-Antikdrpern hdngt von der Krankheitsaktivitdt oder dem Fortschreiten der Erkrankung
ab.

Anti-gp210-Antikérper werden mit extrahepatischen Manifestationen, wie Arthritis, in Verbindung gebracht.
Sie gelten auch als prognostische Marker fiir einen schlechten Ausgang und korrelieren mit einem hdheren
Risiko eines Leberversagens.

Anti-gp210-Antikdérper bleiben nach einer Lebertransplantation bestehen und sind daher ein ungeeigneter
Marker fir ein mogliches Wiederauftreten der Krankheit

Anti-sp100 Anti-sp100-Antikdrper sind spezifisch (97 %) flr primar bilidare Cholangitis (PBC) mit einer diagnostischen
Sensitivitat von 20-40 %. Diese Autoantikdrper werden relativ haufig (48 %) in der Gruppe der AMA-negativen
Patienten mit einer klinisch und histologisch nachgewiesenen PBC gefunden.

Anti-sp100-Antikdrper scheinen mit Harnwegsinfektionen verbunden zu sein. 74 % der PBC-Patienten mit
Harnwegsinfektionen sind positiv fiir sp100-Antikdrper (Bogdanos et al., 2003).

In geringer Haufigkeit wurden sp100-Antikdrper bei rheumatischen Erkrankungen gefunden (3% bei
rheumatoider Arthritis, bis zu 10% bei systemischem Lupus erythematodes, ~5% bei systemischer Sklerose,
2% beim Sjoégren-Syndrom).

Anti-sp100-Antikdrper bleiben nach einer Lebertransplantation bestehen und sind daher ein ungeeigneter
Marker fir ein mogliches Wiederauftreten der Krankheit.

Anti-LKM1 LKM1-Antikorper sind Marker-Antikdrper der Autoimmunhepatitis (AIH) Typ 2 und gehdren zu den
diagnostischen AIH-Kriterien der International Autoimmune Hepatitis Group mit einer Sensitivitdt von 90-95 %
bei (hauptsachlich) jungen Patienten. Sie sind auch Teil der vereinfachten Kriterien fir AIH. Patienten mit AIH
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Typ 2 sind in der Regel ANA- und SMA-negativ. Bei primér bilidrer Cholangitis (PBC) und primér sklerosierender
Cholangitis (PSC) werden LKM1-Antikorper selten nachgewiesen.

LKM1-Antikdrper treten in ~50-60 % der Falle zusammen mit LC1-Antikérpern auf, kdnnen aber auch isoliert
nachgewiesen werden.

Anti-LC1 LC1-Antikdrper sind bei 30-59 % der Patienten mit Autoimmunhepatitis (AIH) Typ 2 nachweisbar und sind ein
Diagnosekriterium der International Autoimmune Hepatitis Group. Sie treten vor allem bei Kindern und
jungeren Patienten auf und sind haufig mit LKM1-Antikdrpern assoziiert. Bei 50-60 % der LKM1-Antikdrper-
positiven Patienten werden auch LC1-Antikdrper als zweiter Marker-Antikorper der AIH Typ 2 nachgewiesen.
Bei ~10 % der AIH-Typ-2-Patienten werden jedoch nur LC1-Antikdrper als Marker-Antikdrper gefunden. Bei
padiatrischer AIH Typ 2 sind LC1-Antikdrper haufiger (59 %) als bei Erwachsenen (28,6 %).

Anti-SLA SLA/LP-Antikorper sind hochspezifisch flir Autoimmunhepatitis (AIH) Typ 3. Obwohl die Definition der AIH Typ
3 umstritten ist, da sie sich klinisch und therapeutisch nicht von der AIH Typ 1 unterscheidet, handelt es sich
aufgrund der SLA/LP-Antikdrper eindeutig um eine eigene Entitat. Die diagnostische Sensitivitdat wurde mit
19-33 % angegeben. Ihr positiver pradiktiver Wert liegt bei nahezu 100 %.

Anti-F-actin Hohe Titer von Anti-F-Actin sind Marker-Antikdrper und gehéren dementsprechend zu den Diagnosekriterien
der International Autoimmune Hepatitis Group (drei Punkte im Punktesystem fir einen Titer >1: 80, zwei
Punkte fir 1:80 und ein Punkt fir 1:40) fir Autoimmunhepatitis (AIH) Typ 1. Sie sind auch Teil der
vereinfachten Kriterien fir AIH. Sie sind sehr hdufig mit antinukledren Antikérpern (ANA) assoziiert, kdnnen
jedoch bei ~35 % der AIH-Typ-1-Patienten isoliert positiv sein. Die diagnostische Sensitivitdat und Spezifitat
far AIH Typ 1 liegen bei ~80 % bzw. 96 %. Daher kann ein negatives Anti-F-Actin-Ergebnis eine AIH nicht
vollstandig ausschlieBen. Der Titer korreliert nur bedingt mit der Krankheitsaktivitat. Nur hohe Titer >1:80
werden mit der Krankheitsaktivitat in Verbindung gebracht. Weder der Antikdrpertiter bei der Diagnose noch
das Antikdrperverhalten im Verlauf der Krankheit sind prognostische Marker. Hinweis: Bei Kindern kann ein
Titer von 1:20 diagnostisch relevant sein.

- Die meisten niedrigen Titer von Anti-F-Actin finden sich bei Virusinfektionen wie infektidser Mononukleose,
chronischer Hepatitis C (8-10%), aber auch bei rheumatischen Erkrankungen, primar bilidrer Cholangitis (PBC)
(22%), Patienten mit alkoholischer Lebererkrankung (3-16%) und neoplastischen Erkrankungen. Bei
gesunden Menschen liegt die Pravalenz bei ~5 %.
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12. TESTEINSCHRANKUNGEN

1. Die mit diesem Bestatigungstest erzielten Ergebnisse hdngen von der intrinsischen Leistung des Kits ab und mussen als Hilfsmittel
fur die endgtiltige Diagnose betrachtet werden, wobei die mit einer Referenztechnik erzielten Ergebnisse und die klinischen Daten
des Patienten berlicksichtigt werden mussen.

2. Hyperlipdmischen Proben miissen zuerst zentrifugiert werden, bevor eine 10 pl Probe (aus dem Uberstand) pipettiert werden

kann.
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