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Opzet studie (1/2)

Selectie monsters
1. Patiénten < 18 jaar (n=155) waarvan een ALEX rapport beschikbaar is
2. Positieve en negatieve patiéntenpopulatie gelijkmatig verdeeld over drie
leeftijdscategorieén: (1) 0-4 jaar, (2) 5-12 jaar, (3) 13-18 jaar
3. Voedselallergenen: hazelnoot, koemelk, kippeneiwit, pinda, kabeljauw, cashew

4. Extract en klinisch relevant component (indien beschikbaar)

Extracten Componenten
Cashew Anao3
Testen en aantallen Kabeljauw Niet beschikbaar
Hazelnoot Cora9, Coral14
1. tIgE; n=100 positief, n=25 negatief Pinda Arah 2
Kippeneiwit Gald1
Koemelk Bosd 8

2. Inhalatiemix; n=25 positief en n=5 negatief

3. Voedselallergeen; n=20 positief en n=5 negatief van elk extract en component

Erasmus MC


http://www.google.nl/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwifgLfNuvfLAhUHjA8KHY-xCkkQjRwIAw&url=http%3A%2F%2Fwww.thoraxfoundation.com%2F&psig=AFQjCNHi2USKfZkqlHjD_WOUgOm0OG2xbw&ust=1459944335743909

Opzet studie (2/2)

e Methode verificatie en klinische validatie

- Vergelijk NOVEQOS, ALEX, ImmunoCAP

- Intra- en inter-assay variatie

- Sensitiviteit en specificiteit op basis van klinische gegevens

155 patiénten <18 jaar
Totaal van 459 vergelijkingen:

o tigE (n=129)

o Voedselallergenen (n= 300)
o Inhalatiemix (n= 30)

(
(!

Extracten Componenten

9.

Cashew Anao3
Kabeljauw Niet beschikbaar
Hazelnoot Cora9, Cora 14
Pinda Arah?2
Kippeneiwit Gald1
7 Koemelk Bosd#§
o
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Belangrijkste technische verschillen tussen de systemen

NOVEOS

Monoplex analyse

ImmunoCAP

Monoplex analyse

ALEX

Multiplex analyse

Minimaal tot geen interferentie
anti-CCD antistoffen

Interferentie anti-CCD
antistoffen mogelijk

Neutralisatie CCD-specifiek IgE
opgenomen in procedure

4 pl serum

40 pl serum

100 pl serum

Magnetische microbeads

Cellulosederivaatoppervlak

Nanobeads

Chemoluminescentie gelabeld
anti-humaan IgE

Fluorescent gelabeld
anti-humaan IgE

Alkalische fosfatase gelabeld
anti-humaan IgE
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NOVEOS

Vergelilk NOVEOS en ALEX

Klasse ALEX NOVEOS
0 <0,3 kU,/L <0,35 kU/L
1 0,3-1,0 kU/L | 0,35-0,7 kU,/L
2 1,0-5,0 kUs/L | 0,7-3,5 kUn/L
3 5,0-15,0 kUs/L | 3,5-17,5 kUn/L
a >15,0kUy/L | >17,5 kUp/L

ALEX

NB. Op ALEX geen hazelnoot en pinda extract

Van de 250 vergeleken resultaten zijn er slechts 9 afgewezen

Overeenkomst: 96,4%
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1
iCora9:  ALEXO,88KUA/L 1 R '
! NOVEOS 30,56 KUA/L : : Cora?9: ALEX 4,39 kUA/L :
| Patiént:  Allergie onbekend ! P NOVEOS 17,86 kUA/L |
b : | patient, __Allergle onbekend__ |
iCora9:  ALEXO,61KUA/L 1 fm==-=SSmmmmmsessooosscoos ;
| NOVEOS 10,03 KUA/L | | Cora9:  ALEXLI4KUA/L i
| Patiént: Hazelnoot allergie ! P NOVE_OS 22,46 KUA/L |
-------------------------- : Patiént: Allergie onbekend :
[ e ]
% i Cashew:  ALEX 5,44 kUA/L :
i NOVEOS 16,3 kUA/L i
i Patiént: Cashew allergie i
e 1
" | Kippeneiwit: ALEX 4,37 KUA/L |
o i NOVEOS 96,89 kUA/L i
a : Patiént: Kippeneiwit allergie :
Z feyleplepleylepleyleylepteylelepieplepleplerlepleplepiepiepleplepteioplepter)
Gald1:  ALEX 4,69 kUA/L i
1
1

1
1
i NOVEOS 22,70 kUA/L
: Patiént: Kippeneiwit allergie :

1
| Koemelk:  ALEX 2,86 kUA/L .
i NOVEOS 23,50 kUA/L |
1 1
1

Patiént: Koemelk allergie
e e RN N S N N NN MR RN R ————— —
i Gald1l:  ALEX0,38kUA/L |
! NOVEOS 0,25 kUA/L |
: Extract: positief i
: Patiént: kippeneiwit-allergie 1

o o o o e e Erasmus MC
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NOVEOS

Vergeliik NOVEOS en ImmunoCAP - totaal IgE

tigE
10000
& 13-18 jaar
1000+ ." m 5-12 jaar
W ¢ (-4 jaar
8 1004
3 N
2 104 'i.‘
2
14
0.1 rr—rr

0.1

10 100 1000 10000

ImmunoCAP

tigE // 0-4 jaar tigE // 5-12 jaar tigE // 13-18 jaar
10000 - 10000 10000
1000+ " va 1000y - E'}“'r 1000+ “.ﬂ“
100+ ...‘o L g 100+ .- - § 100+ ““
101 . o g 10+ 1 - = § 10+ o 2 st
14 14 11 ‘
0-1 LR RLL L LL LRl B AL B L u-1 R B B L B B 0.1 T T T T
0.1 1 10 100 1000 10000 0.1 1 10 100 1000 10000 01 1 10 100 1000 10000
ImmunoCAP ImmunoCAP ImmunoCAP
Goede overeenkomstigheid voor totaal IgE binnen de drie leeftijdscategorieén
Erasmus MC

Correlatiecoéfficiént: 0,97 — 0,99
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Vergelilk NOVEOS en ImmunoCAP - inhalatiemix

Inhalatiemix
1000 _
& 13-18 jaar
100+ 2 m 512 jaar
@ 101 L * 04 jaar Correlatiecoéfficiént
g L TS
S B e inhalatiemix: 0,91
] &
ﬂ.1'! L L
] &
1 |
u-u1 RELELLLLLL | LR | LI LLLL | R | LR
0.01 0.1 1 10 100 1000
ImmunoCAP
Phadiatop Extract Extract Extract Extract Extract Extract Extract
SX01 Betv1 Artv1 Phip1 Canfl1,2,3,5 Feld1l Derp1l,2
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Inhalatiemix

1000 _
4 13-18 jaar
100+ y m 5-12 jaar
g :
0-4 jaar
g 101 . (Y] . ]
L &
>
14 m,
= . -
0.14 L n
Iy
| | —
ﬂ-ﬂ1 L lllllll| lll LELEL] llllllll L] T T RTI
0.01 01 1 100 1000
ImmunoCAP

Dac g 1 - Beta-Expansine major kruisreactief allergeen

NOVEOS fout-negatief?

1 Inhalatiemix

:Eerk

:Bijvoet

:Graspollen (kropaar)
:Hnnde-rcos
:Huisstufmijt D1

I Katte-roos

kU/L
kU/L
kU/L
kU/L
kU/L
kU/L
kU/L

3,05

@033
0,16
@ .10
<0,10
<0,10
<0,10

Table 2 Monosensitization or/and polysensitization in the population of pediatric and adult Phleum pollen allergic individuals

Spectrum of Tested Allergens

Children % Adults %
Phlp 1+ Phl p 5- Phlp 7- Phl p 12- 244 Phip1+Phlp5 Phip7-Phip12- 207 _ o
Phlp 1+ Phl p 5+ Phl p 7- Phl p 12 - 415 : Phlp 1+ Phl p 5+ Phl p 7- Phl p 12 - 56.2 :
Phlp 1+ Phl p 5+ Phlp 7+ Phl p 12 - 3.7 Phl p 1+ Phl p 5+ Phl p 7+ Phl p 12 - 6.3
Phlp 1+ Phl p 5+ Phl p 7+ Phl p 12+ 8.5 Phlp 1+ Phl p 5+ Phl p 7+ Phl p 12+ 6.3
Phlp 1+ Phl p 5+ Phlp 7- Phi p 12 + 4.9 Phlp 1+ Phl p 5+ Phl p 7- Phl p 12 + 4.2
Phlp 1+ Phl p 5- Phlp 7- Phlp 12 + 49 256  Phlp1+Phlp5- Phip7-Phlip12 + 0 23.1
Phip 1+ Phl p 5- Phlp 7+ Phl p 12+ 2.4 Phlp 1+ Phl p 5- Phl p 7+ Phl p 12+ 0
Phlp 1- Phl p 5+ Phl p 7- Phl p 12+ 0 Phip 1- Phlp 5+ Phl p 7- Phl p 12+ 2.1
Phlp 1- Phlp 5+ Phlp 7- Phl p 12 - 1.2 Phlp 1- Phlp 5+ Phl p 7- Phl p 12 - 4.2
Phip 1- Phip 5- Phlp 7- Phip 12+ 1.2 Phip 1- Phip 5- Phlp 7- Phlp 12+ 0
Phlp 1- Phlp 5- Phlp 7+ Phl p 12- 2.4 85  Phlp1- Phlp5- Phlp 7+ Phlp 12- 0 0
Phlp 1- Phip 5- Phlp 7- Phl p 12- 4.9 Phlp 1- Phlp 5- Phlp 7- Phlp 12- 0

Sekerkova et al. Allergol Int. 2012



NOVEOS

Voedselallergenen // 0-4 jaar
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Voedselallergenen // 5-12 jaar
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Vergelik NOVEOS en ImmunoCAP - voedselallergenen

Voedselallergenen // 13-18 jaar
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Goede overeenkomstigheid binnen de drie leeftijdscategorieén

Correlatiecoéfficiént voedselallergenen: 0,95 — 0,98
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Correlatiecoéfficiént afzonderlijke voedselallergenen: 0,89-0,99
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Bland-Altman - voedselallergenen

95% betrouwbaarheidsinterval
NOVEOS-ImmunoCAP

Bland-Altman of extracts Bland-Altman of components
100- 100-
(1)
L 501 * L
L L
0 - . ............. . .................... u
£ R g
s ﬂw 3 s
D T . D
b= 60¢ o 80 100 =
= T A\rerage ....... o & Average
-50 - -50 -
o .
-100- -100-

Verschillen buiten 95% betrouwbaarheidsinterval ontstaan voornamelijk bij waardes >40 kU, /L
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Interferentie door antistoffen tegen kruisreactieve koolhydraatdeterminanten
(CCD)-suikergroepen

- = Serum contains f':if ) ; ~ |
Sen.!m contains it anti-slgE and /R Serum contains j Serum with anti-CCD /<
anti-sigE only |+ anti-CCD IgE f"‘i/ anti-CCD IgE only | *{; IgE and CCD-Blocker .
|9 < v &
True Positive Elevated Positive False Positive True Negative
)\ . Fluo Bead™
.
= % N - -~ SR i xg® -
wy’ )\ { 3; u L i YH:' ey ‘_,:D f;r "‘_:__'-'_'Z:_'_-'-'-if—f—_:' Cellulose
= ——q | N — = . %:ﬁ/ T |=Se——1 — . i
v —e | g~ = ';-w._f-:. W Ry P o— ~——te Anti-specific
__!__ff::"—:l\ o ,_. p—— e _!_—_—’f:_;..»_-_*i\‘_:_ :!__ ] Y IgE (s?gE)
W) | True Positive True Positive True Negative True Negative Anti-CCD IgE
S Y
[THIINT -
> }‘ L CCD-free
(=] recombinant
Z component
9 .k . Cross-reaclive
= carbohydrate
determinant
' > (CCD)
et
w w 7R MUX-HSA
u.é = g" 4 ’ bﬂ\h N Proghycan
Sy (CCD-Blocker)
o® e 2 P o>
M oF IR o o & o
« « « «©

Era_s_mus MC

p- ]


http://www.google.nl/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&source=images&cd=&cad=rja&uact=8&ved=0ahUKEwifgLfNuvfLAhUHjA8KHY-xCkkQjRwIAw&url=http%3A%2F%2Fwww.thoraxfoundation.com%2F&psig=AFQjCNHi2USKfZkqlHjD_WOUgOm0OG2xbw&ust=1459944335743909

Vergelijk resultaten ImmunoCAP en NOVEOS in anti-CCD positieve monsters

100 ;
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-1 60 '
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= 40 i N
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]

u ']

ImmunoCAP NOVEOS

NB. slgE MUXF3 positive

Cashew
Kabellauw #1
Kabellauw #2
Hazelnoot
Kippeneiwit #1
Kippeneiwit #2
Koemelk

Hazelnoot 31% afname
Koemelk 42% afname
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Anti-CCD antistoffen

TABLE Ill. MUXF3-positive samples show reactivity against peanut or hazelnut extracts with ImmunoCAP £13/417 reagents but not with

MOVEODS FO13/FON T

ImmunoCAF NOVEDS

Sample mo. Age, ¥ Sex MUXF3* Allergen extract Without CCD blocker With CCD-blocker Without CCD bocker
1 L] M 298 Peanui 23140 <11 <111

2 13 F 343 Hazelnut 134 .13 017
1 9 M 1.81 Hazelnut 7 022 022
4 67 M 1.15 Hazelnut (.46 =11 <11

5 71 M 219 Hazelnut (.60 <11 <111

6 TO F 1.63 Hazelnut 3.9 <11 <11

7 46 M 15.7 Hazelnut 487 (8D <11

8 T8 M 830 Hazelnut 20000 ={L1 .80
a9 34 M 350 Hazelnut .95 <11 <111

1] 3z M 929 Hazelnut 14.6 .14 .15
11 26 M 440 Hazelnut T.04 017 <11

OO0, cros-reactive carbohydratle determunant.

Samples 1-3 were chosen lor discordance For peam or hageloo extract: pesiive with ImmunmolC AP vs nepativedvery low lor NOVEOS. Pabents 4-11 ame nald Irom the main

ey and were selected Tor MUXFA-positivily durmg routine Eding For senalzabion sgamsl Hymenoplera venom. All values are m kU /0.

EMUXFS specabc IgE values were measured vsng ImmunoC AP o2 14.
TOCD blocker reagent (MUNXF3=-HSA) was added.

Trouche-Estival et al. JACI 2024
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Sensitiviteit en specificiteit

Uitkomsten vergeleken met klinische gegevens en conclusie kinderallergoloog

_ NOVEOS ImmunoCAP | ALEX

Sensitiviteit 98,8 % 99,4 % 99,3 %
Specificiteit 74,1 % 74,1 % 73,5 %
PPV 88,8 % 88,8 % 88,5 %
NPV 96,8 % 98,4 % 98,0 %

De drie systemen presteren wat betreft sensitiviteit en specificiteit nagenoeg vergelijkbaar

voor de geteste voedselallergenen
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Herhaalbaarheid — totaal IgE

Monster | Meting | NOVEOS CV (%)
resultaat

A 1 2432,09 3,2
2 2543,00
3 2392,46

B 1 59,08 3,3
2 62,86
3 62,22

C 1 4,27 8,2
2 5,02
3 4,54

D 1 545,33 1,4
2 560,43
3 549,59

Gemiddelde intra-assay variatie: 4,0%
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Reproduceerbaarheid — totaal IgE

Monster | Run NOVEOS CV (%) Monster | Run NOVEOS CV (%)
resultaat resultaat
A 1 3175,35 4,7 C 1 4,93 74
2 2884,35 2 4,94
3 3145,69 3 5,48
4 3254,67 4 5,25
5 3011,22 5 5,87
B 1 71,96 1,4 D 1 616,73 7.3
2 72,17 2 634,60
3 74,36 3 647,50
4 73,34 4 712,67
5 73,89 5 725,78

Gemiddelde inter-assay variatie: 5,2%
Erasmus MC
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> 9000 monsters in studieverband

NOVEOS

Verbeterde gebruikersgemak

0.a.:

* Samples + reagentia toevoegen tijdens run
* FluoBeads kunnen ‘on board’ blijven

* Custom immunoassay

Erasmus MC

NOVEOS flex
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Conclusie

* Goede overeenkomst tussen NOVEQOS, ImmunoCAP en ALEX voor de 6 geteste
voedselallergenen
* Specifieke allergeen verschillen
* Productie verschillen extract/component
(bijv. Cor a 1 spiking in hazelnoot extract ImmunoCAP)
* Anti-CCD interferentie
* Inhalatiemix: extract versus component

* Goede intra-assay en inter-assay variatiecoéfficiént

Voordelen NOVEOS t.o.v. ImmunoCAP:

* 10x minder volume nodig

e Geen tot minimale interferentie anti-CCD antistoffen en biotine in serum

Nadelen NOVEOS t.o.v. ImmunoCAP:

* Beschikbaarheid aan sIgE testen

Erasmus MC
* (Nog) geen leeftijdsafhankelijke referentiewaarden beschikbaar voor tIgk
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Erasmus MC

Met dank aan... lmedische

Laboratorium Medische Immunologie
Afdeling Immunologie
Erasmus MC, Universitair Medisch Centrum Rotterdam

Ginger Helleman

Elham Torabi-Azhandeh
Sanae Boukhrissi

Rachelle van Gemerden
Lisa Haasnoot

Cindy Kneppers

Zenovia Lourens-Florencia
Sharon Sengkerij

Luna Verweij

Annemarie Wijkhuijs

immunologie

Afdeling Kinderallergologie
Sophia Kinderziekenhuis
Erasmus MC, Universitair Medisch Centrum Rotterdam

Nicolette Arends
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STEP 1: STEP 2: STEP 3:
SOLID PHASE FORMATION PATIENT CAPTURE CONJUGATE ADDITION

454

Fluo-Bead™

=0

Calibrator, Y
Control,or 4\
Patient

> 37°C 5 min

Capture Reagent:
IgE-T or sigE

iy

Signal

STEP 5: SIGNAL
PRODUCTION / DETECTION

| +2
9
Final Result:
Chemiluminescent

Intermediate 1

f37°c 40 min
=

NOVEOS™

Diluent A

~

Intermediate 2

37°C 3.5 min

STEP 4:

NOVEOS
Substrate
A+B Mix

SUBSTRATE ADDITION

f—2

NOVEOS
Conjugate
Allergy

37°C 30 min

Final Complex



Difference

Bland-Altman — totaal IgE

95% betrouwbaarheidsinterval
NOVEOS-ImmunoCAP
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