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Verwendungszweck

CRYOcheck Hex LA dient zum klinischen Laborgebrauch als qualitativer Testkit flr den Nachweis von Lupus-Antikoagulantien (LA)
in 3,2%igem humanen Citratplasma durch die Anwendung von Hexagonalphasen-Phospholipiden. CRYocheck Hex LA ist ein
integrierter Test zum Nachweis von Lupus-Antikoagulantien. Zur in-vitro-Diagnostik. Die Testperformance wurde bei Neugeborenen
und padiatrischen Patienten nicht untersucht.

Zusammenfassung und Prinzip

Lupus-Antikoagulantien (LA) sind heterogene Autoantikérper, hauptsachlich des Typs IgG und IgM die gegen, an der Blutgerinnung
beteiligte, Phospholipide (PL) oder Phospholipid-Protein-Komplexe gerichtet sind. ' LA-AntikGrper werden im Patientenplasma durch
PL-abhangige Gerinnungstests nachgewiesen. Es gibt einen Zusammenhang zwischen LA und erhéhtem Risiko von klinischen
Komplikationen wie thrombotischen Ereignissen®® oder wiederholtem Fétalverlust. Die medizinische Diagnose von LA basiert auf
klinischen Symptomen und Laborergebnissen. Es gibt keinen Standardtest fiir LA. Angesichts der Komplexitdt des Mechanismus
und der Heterogenitat von LA-Antikérper wird die Anwendung verschiedener, auf unterschiedlichen Prinzipien basierender,
Gerinnungstests.empfohlen. °

LA verzogert die Gerinnselbildung bei in-vitro-Tests zur PL-abhangigen Koagulation (LA-Screening), wie die LA-sensitive aktivierte
partielle Thromboplastinzeit (APTT) oder dem dRVVT-Test (dilute Russell’s Viper Venom Time). Um das Vorhandensein von LA in einer
Plasmaprobe zu bestatigen, missen Labors eine Korrektur der verlangerten Gerinnselbildungszeit durch zugesetztem PL (LA-
Bestatigungstest) durchfiihren und es mussen andere Anomalien wie Faktorenmangel und das Vorhandensein von Heparin
ausgeschlossen werden.®

CRYOcheck Hex LA ist ein integrierter silikatbasierter (Screening- und Bestatigungs-)APTT-Assay zum qualitativen LA-Nachweis.
Das Vorhandensein von LA in einer Plasmaprobe wird durch die Korrektur der APTT-Gerinnselbildungszeit (CT) der Probe nach
Zugabe einer Reaktionsmischung mit Hexagonalphasen-PL bestatigt. CRYocheck Hex LA enthalt gepooltes Normalplasma
(Mischtest) und einen Heparin-Neutralisator.

Reagenzien und Verfiigbarkeit

Produkt Katalog-Nr. Komponenten

LA Start: 2 x 1,5 ml (weil3e Kappe)
HEXLA LA Correct: 2 x 1,5 ml (violette Kappe)
LA APTT: 2 x 3,0 ml (schwarze Kappe)
LA Start: 2 x 1,5 ml (weile Kappe)
HEXLA-7 LA Correct: 2 x 1,5 ml (violette Kappe)
LA APTT: 3 x 3,0 ml (schwarze Kappe)
CRYOcheck Hex LA-Reagenzien sind chargenspezifisch und nicht mit anderen Chargennummern austauschbar.

Hex LA

Bereitgestellte Materialien

LA Start: Gepooltes Normalplasma mit Puffer und einem Heparin-Neutralisator.
LA Correct: Gepooltes Normalplasma mit Puffer, einem Heparin-Neutralisator und invertiertem Hexagonalphasen-Phospholipid.
LA APTT: Silikatbasiertes LA-sensitives APTT-Reagenz mit Stabilisator.

Achtung: Alle Blutprodukte sollten als potenziell infektiés behandelt werden. Das in diesem Produkt
verwendete Ausgangsplasma hatte in Ubereinstimmung mit den aktuell erforderlichen FDA-Tests ein
((—Q\ negatives Testergebnis. Keine bekannten Testmethoden kénnen die Garantie bieten, dass aus
9 menschlichem Blut abgeleitete Produkte keine Infektionserreger libertragen. Demgemé&l sollten sémtliche
auf menschlichem Blut basierenden Komponenten als potenziell infektibse Humanproben behandelt und
gemé&R den Empfehlungen entsorgt werden.®

Gebrauch durch Fachpersonal

Erforderliche, nicht bereitgestellte Materialien

0,025 M CaCl,

Wasserbad, das eine Temperatur von 37 °C (1 °C) aufrechterhalten kann

Halterung zum Auftauen von Flaschchen im Wasserbad

Stoppuhr

Mischer

Koagulometer

Magnetriihrstab

Materialien zur Qualitatskontrolle (z. B. CRYocheck Lupus Positive Control, CRYyocheck Weak Lupus Positive Control, CRYocheck
Lupus Negative Control)




Lagerung, Vorbereitung und Handhabung

Bei Lagerung bis zu max. -70°C ist CRyocheck Hex LA bis Ende des auf der Produktverpackung angegebenen Monats haltbar.

Jeweils ein Flaschchen von LA Start, LA Correct und LA APTT bei 37 °C (+1 °C) in einem Wasserbad unter Verwendung der
Wasserbadhalterung fur 5 Minuten auftauen. Die Auftauzeiten sind wichtig und daher strikt einzuhalten. Die Verwendung eines
Trockenbades oder Heizblocks zum Auftauen wird nicht empfohlen. Die Verwendung einer Stoppuhr wird empfohlen.

WICHTIG: Alle Reagenzien miissen vor der Verwendung durchmischt werden. Alle verschlossenen Reagenzflaschen
unmittelbar nach dem Auftauen vortexen. Sicherstellen, dass jede Komponente fiir 5 Sekunden gevortext wird, da ein
unzureichendes durchmischen der Reagenzien die LA-Sensitivitat des Assays verringern kann. Sicherstellen, dass groRe Luftblasen,
die durch das durchmischen entstanden sind, mit einer Transferpipette aufgestochen werden.

WICHTIG: LA APTT muss bei der Verwendung geriihrt werden. Dem Reagenz vor der Positionierung in einer Riuhrposition des
verwendeten Analysers einen Magnetruhrstabhinzufiigen.

Nach dem Auftauen kann CRYocheck Hex LA fiir 8 Stunden im Analysegerat oder fir 4 Stunden verschlossen im Originalflaschchen
bei Raumtemperatur (18-25 °C) aufbewahrt werden. Fir die Lagerung bei Raumtemperatur das verschlossene APTT-Flaschchen
vor dem Einsetzen in das Gerat flinfmal umschwenken. cRYocheck Hex LA-Reagenzien NICHT im Kihischrank (bei 2-8 °C)

lagern.

Analysengeriat .
Jedes Labor sollte das Analysengerat vor Ort und in Ubereinstimmung mit der Gebrauchsanweisung des Herstellers vorbereiten.
Protokolle fiir verschiedene Analysengerate sind auf Anfrage verflgbar.

Verfahren

Probensammlung und -aufbereitung

Blut gemaR den CLSI-Richtlinien (Clinical and Laboratory Standards Institute)” und den Richtlinien zum Nachweis von Lupus-
Antikoagulantien entnehmen und aufbereiten.® Patientenproben sind mit 105-109 mmol/l Tri-Natriumcitrat-Dihydrat-Antikoagulans
(3,2 %) in einem Verhaltnis von 9 Teilen Blut zu 1 Teil Antikoagulans zu sammeln. Patientenplasma wird durch zweifaches
zentrifugieren bei 1500 x g flr 15 Minuten gewonnen um thrombozytenarmes Plasma (<10.000 Thrombozyten/ul) zu erhalten und
sollte bei Raumtemperatur aufbewahrt und innerhalb von vier Stunden nach der Entnahme getestet werden. Wenn Proben nicht
innerhalb von vier Stunden getestet werden, sollte das Plasma aus den Zellen entfernt und bei <-70 °C fir bis zu 2 Monate eingefroren
werden. Die Proben sollten vor den Tests nicht mehr als einen Auftauzyklus durchlaufen.

Assay-Verfahren

1. Die cRYOcheck Hex LA-Reagenzien gemaR den obigen Anweisungen zu Lagerung, Aufbereitung und Handhabung aufbereiten.
WICHTIG: Nach dem Auftauen ist sicherzustellen, dass jede Komponente einzeln fiir 5 Sekunden gevortext wird.

Sicherstellen, dass grof3e Luftblasen, die durch das durchmischen entstanden sind, mit einer Transferpipette aufgestochen werden.

2. Das Analysengerat ist in Ubereinstimmung mit der Gebrauchsanweisung des Herstellers vorzubereiten. Protokolle fiir
verschiedene Analysengerate sind auf Anfrage verfuigbar.

WICHTIG: LA APTT muss geriihrt werden. LA APTT-Flaschchen 6ffnen, dem LA APTT-Reagens einen Magnetriihrstab
hinzufiigen und in Rihrposition in das Analysengerat einsetzen.

LA Start und LA Correct 6ffnen und in das Analysengerat einsetzen.

Vor dem Test 10 Minuten warten, damit sich die getffneten Reagenzien der Temperatur des Instruments anpassen kénnen.
Proben in das Analysengerat laden.

Anhand des geeigneten Gerateprotokolls die Gerinnselbildungszeit unter Verwendung von von LA Start und LA Correct messen.

w
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Ergebnisse und Interpretation

Die Differenz der mit den LA Start- und LA Correct-Reagenzien erhaltenen Gerinnselbildungszeit (CT) in Sekunden ermitteln
(,Deltakorrektur®):

Deltakorrektur = CT LA Start - CT LA Correct

Der Wert der Deltakorrektur wird dann mit einem festgelegten Assay cut-off verglichen.®® Ein Wert, der mit dem festgelegten cut-off
Ubereinstimmt oder hoher als dieser ist, wird als LA-positiv gedeutet, wahrend ein Wert unter dem festgelegten cut-off als LA-negativ
gedeutet wird.

Bei normalen Proben kann die CT von LA Correct langer sein als die CT von LA Start, was zu einem negativen Deltakorrekturwert
fuhrt. Dies hat keine Folgen und die entsprechende Probe ist als LA-negativ zu betrachten.

Siehe auch: Pengo et al, 2009 und CLSI H60 fiir Richtlinien zum Nachweis von Lupus-Antikoagulantien.®®
Qualitatskontrolle

Bei samtlichen Koagulationstests muss das Labor alle acht Betriebsstunden und bei jeder Anderung der Reagenzien mindestens
zwei Kontrollstufen vorsehen.™

Assaykontrollen sind separat zu erwerben. Dazu zdhlen CRyocheck Lupus Negative Control, CRyocheck Weak Lupus Positive
Control und cRYyocheck Lupus Positive Control. Beachten Sie das Assayzertifikat fir chargenspezifische Ergebnisse mit CRYocheck
Hex LA.

Erwartete Werte

Anhand von normalen Proben wurde auf zwei Analysengeraten eine interne Normalbereichsstudie gemaR CLSI EP28:A3c®
durchgefuhrt (Analyzsengerat A, n=137; Analysengerat B, n=126). Jede Probe wurde unter Verwendung von drei CRYocheck Hex
LA-Chargen getestet. Ein gepoolter +2 SD-Durchschnittsbereich wurde flr Deltakorrekturergebnisse, wie in nachstehender Tabelle
dargestellt, ermittelt.



Normalbereich
Unterer Bereich (s) | Oberer Bereich (s)
-5,9 2,0

Cut-Off

Der cut-off fir die Assay-Deltakorrektur wurde anhand der gesammelten Werte der Normalbereichsstudie errechnet, indem der +4
SD-Durchschnittswert berechnet wurde und ergab folgende Werte:

Deltakorrektur Interpretation
< 6.0 Sekunden LA-negativ
2 6.0 Sekunden LA-positiv

Die Ergebnisse wurden unter Verwendung bestimmter Reagenzchargen erzielt. Der cut-off wird, entsprechend anerkannter
Methoden fir Hexagonalphasen-Neutralisationstests als Durchschnittswert der Deltakorrektur +4 SD berechnet. Diese Methode der
Berechnung des cut-offs, unterscheidet sich von der Beschreibung des Bestatigungstests in Pengo et al., 2009°.

Jedes Labor sollte seinen eigenen cut-off berechnen, indem es das Plasma von mindestens 20 gesunden Personen testet.

Interferenzen

Interferenzstudien wurden gemaR CLSI EP07, 3. Auflage, anhand einer einzigen CRyocheck Hex LA-Charge durchgefiihrt."!
Plasmaproben von Patienten wurden mit potenziellen Stérsubstanzen versetzt und 20 Parallelproben wurden zusatzlich zu den 20
Parallelproben der entsprechenden Leerwertmatrix-Kontrolle getestet. Folgende Substanzen zeigten keine Interferenzen bis zu den
angegebenen Konzentrationen:

Getestete Substanz Testkonzentration
Hamoglobin < 500 mg/dl
Bilirubin (nicht konjugiert) < 20 mg/dI

Bilirubin (konjugiert) < 2 mg/dL

Intralipid < 500 mg/dl
Unfraktioniertes Heparin < 2 IE/ml
Niedermolekulares Heparin <2 IE/ml

. Dabigatran, Rivaroxaban und Fondaparinux interferieren nicht mit der Interpretation von CRYocheck Hex LA-Ergebnissen,
kénnen jedoch die Deltakorrektur LA-positiver Proben erhéhen.

. Eine erhdhte Faktor-VIII-Aktivitat (bis zu 180 %) interferiert nicht mit CRyocheck Hex LA.

e  Erhohte Fibrinogenkonzentrationen interferieren nicht mit der Interpretation von cRyocheck Hex LA-Ergebnissen, kdnnen
jedoch die Deltakorrektur LA-positiver Proben erhdhen.

e  C-reaktives Protein interferiert nicht mit der Interpretation von CRYocheck Hex LA-Ergebnissen, kann bei Konzentrationen von
mehr als 15 pg/ml jedoch die Deltakorrektur LA-positiver Proben erhéhen.

e  Antikorper gegen Faktor-VllI-Inhibitoren interferieren nicht mit der Interpretation von CRYocheck Hex LA-Ergebnissen, kénnen
bei einem Titer von mehr als 15 BU/ml jedoch die Deltakorrektur LA-positiver Proben erhohen.

. Plasmaproben mit erhdhter INR (bis zu 4,5) interferieren nicht mit der Interpretation von CRYocheck Hex LA-Ergebnissen.

o  Verglichen mit plattchenarmen (<10,000/ pl, einmal zentrifugiert) oder plattchenfreiem (doppelt zentrifugiert) Plasmaproben
von denselben Spendern, zeigt plattchenreiches Plasma (>10,000 Plattchen/ul) Interferenzen mit CRyocheck Hex LA.

e  Abnormal erniedrigte Faktor || Werte (unter 50%) kdnnen mit CRYOocheck Hex LA bei schwach positiven LA Plasmen zu falsch
negativen Ergebnissen fuhren.

e  Faktor VIl und Faktor IX Mangel interferieren nicht mit CRyocheck Hex LA.

e  Abnormal erniedrigte Faktor X Werte (unter 50%) interferieren nicht mit CRyocheck Hex LA, kénnen aber die Deltakorrektur
von LA positiven Proben erhéhen.

Leistungsmerkmale
Alle Studien wurden unter Verwendung von CRYOcheck Hex LA auf Stago STA-R Evolution® Analysegeréat(en) durchgefiihrt.

Methodenvergleich: Eine Methodenvergleichsstudie wurde durchgefiihrt, um die Wirksamkeit von CRYocheck Hex LA beim
qualitativen Nachweis von LA gegeniiber dem Vergleichstest Staclot® LA zu bewerten. Die Studie umfasste insgesamt 446 Proben:
124 bekannte (zuvor charakterisierte) LA-positive Proben, 75 normale (vermeintlich LA-negative) Proben, 27 Proben von Personen
mit anderen Krankheiten einschlieBlich Autoimmunerkrankungen und 220 LA Screening Patientenproben. Die Studie wurde an
einem internen und drei externen Standorten durchgefiihrt. An jedem Standort wurde der Assay anhand der
Untersuchungsvorgabeg unter Verwendung einer einzelnen CRYOcheck Hex LA-Charge durchgefiihrt. An einem externen Standort
der als Zentrallabor fungierte, wurden die Vergleichstests bei allen 446 Proben anhand des Staclot LA-Assays auf einem STA-R
Evolution-Analysegerat durchgefiihrt. Die Daten zeigten eine positive prozentuale Ubereinstimmung von 95.6% (95% Cl, 91-98%),
eine negative prozentuale Ubereinstimmung von 95.2% (95% Cl, 92%-97%) und eine Gesamtiibereinstimmung von 95.3% (95% Cl,
93%-97%), wie unten dargestellt.

CRYOcheck Hex LA Ergebnisse
Negativ Positiv Gesamt
. Negativ 295 15 310
\Z’%‘i:i';'::; es Positiv 6 130 136
Gesamt 301 145 446
Ubereinstimmung Punktschatzung (95 % Konfidenzintervall)

Positive prozentuale Ubereinstimmung 95.6% (91% - 98%)
Negative prozentuale Ubereinstimmung | 95.2% (92% - 97%)
Ubereinstimmung insgesamt 95.3% (93% - 97%)




Préazision: Eine interne Prazisionsstudie wurde unter Verwendung von drei verschiedenen CRYOocheck Hex LA-Chargen auf einem
STA-R Evolution-Analysegerat gemaR CLSI EP05-A3"2 durchgefiihrt. Drei CRyocheck Hex LA-Chargennummern wurden
verwendet, um drei Kontrollplasmen und finf Plasmen mit unterschiedlicher LA-Positivitat zu testen. Jede Probe wurde zweifach,
zweimal taglich fiir 20 Tage getestet. Die Ergebnisse zeigten eine gepoolte Prazision von <5 % CV fiir LA Start und <8 % CV fir
LA Correct.

CRYOcheck Lupus Negative Control 53,0 1,6 3,0 52,8 2,8 5,3
CRYOcheck Weak Lupus Positive Control 87,3 3,2 3,7 65,4 2,8 4,2
CRYOcheck Lupus Positive Control 125,4 5,2 4,2 79,8 4,5 5,7
LA-negative Plasmaprobe 55,9 1,7 3,1 55,1 2,5 4,5
Plasmaprobe mit LA nahe cut-off 67,6 2,5 3,8 58,4 2,6 4,5
Schwach LA-positive Plasmaprobe 89,8 3,3 3,7 66,4 3,0 4,6
MaRig LA-positive Plasmaprobe 146,5 6,0 4,1 85,9 5,8 6,7
Stark LA-positive Plasmaprobe 270,7 9,6 3,6 118,0 9,0 7,6

Wiederholbarkeit: Die Studien zur Wiederholbarkeit wurden an drei Zentren durchgefiihrt (einem internen und zwei externen) mit
drei Chargen CRYocheck Hex LA in Ubereinstimmung mit CLSI EP05-A3"2. Bei der Studie wurden drei Kontrollplasmen und fiinf
Plasmen mit unterschiedlicher LA-Positivitat getestet. Jede Probe wurde in dreifacher Ausfiihrung zweimal am Tag liber 5 Tage fiir
jede der 3 Chargen CRYOocheck Hex LA getestet. Die Daten der drei Zentren ergaben eine gepoolte Wiederholbarkeit von < 5 % CV
fur LA Start und < 8 % CV fir LA Correct, wie in den Tabellen zur Wiederholbarkeit unten zusammenfassend dargestellt wird.

CRYocheCk Lupus 52.8 1.4 27 0,3 0,6 0 0 0,4 0,7 1,6 3,0
Negative Control
CRyOcheck Weak 85,6 3,3 3,9 05| 06 | 05| 06 | 19 | 22 | 39 4,6
Lupus Positive Control
CRYOcheck Lupus
Positive Control 1236 50 4.0 0.0 0 o "3 21 1’7 o7 +
LA-negative
Plasmaprobe 55,8 1,5 2,6 0,1 0,2 0,3 0,5 0,7 1,3 1.8 3,2
Plasmaprobe mit LA 66,9 23 35 04 | 06 (08 | 12 |08 | 12 | 27 4,0
nahe cut-off
Schwach LA-positive 883 37 4.1 0 0 11 1,3 1,8 2,0 4,3 4,8
Plasmaprobe
Stark LA-positive
Plasmaprobe 264.9 6.9 258 03 01 23 09 o R 10.3 >

CRYOcheck Lupus 53,7 17 3,1 0,8 1,6 0 0 0 0 3,1 5,8
Negative Control
CRyOcheck Weak 657 24 36 | 10| 15 |07 | 10 | 07 | 11 3.1 48
Lupus Positive Control
CRvocheck Lupus 80,2 32 40 | 15 | 18 | 14 | 17 | 18| 22 48 59
Positive Control
LA-negative
Plasmaprobe 56.0 1.7 3,0 06 | 11 | 02| 04 | 00 0,0 2,9 5,2
Plasmaprobe mit LA 59,2 22 37 | 12| 20 | o7 | 11 | 03| 06 3,0 5,0
nahe cut-off
Schwach LA-positive 66,9 27 40 |13 ] 20 | 12| 18 | 22 | 33 40 6,0
Plasmaprobe
Stark LA-positive 1174 45 39 [ 31| 26 | 20| 1.7 | 26 | 22 9.4 8,0
Plasmaprobe
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