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Allméan information

MabTrack ADA adalimumab ELISA &r en enzymkopplad immunadsorberande analys (ELISA) fér snabb, reproducerbar och specifik
semikvantitativ bestdmning av antikroppar mot adalimumab i humant plasma- och serumprov. Férutom méatningen av
lakemedelskoncentration av adalimumab, &r MabTrack ADA adalimumab viktig for patientanpassade behandlingsscheman. Léga
lakemedelskoncentrationer &r ofta en indikation pa att antikroppar bildats mot adalimumab. Hos cirka 25 till 30% av de patienter med
reumatoid artrit som behandlas med adalimumab bildas antikroppar riktade mot idiotypen for adalimumab. Detta kan hindra funktionen
hos TNF-hd&mmare och orsaka en minskning av koncentrationen av TNF-hd&mmaren i plasma.

Genom att noga Overvaka lakemedelsnivderna och bildningen av antikroppar i kombination med sjukdomsaktiviteten kan |dkaren objektivt
faststélla I1dkemedlets aktivitet hos en enskild patient och utforma patientspecifika behandlingsscheman. Den terapeutiska antikroppen
adalimumab péaverkar TNF (tumdrnekrosfaktorn) och ges ofta till patienter som lider av reumatoid artrit, tarmrubbningar, dermatologiska
sjukdomar och cancer. TNF spelar en viktig roll vid inflammationer och kan orsaka smarta, svullna leder och stelhet hos patienter med
reumatoid artrit och magséar hos patienter med inflammatorisk tarmsjukdom. Genom behandling med TNF-hdammare anser man darfér
kunna lindra nagra av dessa symtom och darigenom férbattra patienternas livskvalitet. Koncentrationerna av TNF-hdmmare i plasma och
serum varierar mycket mellan olika patienter och korrelerar tydligt med patientens kliniska symtom.

Testprincip

MabTrack ADA adalimumab ELISA &r en enzymkopplad immunadsorberande analys av "sandwich-typ". P& mikrotiterplattorna fangas
Adalimumab till mikrotiterbrunnar av polystyren. Fria antikroppar mot adalimumab, som finns i patientprovet, level 1-2 (standarder med
kand koncentration) och den positiva och negativa kontrollen, binder till adalimumab p& mikrotiterplattan. Icke bundet material kan sedan
tvattas bort. Darefter adderas adalimumab markt med pepparrotsperoxidas (HRP). HRP-markt adalimumab binder till adalimumab/anti-
adalimumab-komplexet som finns pa ytan av mikrotiterbrunnen. Efter att icke bundet HRP-konjugat tvattats bort tillférs substratldsning i
brunnarna. En fargad produkt bildas i proportion till den mangd anti-adalimumab-antikroppar som finns i provet och kontrollerna. Néar
reaktionen har avbrutits genom en tillsats av stopplésning méts absorbansen i en mikrotiterplattlasare. Genom jamforelse mellan
absorbansen for proverna och standarder med kédnda koncentrationer kan proverna kvalificeras som negativa (-), (svagt) positiva (+),
starkt positiva (+ +) med avseende pd anti-adalimumab antikroppar.

Férpackningens innehall

Adalimumab pre-coated microtiter plate 6 x 8 brunnar - M2951 redo att anvénda
Level 1 3 x 0,50 mL klara proppar M295201 redo att anvanda
Level 2 3 x 0,50 mL klara proppar M295202 redo att anvanda
Control + 3 x 0,50 mL klara proppar M295203 redo att anvénda
Control - 3 x 0,50 mL klara proppar M295204 redo att anvanda
Adalimumab HRP-conjugate 3x3,5mL brun flaska M2957 redo att anvénda
Wash buffer stock solution 1 x50 mL vit flaska M1805 spads 1:20 i destillerat vatten
HPE dilution buffer 1 x50 mL vit flaska M2940 redo att anvanda
TMB substrate solution 1x12,5mL brun flaska M1821 redo att anvanda
Stop solution 0,18 M H2S04 1x13,0mL vit flaska M1823 redo att anvénda
Plate seals 10 x - - -

- Den flatbottnade mikrotiterplattan bestéar av 6 separata remsor med 8 brunnar som &r redo att anvanda. Alla brunnar &r belagda med

adalimumab. Mikrotiterplattan &r vakuumférsluten i en plastpase innehallande torkmedel. Den flexibla satsen gor att

mikrotiterplattan kan anvéndas vid tre olika tillfallen. Avgor hur manga remsor som krévs for att testa 6nskat antal prover och rakna
med ytterligare fyra brunnar fér kontrollerna. Ta bort de remsor som inte behévs frdn ramen pa mikrotiterplattan och packa dem péa

nytt i plastpasarna med torkmedel.
- Oppnade ampuller med level 1 och level 2, positiv kontroll, negativ kontroll och HRP-konjugat méste kasseras efter anvandning.




Ytterligare material och/eller utrustning

- Destillerat eller avjoniserat vatten.

- Kalibrerade pipetter (5-1000 uL).

- Flerkanalspipett (30-300 uL).

- Béagare, kolvar, cylindrar och vatskebehéllare som kravs for att forbereda reagens.
- Mikrotiterplattlasare (for lasning av OD vid 450 nm).

Séakerhetsforeskrifter

Reagenserna skall endast anvéndas for in-vitro-diagnostik. Reagenserna bor forvaras i 2-8°C. Lackande eller skadade reagensflaskor féar
ej anvandas. Reagenser (o6ppnade eller 6ppnade) bér inte anvéndas efter det utgdngsdatum som &r tryckt pa flaskans etikett. Det kan
inte uteslutas att reagenserna innehaller ndgra smittfarliga &mnen. lakttag férsiktighet vid anvandning och hantering av behéllare och
deras innehall. Bortférskaffande av avfall, efter testets slutférande, ska ske i enlighet med laboratoriets egna féreskrifter.

Testutforande

Provtagning och provberedning

1. Dalvardesprover maste anvandas for att méata koncentrationen av antikroppar mot adalimumab, och proverna méaste darfor samlas in
inom 24 timmar INNAN Idkemedlet injiceras. Prover som tagits vid andra tidpunkter kan innehélla koncentrationer av Idkemedel som
stor testet.

2. Det ar endast serum och EDTA-plasma som kan anvéndas i analysen.

3. Separera plasma eller serum frén blodcellerna inom 4 timmar efter provtagningen och utfér analysen omedelbart. Om analysen av
proverna férdrojs kan de férvaras vid 2-8°C i 24 timmar. Om proverna inte analyseras inom 24 timmar méaste de forvaras frysta,
och de kan déa foérvaras vid < -18°C i 2 ménader.

4. Dela upp proverna i alikvoter for att inte behdva tina upp och frysa dem igen.

5 Fére analysen méste de frysta proverna tinas i rumstemperatur. Anvénd inte vattenbad med temperaturer pd 37 °C eller 56 °C for
upptining.

6. Blanda proverna precis innan du bereder spadningarna.

Spéadning av proverna

1. Enskilda bestdmningar av patientprover kan anvadndas ndr méatningar utférs pa godkanda protokoll p& automatiserade ELISA-system.
Rekommendationen &r att utféra dubbla bestdmningar for varje prov nar de testas manuellt.

2. En spadning pa 1:10 méste anvandas i den har analysen fér att mita koncentrationen av antikroppar mot adalimumab hos patienter.

Spéadning Provtyp HPE spédningsbuffert
1:10 20 uL outspétt patientprov 180 uL

Beredning av tvattbuffertlosning med effektiv styrka
Bered en I6sning med effektiv styrka genom att tillsatta 50 mL av stamlésningen for tvattbufferten (dvs. hela innehéllet i en flaska) i 950
mL destillerat vatten. Lésningen med effektiv styrka kan férvaras i upp till 2 ménader vid 2-8°C.

Forberedelse for ELISA-testproceduren

1. Se till att alla reagenser uppnar rumstemperatur (18-25 °C).

2. Hela analysen méste utféras vid rumstemperatur (18-25 °C) utan skakning.

3. L&t inte brunnarna sté otéckta eller torra under langre perioder mellan inkubationsstegen.

4. Avlagsna noga alla luftbubblor fran brunnarna fére inkubation.

5. Undvik korskontaminering genom att anvédnda engéngspipettspetsar for varje dverforing och anvand nya plattférseglingar for varje
inkubations-/fixeringssteg i ELISA-experimentet.

6. Blanda alla reagenser noga men varsamt innan du anvander dem (skum far inte bildas).

Genomforande av ELISA-testproceduren

1. Ta ut mikrotiterplattan med 6énskat antal remsor fran pasen. De oanvénda remsorna kan forvaras i plastpdsen med torkmedlet.

2. Forbered tvattbufferten och proverna enligt rutinerna.

3. Tillsatt 100 pL av standard med kénd koncentration (level), kontroll eller utspatt patientprov i varje brunn enligt den féreslagna
layouten for mikrotiterplattan eller din egen layout.

4. Téack over mikrotiterplattan med sjalvhaftande férsegling och inkubera plattan i 1 timme.

5. Aspirera supernatanterna fran brunnarna. Fyll varje brunn med 250 ulL utspadd tvattbuffert. LAmna tvattbufferten i brunnarna i
30 till 60 sekunder per tvattcykel och tém darefter brunnarna. Efter tvatt (manuell och automatiserad tvatt) avyttrar du noga all
véatska fr&n mikrotiterplattan genom att knacka plattan mot ett absorberande papper med éppningarna riktade nedat fér att avlagsna
alla rester av tvattbufferten. Upprepa detta fyra ganger. Efter den sista tvatten méaste brunnarna vara helt torra!

6. Tillsatt 100 yL av adalimumab-HRP-konjugatet i varje brunn.

Tack 6ver mikrotiterplattan med sjélvhaftande forsegling och inkubera plattan i 1 timme.

8. Aspirera supernatanterna fran brunnarna. Fyll varje brunn med 250 uL utspadd tvattbuffert. Lamna tvattbufferten i brunnarna i
30 till 60 sekunder per tvattcykel och tém darefter brunnarna. Efter tvatt (manuell och automatiserad tvatt) avyttrar du noga all
véatska fran mikrotiterplattan genom att knacka plattan mot ett absorberande papper med dppningarna riktade nedat fér att avlagsna
alla rester av tvattbufferten. Upprepa detta fyra ganger. Efter den sista tvatten maste brunnarna vara helt torra!

. Tillsatt 100 yL av TMB-substratldsningen i varje brunn.

10. Inkubera mikrotiterplattan i mérker och skaka den inte. Kontrollera fargbildningen var femte minut. N&r den bla fargen har utvecklats
i de positiva brunnarna (positiv kontroll och level 1 och 2) och blankproven fortfarande &r farglésa méaste reaktionen avbrytas. Den
genomsnittliga inkubationstiden & 10 + 1 minuter.

11. Stoppa reaktionen genom att tillsdtta 100 uL stopplésning i varje brunn.

12. Mat mikrotiterplattan i en ELISA-lasare vid A450 nm. Las av plattan hégst 30 minuter efter det att stoppldsningen tillsatts. En andra
vaglangd pa 540-620 nm kan anvéndas som referens vid matningen.
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Foreslagen layout fér mikrotiterplatta

Standarderna med k&nd koncentration och kontrollerna maste inkluderas i varje semikvantitativ analysomgang. Med de reagenser som
tillhandahélls kan anvandaren anvanda mikrotiterplattan fér en till maximalt tre omgangar. En plattlayout foreslds fér anvandning i en
enskild omgéng.

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

A |CTRL- |Prov 3 Prov 7 Prov 11 |Prov 15 |Prov 19
B |Level 1 |Prov 3 Prov 7 Prov 11 |Prov 15 |Prov 19
C |Level 2 |Prov 4 Prov 8 Prov 12 |Prov 16 |Prov 20
D |CTRL + [Prov 4 Prov 8 Prov 12 |Prov 16 |Prov 20
E |[Prov1 |Provb Prov 9 Prov 13 |Prov 17 |Prov 21
F |Prov1 |Provb Prov 9 Prov 13 |Prov 17 |Prov 21
G |Prov2 |Prov 6 Prov 10 |Prov 14 |Prov 18 |Prov 22
H |Prov 2 |Prov 6 Prov 10 |Prov 14 |Prov 18 |Prov 22
Resultat

1. Registrera absorbansen vid 450 nm fér varje brunn som innehaller standard fér kédnd koncentration och kontroller.
2. Registrera absorbansen vid 450 nm fér varje brunn som innehaller ett specifikt prov.

3. Berdkna medelvéardet av provets duplikatvarden.

4. Jamfor resultatet for proverna med standarderna for kdnd koncentration.

Tolkning

Anti-adalimumab-ELISA ger tvad semi-kvantitativa intervaller for forekomst av anti-adalimumab-antikroppar, t.ex. negativt (-) och positivt
(+ och + +), indikerade av level 1, en standard med ka&nd koncentration. Level 2 ar en andra och godtycklig brytpunkt som kan
anvandas for att klassificera patienter i (svagt) positiva (+) och starkt positiva (+ +) med avseende p& férekomst av anti-adalimumab-
antikroppar. Denna godtyckliga brytpunkt &r baserad pé studier utférda av Sanquin Diagnostic Services. Level 2 kan endast anvandas
som en indikation pd mangden av antikroppar, den kan inte anvindas som en officiell diagnostisk brytpunkt. Nivéd 1 och 2 bestér av fasta
koncentrationer av antildakemedelsantikroppar. Koncentrationerna av antildkemedelsantikropparna méttes i den interna
radioimmunanalysen hos Sanquin Diagnostic Services. Niva 1 bestar av 27 AU/mL (SD 3, n = 8) och nivé 2 av 245 AU/mL (SD 16, n =
8). Vid tolkningen av resultaten ska OD450 nm for proverna jamféras med OD450 nm for brytpunkterna enligt beskrivning i figurerna
nedan (resultaten for OD450 nm som anges i figuren &r typiska resultat och bor betraktas som indikativa). Tolkningen av resultaten &r
endast giltig om OD450 nm fér den positiva kontrollen ar > level 2 och OD 450 nm for den negativa kontrollen ar < level 1.

Analysen av det semi-kvantitativa intervallet av anti-adalimumab-antikroppar fér en patient &r starkt beroende av underklassen av IgG-
antikroppar och patientens adalimumab-niva. |gG4-anti-adalimumab-antikroppar kan inte detekteras och darfér utesluter inte ett negativt
resultat i detta test forekomst av anti-adalimumab-antikroppar av underklassen IgG4. Anti-adalimumab-antikroppar kan inte bestdmmas
tillférlitligt nar adalimumab-nivan ar > 0,5 pyg/mL. Nar du utfér anti-adalimumab-testet for diagnostiska &ndamal och/eller for att
faststélla patientens behandlingsprotokoll kan det semi-kvantitativa intervallet som erhélls aldrig anvéndas fér en definitiv diagnos, utan
maste betraktas som en indikation pa en klinisk situation som eventuellt kraver ytterligare diagnostisk utredning. Under beslutsprocessen
maste de patientspecifika egenskaperna och de kliniska parametrarna beaktas tillsammans med l4kemedelskoncentrationen av
adalimumab och intervallet av anti-adalimumab.

0D450nm Resultat Tolkning
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Hog titer av anti-adalimumab-antikroppar.
Under beslutsprocessen bor resultaten beaktas tilsammans med adalimumab-nivaer
och patientspecifika kliniska parametrar.

positiv (+)
kontroll stark positiv

Lag titer av anti-adalimumab-antikroppar.

Antikroppar kan vara permanent eller kortvarigt bestdende. Anti-adalimumab-
antikroppar bor kontrolleras regelbundet. Resultaten bor beaktas tillsammans med
adalimumab-nivaer och kliniska parametrar.
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Eggﬁg‘ﬁ Ingen indikation pa anti-adalimumab-antikroppar.
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Specifikationer

Precision :  Hoéga (brytpunkt + 30%) och laga (brytpunkt - 30%) serum-

och EDTA-plasmaprover méattes i duplikat i 20 korningar. Alla
resultat mattes korrekt i minst 19/20 resultat.

Interferensfaktorer : Serum- och EDTA-plasmaprover preparerades 30% under och

over brytpunkten (level 1). Inga falskt positiva eller falskt
negativa resultat erhélls med:

hemoglobin -1 och 50 mg/mL
konjugerat bilirubin - 0,02 och 0,5 mg/mL
okonjugerat bilirubin - 0,1 och 1,5 mg/mL
triglycerider - 15 och 50 mg/mL
humanserumalbumin - 80 mg/mL
reumafaktor (RA) - 1600 U/mL
adalimumab - 0,1 ug/mL

Brytpunkt EDTA-plasmaprover fran friska blodgivare (n=50) fria fran anti-

adalimumab-antikroppar eller adalimumab méttes. Brytpunkt
level 1 &r medelvardet + fem génger standardavvikelsen.

Metodjamforelse Overensstammelse pd 89% med Theradiag ADA-ADL kit, testat

med 50 positiva prover (OD450=level 1) och 40 negativa
prover (OD450 < level 1). Kappa 0,75; styrkan i
Overensstammelsen ar “god”.

Begransningar

Satsen &r endast avsedd for professionellt bruk. Anvédndaren maste ha genomgéatt utbildning och vara vél fortrogen med ELISA-
testprocedurer.

Sakerstall att alla pipetter och system ar kontrollerade och omfattas av fullstandig underhéllsservice, enligt det forfarande som
tillverkaren foreskriver, for att fa optimal prestanda vid ELISA-testningen.

Endast manuell testning av denna sats, enligt beskrivning i denna bruksanvisning, ar validerad fér Sanquin. Alla krav i denna
bruksanvisning &r validerade med det manuella testférfarandet. N&r testet anvénds i en ELISA-automat maste testet valideras av
anvandaren innan det anvands. Kraven i denna bruksanvisning géller inte om testet av satsen utférs i en ELISA-automat.

Endast de reagenser som ingar i satsen far anvandas. Anvand inte reagenser frdn andra satser eller partier, de &r inte utbytbara
sinsemellan. Emellertid kan HPE, TMB, stopp- och tvéattbuffert anvédndas frdn andra biologiska Sanquin-kit, férutsatt att materialens
héllbarhetstid inte har passerats och att materialen férvarats i tillslutna flaskor vid 2-8 °C.

Reagenser eller rester av reagenser (t.ex. dédvolym) kan inte blandas med innehallet i nyéppnade ampuller.

Proppar och ampuller &r inte utbytbara sinsemellan. Propparna maste séttas tillbaka i motsvarande ampuller.

NaNs kan inte tillsattas till reagensen, detta paverkar testets prestanda.

Anvand inte aluminiumfolie under inkubationsstegen.

Dalvérdesnivaer av adalimumab bér métas med MabTrack level adalimumab ELISA (M2910) innan anti-adalimumab bestédms.
Tolkningen av resultaten kan endast utféras om b&de adalimumab-nivaer och -antikroppar beaktas.

MabTrack ADA adalimumab ELISA &r lakemedelskéanslig. Adalimumab-koncentrationer = 0,5 ug/mL kan stéra testet och ge upphov
till negativa resultat. Den tillhandahallna brytpunkten pa 0,5 ug/mL &r emellertid endast en indikation. Storleken pa stérningen beror
pé anti-adalimumab-antikroppens affinitet fér ldkemedlet. Brytpunkten bestdmdes med MabTrack level adalimumab ELISA (M2910)
och en monoklonal anti-adalimumab-antikropp med hdg affinitet.

MabTrack ADA adalimumab &r en s.k. “bridging ELISA”. Anti-adalimumab-antikroppar av underklassen 1gG4 kan inte detekteras
med denna typ av ELISA eftersom f(ab’)-armarna i en IlgG4-molekyl kanner igen olika epitoper, och kan déarfor inte "bilda en bro”
(bridge) mellan tva adalimumab-molekyler.

Eftersom kontrollerna ar utspadda pé férhand kan de inte anvandas for att kontrollera anvandarens prov- och reagensberedning.
Falskt positiva eller negativa resultat kan erhéllas nar proverna anvénds med interferensfaktorer som ar hégre &n vad som indikeras i
specifikationer.

Den koncentrerade bufferten kan innehalla saltkristaller. Fére den utspiddda bufferten framstélls, varm den koncentrerade bufferten
KORT till 37°C for att 16sa upp kristallerna.
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Om du vill ha en komplett lista 6ver alla referenser som Sanquin publicerat for adalimumab, se www.sanquin.org/biologics

Sanquin produkter ger garanterat de prestanda som beskrivs i originaltillverkarens bruksanvisning. Det dr mycket viktigt att stréngt félja
beskrivna procedurer, testuppstéllningar och rekommenderade reagensmedel och apparatur. Sanquin fransédger sig allt ansvar till féljd av
att detta férsummas.



