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Zum schnellen qualitativen Nachweis von Blasentumor-Antigen und Hamoglobin im Urin
Nur fiir den In Vitro diagnostischen Gebrauch durch professionelle Anwender

ANWENDUNG
Der WiduMed Blasentumor - Test ist ein visueller immunchromatographischer
Schnelltest zum qualitativen Nachweis von Blasentumor-Antigen (Bladder Cancer
Marker=BCM, wissenschaftliche Bezeichnung hCFHrp) und Hamoglobin in menschlichen
Urinproben.
Dieser Test kann helfen, das Risiko einer Blasenkrebserkrankung einzuschatzen bzw. das
Auftreten von Rezidiven bei bereits diagnostiziertem und behandeltem Blasenkrebs zu
Uberwachen.
Die Klinische Sensitivitat des Blasentumor - Tests ist abhdngig von Tumorstadium und
Differenzierungsgrad und variiert von 57-89,2%; die Nachweisgrenze betragt 100 ng/ml
bezogen auf hCFH (Human Complement Factor H, Sigma). Mit diesem Kombitest wird
ebenfalls Himoglobin im Urin mit einer Nachweisgrenze von 250 ng/ml erfasst. Die
kombinierte Klinische Sensitivitdt der beiden Testanteile variiert von 57-97,1%.
Der Test ist nur flr den /n vitro-diagnostischen Gebrauch durch professionelle Anwender
gedacht.

ZUSAMMENFASSUNG
Karzinome der Harnblase sind nach dem Prostatakarzinom die zweithdufigste
Tumorerkrankung des Urogenitaltraktes und machen ca. 2-3% aller malignen Tumoren
des Menschen aus. In Europa treten durchschnittlich 19 Neuerkrankungen pro 100.000
Einwohnern und Jahr auf, die meisten davon im 7. und 8. Lebensjahrzehnt. Nur ca. 5%
der Patienten sind junger als 45 Jahre. Manner sind ca. dreimal haufiger betroffen als
Frauen®.
Das Risiko eines Harnblasenkarzinoms wird erhdht durch die wiederholte Aufnahme
bestimmter giftiger Substanzen, die liber den Urin ausgeschieden werden und so
langfristig mit der Harnblase in Kontakt sind. Besonders geféhrdet sind Raucher, aber
auch Berufsgruppen mit Exposition zu aromatischen Aminen® und Patienten mit
Langzeiteinnahme bestimmter Medikamente (Chlornaphazin, Cyclophosphamid).
Weitere Risiken sind chronische Harnblasenentziindung und interstitielle Nephritis,
Strahlentherapie des kleinen Beckens, Bilharziose und Balkannephropathie.
Die Symptome sind zunéchst eher unspezifisch und duern sich v.a. in schmerzhaften
Beschwerden beim Wasserlassen, die im Verlauf der Erkrankung zunehmen. Bei ca. 80%
der Patienten treten Mikro- oder Makrohamaturie auf, die jedoch meist nur
intermittierend nachweisbar sind.
Stadieneinteilung und Differenzierungsgrad
Die allgemeingiiltige Einteilung von Tumoren in Stadien ist in der nachfolgenden
Tabelle zusammengefasst, wobei noch weitere Klassifizierungen in a und b méglich sind
(nicht aufgefihrt).
Bei der Diagnose weisen ca. 75-85% der Patienten ein oberflachiges, nicht-invasives
Harnblasenkarzinom (TCC=Transient Cell Carcinoma) auf. Bei diesen Patienten betragt
das Risiko eines Rezidivs 75%, so dass auch nach einer Therapie regelmaBige
Kontrolluntersuchungen erforderlich sind.

Stadieneinteilung

Tx Keine Aussage (iber den Primartumor méglich

T0 Keine Anzeichen eines Primdrtumors

Ta Nicht invasives Karzinom der Schleimhaut

Tis Carcinoma in situ: ,flacher Tumor”

T1 Tumor infiltriert subepitheliales Bindegewebe

T2 Tumor infiltriert Muskulatur

T3 Tumor infiltriert perivesikales Gewebe

T4 Tumor infiltriert eines der folgenden Organe:

Prostata, Uterus, Vagina, Beckenwand, Bauchwand

Eine weitere wichtige Einteilung fur die Prognose ist der Differenzierungsgrad:

Differenzierungsgrad

G1 Gut differenziert

G2 MaBig differenziert

G3 Schlecht differenziert

G4 Anaplastisches Karzinom
Diagnose
Standardverfahren zum Nachweis eines Blasenkarzinoms sind Urinzytologie und
Zytoskopie.

Bei der Urinzytologie wird das Harnsediment auf Krebszellen untersucht. Da meist nur
wenige Zellen im Sediment enthalten sind, die auBerdem durch das Urinmilieu in ihrem
Erscheinungsbild beeinflusst werden konnen, ist diese Form der Diagnostik unsicher.
Auch das Fehlen von festgelegten Standardprozeduren fir die Probennahme fiihrt zu
erheblichen Schwankungen der klinischen Sensitivitat dieses Verfahrens. Insbesondere
Tumoren im Frithstadium kénnen tbersehen werden'2.

Die Zytoskopie hat eine hohe klinische Sensitivitit und Spezifitdit und gilt als
Goldstandard. Allerdings belastet sie den Patienten und es kdnnen nur sichtbare
Tumoren erkannt werden.

Aus diesen Griinden wurde nach Tumormarkern gesucht, die bei der Diagnose eines
Blasenkarzinoms relevant sein kdnnten'. Mit dem Blasentumorantigen (BCM: Bladder
Cancer Marker, hCFHrp) wurde ein Molekiil gefunden, das im Urin von Patienten mit
Blasenkarzinom haufig zu finden ist. Es handelt sich dabei um ein Protein, das
biochemisch identisch ist mit dem Humanen Komplementfaktor H und deshalb auch als
Human complement factor H related protein, hCFHrp®” bezeichnet wird. Dieses Protein
wird von normalen Epithelialzellen nicht produziert, konnte jedoch aus
Blasenkarzinomzelllinien isoliert werden.

Im Rahmen der Komplementkaskade spielt der Komplementfaktor H eine inhibierende
Rolle bei der Bildung des Membranangriffskomplexes®. In vitro konnte gezeigt werden,
dass hCFHrp ebenfalls die Bildung dieses Komplexes hemmt und dass diese Hemmung
durch Zugabe von monoklonalen Antikérpern gegen hCFHrp aufgehoben werden
kann®. Es ist also denkbar, dass die entarteten Zellen sich durch Produktion von hCFHrp
vor der Lyse durch das Komplementsystem schiitzen.

Der WiduMed Blasentumor - Test ermoglicht den Nachweis von hCFHrp in Urinproben.
Die klinische Sensitivitat ist dabei deutlich hoher als die der Urinzytologie, insbesondere
bei Karzinomen im Anfangsstadium. Bei der Uberwachung von Blasentumorpatienten
kann der Test die Abschatzung eines Rezidivrisikos erleichtern und helfen, unnétige
Zytoskopien oder Biopsien zu vermeiden. Der Nutzen von hCFHrp als Tumormarker
wurde in mehreren Studien bestétigt *°.

TESTPRINZIP
Beim WiduMed Blasentumor - Test handelt es sich um einen Sandwich-Immunoassay.
Die Testkassette ist bestiickt mit zwei individuellen Teststreifen, einem Test auf
Hamoglobin und einem auf hCFHrp/BCM. In der Testregion befindet sich jeweils eine
Linie von dort fixierten Anti-Hamoglobin- respektive Anti-hCFHrp/BCM-Antikorpern. In
einem Pad im Startbereich des Himoglobin-Tests befinden sich durch kolloidales Gold
farbmarkierte polyklonale Anti-Hdmoglobin-Antikorper, in dem des BCM/hCFHrp-Tests
farbmarkierte  polyklonale  Anti-hCFHrp/BCM-Antikérper. Ist  Hamoglobin = bzw.
BCM/hCFHrp in der Probe enthalten, so bildet es mit dem farbmarkierten Antikorper
einen Komplex. Die Flissigkeit lauft dann Gber die Membran und der Komplex wird von
dem in der Testregion fixierten Antikorper abgefangen, eine rote Linie wird sichtbar.
Eine rote Linie in der Testregion entspricht also einem positiven Testergebnis. Ist kein
Hamoglobin bzw. BCM/hCFHrp in der Urinprobe vorhanden, kann der farbmarkierte
Antikérper nicht binden und die Bildung der Testlinie bleibt aus.
Der Test beinhaltet weiterhin eine interne Funktionskontrolle in Form einer Kontrolllinie,
die in der Kontrollregion entsteht. Dieser Vorgang ist unabhangig vom Vorhandensein
von Hamoglobin bzw. BCM/hCFHrp. Die Kontrolllinie zeigt an, dass Testdurchfiihrung
und Benetzung der Membran korrekt abgelaufen sind; sie muss auf jedem gultigen Test
nach Probenauftrag sichtbar werden.

MITGELIEFERTE TESTBESTANDTEILE
. Einzeln verpackte Testkassetten mit Einwegpipetten

. Eine Gebrauchsanweisung

ZUSATZLICH BENOTIGTE UTENSILIEN
. Gefall zum Sammeln der Urinprobe (nicht aus Pappe oder Styropor)

. Stoppuhr oder Timer

LAGERUNG UND STABILITAT
Der Test kann gekihlt oder bei Raumtemperatur (2°C bis maximal 30°C) gelagert
werden. Bei gekiihlter Lagerung muss der Test vor Anwendung auf Raumtemperatur
gebracht werden. Die Testkassetten miissen bis zur Anwendung in dem versiegelten
Schutzbeutel verbleiben, da sie empfindlich gegen Luftfeuchtigkeit sind. Unter diesen
Lagerbedingungen ist der Test bis zum aufgedruckten Verfallsdatum stabil. Der Test darf
nicht eingefroren werden.

WARNHINWEISE
. Nur furr den /n-vitro-diagnostischen Gebrauch durch professionelle Anwender.

e Firden einmaligen Gebrauch. Benutzte Tests nicht wiederverwenden.
e Test nicht benutzen, wenn der Folienbeutel Beschadigungen aufweist.
e Tests nicht nach Ablauf des Haltbarkeitsdatums verwenden.

. Probenmaterial (Urin) muss als potentiell infektids angesehen werden. In den
Bereichen, in denen mit Probenmaterial gearbeitet wird, sind Essen, Trinken oder
Rauchen untersagt. Labor-Schutzkleidung ist erforderlich. Beachten Sie bitte alle
VorsichtsmaBnahmen zum Umgang mit biologisch gefahrlichen Materialien und
treffen Sie angemessene Vorkehrungen zur Entsorgung unter Beachtung
regionaler Vorschriften.

e Feuchtigkeit und Temperatur konnen das Testergebnis beeinflussen.

e Vonden Testkomponenten geht bei sachgerechter Anwendung keine Gefahr aus.

e  Bitte befolgen Sie die Anweisungen der vorliegenden Anleitung genau, um die
Verlasslichkeit des Testergebnisses zu gewahrleisten.

PROBENNAHME, AUFBEREITUNG, LAGERUNG UND HINWEISE
Probennahme:
Der Test wird mit menschlichem Urin durchgefiihrt. Dieser wird entweder spontan
abgegeben oder bei katheterisierten Patienten aus dem Katheter entnommen.

. Verwenden Sie maoglichst frischen Urin, der eine maglichst lange Verweildauer in
der Blase hatte.

. Verwenden Sie keine SammelgefaBe aus Pappe oder Schaumpolystyrol (Styropor)

. Verwenden Sie fiir jede Probe ein neues SammelgefaB, um Kreuzkontaminationen
zu vermeiden.

. Achten Sie auf eine ausreichende Kennzeichnung des Sammelgefaes, um eine
korrekte Patientenzuordnung zu gewahrleisten.

. Blasensptilzytologieproben sind fiir diesen Test nicht geeignet.

. Die Probe sollte bei Frauen nicht in den letzten drei Tagen vor Einsetzen der Regel

oder wahrend der Menstruation genommen werden.

. Bei Personen, die Aspirin (oder ein anderes Acetylsalicylsaure-Praparat)
einnehmen, sollte der Test bei einem positiven Ergebnis sieben Tage nach der
letzten Aspirin-Einnahme wiederholt werden.



Aufbereitung:

Eine spezielle Aufbereitung der Proben ist nicht erforderlich. Die Proben miissen vor
dem Testen auf Raumtemperatur gebracht werden. Nach langerer Lagerung oder bei
aufgetauten Proben muss der Urin vor dem Testen griindlich durchmischt werden.
Wenn der Urin flir weitere Untersuchungen verwendet werden soll, entnehmen Sie bitte
vorher ca. 2ml fur den Blasentumor - Test, um sicherzustellen, dass es zu keiner
Verfélschung der Urinprobe kommt.

Lagerung:
Die Urinproben kénnen bei Raumtemperatur bis zu 24 Stunden aufbewahrt werden. Bei
einer Lagerung zwischen 4-8°C ist eine Aufbewahrung fiir bis zu 3 Tagen méglich.

Hinweise:
Bitte beachten Sie vor der Probennahme die folgenden Hinweise:

. Die Auswirkungen einer Strahlen- oder systemischen Chemotherapie sowie
experimenteller Medikamente auf das Blasentumor-Test-Ergebnis sind
unbekannt. Bei Gabe intravesikaler Mittel wie BCG (Bacillus Calmette-Guerin),
Mitomycin C, Thiotepa, Bropiramin oder Interferon sollte ein Test nur nach
Absprache mit dem behandelnden Arzt durchgefiihrt werden. In einigen Féllen
wurde beobachtet, dass BCG Instillation zu positiven Testergebnissen fiihren
kann.

. Einige gutartige Erkrankungen wie Nierensteine, Nephritis, Harnwegsinfekte und
einige sexuell Ubertragbare Krankheiten konnen die Anzahl positiver
Testergebnisse erhohen. Nierenkrebs oder Urothelkarzinom der oberen
Harnwege kdnnen ebenfalls zu erhéhten hCFHrp-Spiegeln fihren.

. Nach Operationen, Biopsien oder anderen traumatisierenden Untersuchungen
der Blase oder der Harnwege sollte kein Blasentumor - Test durchgefiihrt werden.
Bitte lassen Sie nach derartigen Eingriffen ausreichend Zeit vergehen, damit
eventuelle Traumata abklingen kénnen.

Bitte lesen Sie hierzu auch den Abschnitt ,Grenzen des Verfahrens” bzw. ,Klinische
Leistungsmerkmale”.

TESTDURCHFUHRUNG
1. Bringen Sie versiegelte Testkassette und Patientenprobe vor der Testdurchfiihrung auf
Raumtemperatur (15°C bis 30°C). Zur Vermeidung von Kondensation von
Luftfeuchtigkeit auf der Testmembran bitte keine gekuihlten Tests 6ffnen. Stellen Sie den
Timer auf 9 Minuten ein und legen Sie ihn griffbereit auf Ihren Arbeitsplatz.

2. Entnehmen Sie jetzt Testkassette und Pipette aus dem Folienbeutel. Kennzeichnen Sie
die Testkassette mit einer Patientenidentifikation.

3. Mischen Sie die Urinprobe durch vorsichtiges Schwenken. Geben Sie mit der Pipette je
drei Tropfen in jede der beiden ovalen Probenoffnungen.

4. Starten Sie die Zeitmessung unmittelbar nach der Probenzugabe.

5. Lesen Sie das Testergebnis nach Ablauf von 9 Minuten ab. Das Testergebnis muss
dann innerhalb von einer Minute abgelesen werden. Testergebnisse, die spater als 10
Minuten nach Zugabe der Probe abgelesen werden sind ungiltig.

AUSWERTUNG
Fur die Interpretation des Testergebnisses werden die in den Reaktionsfeldern
entstandenen Linien visuell und getrennt voneinander ausgewertet.

Negatives Ergebnis:

Je eine farbige Linie erscheint in der Kontrolllinienregion (C) der
c o Testfenster. In der Testlinienregion (T) ist keine Linie erkennbar.

Die Abwesenheit der Testergebnislinie (T) im BCM-Testfenster

zeigt an, dass der Test keine messbaren Konzentrationen von

T T BCM/hCFHrp detektiert. Die Abwesenheit der Testlinie im Hb-
| Testfenster zeigt an, dass keine Himoglobin-Konzentration von
[ “ mebhrals 250 ng/ml in der Probe vorliegt.
" Positives Ergebnis:
Zwei unabhéngige farbige Linien erscheinen auf einer der
C [ —

Membranen oder auf beiden Membranen. Eine Linie liegt in der
Kontrolllinienregion (C), die andere erscheint in der
T T Testlinienregion (T).

Dies bedeutet beim BCM-Testfenster, dass der Test BCM
/hCFHrp im Urin nachgewiesen hat. Dies kann Hinweis auf das
Vorliegen eines Blasenkarzinoms sein.

Im Falle des Hb-Testfensters zeigt es an, dass der Test eine Hdmoglobin-Konzentration
von mehr als 250 ng/ml in der Probe festgestellt hat.

Anmerkung: Die Farbintensitdit der Testergebnislinie (T) hangt von der
Antigenkonzentration im Probenmaterial ab. Auch schwach gefarbte Testlinien sollten
deswegen als positives Ergebnis gewertet werden.

Liegt ein positives Testergebnis vor, wird sich dieses nach 10 Minuten nicht mehr
andern. Um Auswertungsfehler zu vermeiden, sollte dennoch nach 10 Minuten keine
Ablesung mehr erfolgen. Testergebnislinien, die spéter erscheinen, sind nicht
aussagekraftig und diirfen nicht ausgewertet werden.

Ungiiltiges Ergebnis:
Die Kontrolllinie (C) wird nicht ausgebildet. Tests, bei denen die

c c Kontrolllinie nicht innerhalb der vorgegebene Zeit erscheint,
durfen nicht ausgewertet werden. Die haufigsten Ursachen fir
T| =T das  Fehlen der Kontrolllinie sind unzureichendes
Probenvolumen, Fehler in der Testdurchfiihrung oder

N 4 - Uberschreiten des Verfallsdatums.

Uberpriifen Sie die Durchfiinrung auf mégliche Fehler und wiederholen Sie den Test.
Bleibt das Problem bestehen, wenden Sie sich bitte an lhren Hersteller.

QUALITATSKONTROLLE

Der Test beinhaltet eine interne Verfahrenskontrolle. Das Erscheinen einer farbigen Linie
in der Kontrollregion (C-Region) der Membran bestdtigt ein ausreichendes
Probenvolumen, eine vollstandige Benetzung der Membran und eine korrekte
Testdurchfiihrung. Kontrollstandards sind dem Kit nicht beigefligt. Im Rahmen einer
guten Laborpraxis (GLP) wird empfohlen, in regelmédBigen Abstanden Positiv- und
Negativkontrollen durchzufiihren, um die korrekte Durchfiihrung und das Funktionieren
des Tests zu bestatigen.

GRENZEN DES VERFAHRENS
Wie bei allen Schnelltests sollte das Testergebnis nicht als alleinige Grundlage einer
Diagnose dienen, sondern sollte vor dem Hintergrund aller klinischen Befunde und
Untersuchungsdaten durch einen Arzt bewertet und ggf. durch weitere diagnostische
Verfahren bestatigt werden.
Bitte beachten Sie, dass das Ergebnis nicht als absoluter is fiir das Vorliegen
oder die Abwesenheit eines Harnblasenkarzinoms zu werten ist. Erhohte
BCM/hCFHrp-Konzentrationen wurden auch in Patienten mit gutartigen Erkrankungen
wie Harnwegsinfekten, Nierensteinen, Nephritis, Blasen- und Harnwegstraumata
nachgewiesen. AuBerdem kdnnen auch Nierenkarzinome und/oder TCC (Transitional
cell carcinoma) der oberen Harnwege zu einer Erhéhung von BCM/hCFHrp im Urin
fuhren.
Die klinische Sensitivitat des Blasentumor - Tests ist vom Stadium des Blasenkarzinoms
abhéangig. Bitte lesen Sie hierzu auch den Abschnitt ,Klinische Leistungsmerkmale”.
Bei einem positiven Ergebnis fiir Hb miissen andere haufige Ursachen fiir Urin im Blut
ausgeschlossen werden, z.B. Blutungen aufgrund von Steinen oder eine vergroBerte
Prostata. In diesem Fall ist eine Nachbeobachtung mit weiteren Tests angezeigt..

KLINISCHE LEISTUNGSMERKMALE
Sensitivitat
An dieser Studie nahmen insgesamt 225 Patienten mit einem durch Biopsie bestétigten
Blasenkrebs teil. Bei 223 dieser Patienten wurde das Stadium bestimmt, bei 210
Patienten der Grad der Differenzierung. Die Sensitivitat des Blasentumor - Tests ist
abhéngig vom Tumorstadium und Differenzierungsgrad und variiert von 57 - 97 %. Die
stadienabhdngigen Ergebnisse sind in der nachfolgenden Tabelle dargestellt:

Stadium <n> Anzahl | Sensitivitdt Sensitivitat

Testpersonen (nurBCM/hCFHrp) (BCM/hCFHrp und
Hb)

Ta 14 57% 57%

T1 69 82,6% 85,5%

T2,T3 140 86,4% 94,2%

Grad

1 47 38,2% 42,5%

2 61 63,9% 70,5%

3 102 89,2% 97.1%

Spezifizitdt und Interferenzen

Folgende Substanzen und Mikroorganismen interferierten nicht mit diesem Test,
fuihrten also nicht zu falsch-negativen oder falsch-positiven Testergebnissen:
Acetaminophen, Acetylsalicylsdure, Ascorbinsdure, Atropin, Koffein, Kreatinin,
Gentesic Acid und Nitrit bis 20 mg/dl; Bilirubin bis 60 mg/dl; Glucose bis 2g/dl;
Ketone bis 40 mg/dl; Mestranol, Natrium Heparin und Lithium Heparin bis 3 mg/dl;
Penicillin bis 40.000 U/dl; LDL bis 200 mg/dl; Triglyceride bis 150 mg/dI
Acinetobacter calcoaceticus, A.bacter ssp., Candida albicans, E. coli, Gardnerella
vaginalis, Neisseria gonorrhoe, N. catarrhalis, N. lactamica, N. meningitidis, Proteus
vulgaris, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella typhi, Staphylococcus aureus,
Streptococcus faecalis, Streptococcus faecium, Trichomonas vaginalis
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