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NSE-IRMA

INTENDED USE

Immunoradiometric assay kit for the in vitro quantitative measurement of human Neuron Specific
Enolase (NSE) in serum.

A

GENERAL INFORMATION

Proprietary name : DIAsource NSE-IRMA Kit
Catalog number : KIP2471: 96 tests
Manufactured by : DIAsource ImmunoAssays S.A.

Rue du Bosquet, 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgium.

For technical assistance or ordering information contact :
Tel : +32 (0)10 84.99.11 Fax : +32 (0)10 84.99.91

CLINICAL BACKGROUND

Biological activities

The glycolytic enzyme enolase (2-phospho-D-glycerate hydrolase, EC 4.2.1.11) exists as several
dimeric isoenzymes (aa., o, oy, Bp and yy). The yy and ay enolase isoenzymes are also known
as neuron- specific enolase (NSE) as they are produced in central and peripheral neurons and
malignant tumors of neuroectodermal origin.

Elevated serum concentrations of NSE are detected in patients with medullar carcinoma of the
thyroid, pancreatic islet cell tumor, pheochromocytoma carcinoid, neuroblastoma and small-cell
lung carcinoma (SCLC).

Clinical applications

The diagnosis of lung cancer generally requires medical imaging, endoscopy, intra-operative
findings and histology.

An important indication for tumor marker determinations in lung cancer is in assessing the
efficacy of therapy and post-operative follow-up care.

In patients with SCLC, serum levels of NSE reflect the response to chemotherapy.

en



IV.  PRINCIPLES OF THE METHOD

The DIAsource NSE-IRMA is an immunoradiometric assay based on coated-tube
separation. Mabl, the capture antibody, is attached to the lower and inner surface
of the plastic tube. Calibrators or samples added to the tubes will at first show low
affinity for Mabl1. Addition of Mab2, the signal antibody labelled with 21, will
complete the system and trigger the immunological reaction. After washing, the
remaining radioactivity bound to the tube reflects the antigen concentration.

V. REAGENTS PROVIDED

Reagents 96 tests Colour Reconstitution
Kit Code
Tubes coated with 2x48 orange Ready for use
anti NSE (monoclonal
antibodies)
Ab 125 1 vial red Ready for use
5.5ml
Anti-NSE-1%| (monoclonal 700 kBq
antibodies) in phosphate buffer
with bovine serum albumin, azide
(<0.1%) and inert red dye
1 vial yellow Add 3ml distilled
CAL (0] lyophil. water

Calibrator 0 in bovine serum

With azide
5 vials yellow Add 0.5 ml distilled
CAL N lyophil. water
Calibrators 1-5 in bovine serum
with azide (see exact value on vial
labels)
1 vial brown Dilute 70x with
‘ WASH | SOLN I CONC ‘ 10 ml distilled water (use a

) magnetic stirrer).
Wash solution (TRIS-HCI)

2 vials silver Add 0.5 ml distilled

| CONTROL | N | -
lyophil. water

Controls 1 and 2 in human plasma
and thymol

Note: Use the zero calibrator for sera dilutions.

VI.  SUPPLIES NOT PROVIDED

The following material is required but not provided in the kit:

1. Distilled water

2. Pipettes for delivery of: 50 ul, 500 pl and 3 ml (the use of accurate pipettes
with disposable plastic tips is recommended)

Pipette for delivery of 5 to 10 ml of distilled water

Vortex mixer

Magnetic stirrer

Tube shaker (400rpm)

5 ml automatic syringe (Cornwall type) for washing

Aspiration system (optional)

Any gamma counter capable of measuring '2°1 may be used (minimal yield
70%).
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VIl. REAGENT PREPARATION

A. Calibrators : Reconstitute the calibrator 0 with 3 ml distilled water and
the calibrators 1-5 with 0.5 ml.

B. Controls : Reconstitute the controls with 0.5 ml distilled water.

C. Working Wash solution : Prepare an adequate volume of Working Wash
solution by adding 69 volumes of distilled water to 1 volume of Wash
Solution (70x). Use a magnetic stirrer to homogenize. Discard unused
Working Wash solution at the end of the day.

VIIL.

IX.

STORAGE AND EXPIRATION DATING OF REAGENTS

Before opening or reconstitution, all kit components are stable until the
expiry date, indicated on the vial label, if kept at 2 to 8°C.

After reconstitution of the calibrators and controls, aliquots should be
made and kept at —20°C for maximum 3 months.

Freshly prepared Working Wash solution should be used on the same day.
After its first use, tracer is stable until expiry date, if kept in the original
well closed vial at 2 to 8°C.

Alterations in physical appearance of kit reagents may indicate instability
or deterioration.

SPECIMEN COLLECTION AND PREPARATION

NSE is also found in erythrocytes, plasma cells and platelets, it may be
released into serum if separation from red cells does not occur within 60
minutes of venipuncture.

10.

11.

XI.

Serum must be kept at 2-8°C.

If the test is not run within 24 h., storage at —20°C is recommended.
Avoid subsequent freeze-thaw cycles.

Do not use plasma samples.

PROCEDURE

Handling notes

Do not use the kit or components beyond expiry date. Do not mix
materials from different kit lots. Bring all the reagents to room
temperature prior to use.

In order to avoid cross-contamination, use a clean disposable pipette tip
for the addition of each reagent and sample. Thoroughly mix all reagents
and samples by gentle agitation or swirling.

High precision pipettes or automated pipetting equipment will improve the
precision. Respect the incubation times.

Prepare a calibration curve for each run, do not use data from previous
runs.

Procedure

Label coated tubes in duplicate for each calibrator, sample and control.
For determination of total counts, label 2 normal tubes.

Briefly vortex calibrators, samples, controls and dispense 50 pl of each
into the respective tubes.

Dispense 50 ul of anti-NSE-#I tracer into each tube, including the
uncoated tubes for total counts.

Shake the rack containing the tubes gently by hand to liberate any trapped
air bubbles.

Incubate for 2 hours at room temperature on a tube shaker (400 rpm).
Aspirate (or decant) the content of each tube (except total counts). Be sure
that the plastic tip of the aspirator reaches the bottom of the coated tube in
order to remove all the liquid.

Wash tubes with 2 ml Working Wash solution (except total counts). Avoid
foaming during the addition of the Working Wash solution.

Aspirate (or decant) the content of each tube (except total counts).

Wash tubes again with 2 ml Wash solution (except total counts) and
aspirate (or decant).

After the last washing, let the tubes stand upright for two minutes and
aspirate the remaining drop of liquid.

Count tubes in a gamma counter for 60 seconds.

CALCULATION OF RESULTS

Calculate the mean of duplicate determinations.

On semi logarithmic or linear graph paper plot the c.p.m. (ordinate) for
each calibrator against the corresponding concentration of NSE (abscissa)
and draw a calibration curve through the calibrator points, reject the
obvious outliers.

Read the concentration for each control and sample by interpolation on the
calibration curve.

Computer assisted data reduction will simplify these calculations. If
automatic result processing is to be used, a 4-parameter logistic function
curve fitting is recommended.



XIl. TYPICAL DATA

The following data are for illustration only and should never be used instead of
the real time calibration curve.

NSE-IRMA cpm B/T (%)
Total count 275069 100
Calibrator 0.0 ng/ml 399 0.15
2.5 ng/ml 2669 0.97
7.8 ng/ml 6710 2.44
26.0 ng/ml 20604 7.49
78.0 ng/ml 57102 20.76
270.0 ng/ml 144748 52.62

Since no international reference material is available for NSE antigen, BSE NSE-
IRMA calibrator values are assigned against a set of in-house reference standards.

XIl. PERFORMANCE AND LIMITATIONS

A. Detection limit
Twelve zero calibrators were assayed along with a set of the other
calibrators. The detection limit, defined as the apparent concentration of
the average count at zero binding plus two standard deviations, was 0.19
ng/ml.

B. Specificity
The monoclonal antibodies used are specific for the g-subunit of enolase.
No measurable cross-reactions with other enolase have been observed.

C. Precision

INTRA ASSAY INTER ASSAY

Serum | Replicate | <X>+SD | CV |[[ Serum | Replicate <X>*SD CcVv
(ng/ml) | (%) (ng/ml) (%)

A 20 129+0.5 3.6 A 20
B 20 1044+ 1.3 12 B 20

12.7.+05 338
101.4.+3.8 3.8

SD : Standard Deviation; CV: Coefficient of variation

D. Accuracy
RECOVERY TEST
Added NSE Recovered NSE Recovery
(ng/ml) (ng/ml) (%)
20.0 20.0 100.0
39.0 38.7 99.0
79.0 76.0 96.2
156.4 149.4 95.5
DILUTION TEST
Sample Dilution Theoretical Measured Concent.
Concent. (ng/ml)
(ng/ml)

1 11 164.7
1/2 82.4 79.2
1/4 41.2 39.4
1/8 20.6 20.3
1/16 10.3 10.2
1/32 51 5.1
1/64 2.6 25
1/128 13 1.2
2 1/1 240.5
12 120.3 120.4
1/4 60.1 61.3
1/8 30.1 29.9
1/16 15.0 14.7
1/32 7.5 6.6
1/64 3.8 31
1/128 1.9 14

Samples were diluted with zero calibrator .

E. Time delay between last calibrator and sample dispensing
As shown hereafter, assay results remain accurate even when a sample is
dispensed 30 minutes after the calibrator has been added to the coated

tubes.
TIME DELAY
o 10 20' 30'
S 1 (ng/ml) 115 11.8 11.4 11.9
S 2 (ng/ml) 45.1 44.7 43.6 43.1

F. Hook-effect
Samples containing 15000 ng/ml NSE give a result higher than the last
calibration point.

XIV. LIMITATIONS

- Specimens from patients who have received preparations of mouse
monoclonal antibodies for diagnosis or therapy may contain human anti-
mouse antibodies (HAMA). Such specimens may show either falsely
elevated or depressed values when tested with assay kits which employ
mouse monoclonal antibodies.

- Heterophilic antibodies in human serum can react with reagent
immunoglobulins, interfering with in vitro immunoassays.

Patients routinely exposed to animals or animal serum products can be
prone to this interference and anomalous values may be observed in case
of the presence of heterophelic antibodies. Carefully evaluate the results of
patients suspected of having these antibodies.

If results are not consistent with other clinical observations, additional
information should be required before diagnosis.

XV. INTERNAL QUALITY CONTROL

- If the results obtained for Control 1 and/or Control 2 are not within the
range specified on the vial label, the results cannot be used unless a
satisfactory explanation for the discrepancy has been given.

- If desirable, each laboratory can make its own pools of control samples,
which should be kept frozen in aliquots. Do not freeze-thaw more than
twice.

- Acceptance criteria for the difference between the duplicate results of the
samples should rely on Good Laboratory Practises

XVI. REFERENCE INTERVALS

Among 332 apparently healthy individuals, 98% of the results were below 12.5
ng/ml.

For diagnostic purposes, the results obtained from this assay should always
be used in combination with the clinical examination, patient medical history
and other findings.

XVII. PRECAUTIONS AND WARNINGS

Safety

For in vitro diagnostic use only.

This kit contains 21 (half-life: 60 days) ,emitting ionizing X (28 keV) and y (35.5
keV) radiations.

This radioactive product can be transferred to and used only by authorized
persons; purchase, storage, use and exchange of radioactive products are subject
to the legislation of the end user's country. In no case the product must be
administered to humans or animals.

All radioactive handling should be executed in a designated area. away from
regular passage. A logbook for receipt and storage of radioactive materials must
be kept in the lab. Laboratory equipment and glassware, which could be
contaminated with radioactive substances, should be segregated to prevent cross
contamination of different radioisotopes.

Any radioactive spills must be cleaned immediately in accordance with the
radiation safety procedures. The radioactive waste must be disposed of
following the local regulations and guidelines of the authorities holding
jurisdiction over the laboratory. Adherence to the basic rules of radiation safety
provides adequate protection.

The human blood components included in this kit have been tested by European
approved and/or FDA approved methods and found negative for HbsAg, anti-
HCV, anti-HIV-1 and 2. No known method can offer complete assurance that
human blood derivatives will not transmit hepatitis, AIDS or other infections.
Therefore, handling of reagents, serum or plasma specimens should be in
accordance with local safety procedures.



All animal products and derivatives have been collected from healthy animals.
Bovine components originate from countries where BSE has not been reported.
Nevertheless, components containing animal substances should be treated as
potentially infectious.

Avoid any skin contact with reagents (sodium azide as preservative). Azide in
this kit may react with lead and copper in the plumbing and in this way form
highly explosive metal azides. During the washing step, flush the drain with a
large amount of water to prevent azide build-up.

Do not smoke, drink, eat or apply cosmetics in the working area. Do not pipette
by mouth. Use protective clothing and disposable gloves.
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XIX.  SUMMARY OF THE PROTOCOL
TOTAL CALIBRATORS SAMPLE(S)
COUNTS CONTROLS
mi nll mi
Calibrators (0-5) - 0.05 -
Samples, Controls - - 0.05
Tracer 0.05 0.05 0.05

Incubation 2 hours at room temperature with shaking at 400 rpm
Separation - Aspirate (or decant)
Working Wash - 2.0

solution

Separation - Aspirate (or decant)
Working Wash - 2.0

solution

Separation - Aspirate (or decant)
Counting Count tubes for 60 seconds

Other translations of this Instruction for Use can be downloaded from our

website: https://www.diasource-diagnostics.com/
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NSE-IRMA

BUT DU DOSAGE

Trousse de dosage radio-immunométrique pour la mesure quantitative in vitro de 1’énolase
neurospécifique humaine (NSE) dans le sérum humain.

INFORMATIONS GENERALES
Nom du produit : DIAsource NSE-IRMA kit
Numeéro de catalogue : KIP2471: 96 tests

Fabriqué par : DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue du Bosquet, 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgium.

Pour une assistance technique ou une information sur une commande :
Tel : +32 (0)10 84.99.11 Fax : +32 (0)10 84.99.91

CONTEXTE CLINIQUE

Activités biologiques

L’enzyme glycolytique hydrolase 2-phospho-D-glycerate (EC 4.2.1.11), I’énolase, existe sous
forme de plusieurs isoenzymes, des diméres (oo, af, oy, BB et yy). Les isoenzymes yy et ay de
I’énolase sont également connues sous le nom d’énolase neurospécifique (NSE) parce qu’elles
sont produites dans les neurones centraux et périphériques et les tumeurs malignes d’origine
neuroectodermique.

Des concentrations sériques en NSE élevées sont détectées chez des patients souffrant de
carcinome médullaire de la thyroide, de tumeur pancréatique des cellules des lots de Langerhans,
de phéochromocytome carcinoide, de neuroblastome et de carcinome pulmonaire a petites
cellules (SCLC).

Application clinique

Le diagnostic de cancer du poumon nécessite généralement imagerie médicale, endoscopie,
constatations opératoires et histologie extemporanée.

Une indication importante de la détermination d’un marqueur tumoral dans le cancer du poumon
est I’évaluation de I’efficacité du traitement et des soins du suivi post-opératoire.

Chez les patients souffrant d’'un SCLC, les taux sériques de la NSE refletent la réponse a la
chimiothérapie.



IV.  PRINCIPE DU DOSAGE

La trousse DIAsource NSE-Irma est une trousse de dosage radio-

immunométrique

basée sur la séparation en tube recouvert d'anticorps. Les AcM1, les anticorps de
capture, sont attachés sur la surface basse et interne du tube plastic. Les
calibrateurs ou les échantillons ajoutés dans les tubes présenteront dans un
premier temps une faible affinité pour les AcMl1. L’addition de I’AcM2,
lanticorps signal marqué avec 1'*?®I, complétera le systéme et déclenchera la
réaction immunologique. Suite au lavage, la radioactivité restante liée au tube

reflétera la concentration de 1’antigéne.

V. REACTIFS FOURNIS

Réactifs Trousse de Code Reconstitution

96 analyses Couleur

Tubes recouverts avec I’anti 2x48 Orange Prét a ’emploi
NSE (anticorps

monnclonal)

TRACEUR: NSE marquée a 7?)5'?8"]
1"*?51odine (grade HPLC) dans un

tampon phosphate avec de
I'albumine bovine, de I’azoture de
sodium (<0,1%) et un colorant
rouge inactif

Prét a I’emploi

CAL n 1 flacon Jaune

Calibrateur zéro dans du sérum Iyophilise distillée
bovin et de I’azide de sodium

Ajouter 3,0 ml d’eau

Calibrateur N=1a5

(cf. Valeurs exactes sur chaque
flacon) dans du sérum bovin et de
I’azide de sodium

5 flacons Jaune Ajouter 0,5 ml d’eau
lyophilisés distillée

Contréles - N =1 ou 2 dans du
plasma humain et du thymol

|WASH | SOLN |CONC | 1 flacon Brun Diluer 70 x,avec'd‘e
10 ml I’eau distillée (utiliser
Solution de Lavage un ag |,ta}teur
(Tris-HCI) magnétique).
2 flacons Gris Ajouter 0,5 ml d’cau
lyophilisés distillée

Note: Utiliser le calibrateur zéro pour la dilution des échantillons.

VL. MATERIEL NON FOURNI

Le matériel mentionné ci-dessous est requis mais non fourni avec la trousse:
Eau distillée

1.
2. Pipettes pour distribuer: 50 ul, 500 pl et 3 ml (I’utilisation de pipettes

précises et de pointes jetables en plastique est recommandée)
Pipette pour distribuer de 5 a 10 ml d’eau distillée

Agitateur vortex

Agitateur magnétique

Agitateur de tubes (400rpm)

Seringue automatique de 5 ml (type Cornwall) pour les lavages
Systeme d’aspiration (optionnel)
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(rendement minimum 70%).

VIl. PREPARATION DES REACTIFS

A Calibrateurs : Reconstituer le calibrateur zéro avec 3,0 ml d’eau distillée

et les calibrateurs 1 a 5 avec 0,5 ml.
B. Controles : Reconstituer les contrdles avec 0,5 ml d’eau distillée.

C. Solution de Lavage : Préparer un volume adéquat de Solution de Lavage
en ajoutant 69 volumes d’eau distillée a 1 volume de Solution de Lavage
(70x). Utiliser un agitateur magnétique pour homogénéiser. Eliminer la

Solution de Lavage non utilisée & la fin de la journée.

Tout compteur gamma capable de mesurer 1''%I peut étre utilisé

VIIL.

IX.

STOCKAGE ET DATE D’EXPIRATION DES REACTIFS

Avant I’ouverture ou la reconstitution, tous les composants de la trousse
sont stables jusqu’a la date d’expiration, indiquée sur 1’étiquette, si la
trousse est conservée entre 2 et 8°C.

Aprés la reconstitution des calibrateurs et des contrdles, les aliquotes
doivent étre gardées a -20°C pendant 3 mois au maximum.

La Solution de Lavage préparée doit étre utilisée le jour méme.

Aprés la premiére utilisation, le traceur est stable jusqu’a la date
d’expiration, si celui-ci est conservé entre 2 et 8°C dans le flacon d’origine
correctement fermé.

Des altérations dans I’apparence physique des réactifs de la trousse
peuvent indiquer une instabilité ou une détérioration.

PREPARATION ET STABILITE DE L’ECHANTILLON

La NSE se trouvant également dans les érythrocytes, les cellules
plasmatiques et les plaquettes, elle peut étre relachée dans le sérum si la
séparation avec les globules rouges ne se fait pas dans les 60 minutes de la
ponction veineuse.

=@

10.

11.

XL

Les échantillons de sérum doivent étre gardés entre 2 et 8°C.

Si le test n’est pas réalisé dans les 24 heures, un stockage a -20°C est
recommandgé.

Eviter des cycles de congélation et décongélation successifs.

Ne pas utiliser des échantillons de plasma.

MODE OPERATOIRE

Notes de manipulation

Ne pas utiliser la trousse ou ses composants aprés avoir dépassé la date
d’expiration. Ne pas mélanger du matériel provenant de trousses de lots
différents.  Mettre tous les réactifs a température ambiante avant
utilisation.

Meélanger tous les réactifs et les échantillons sous agitation douce. Pour
éviter toute contamination croisée, utiliser une nouvelle pointe de pipette
pour ’addition de chaque réactif et échantillon.

Des pipettes de haute précision ou un équipement de pipetage automatique
permettent d’augmenter la précision. Respecter les temps d’incubation.
Préparer une courbe de calibration pour chaque nouvelle série
d’expériences, ne pas utiliser les données d’expériences précédentes.

Mode opératoire

Identifier les tubes recouverts fournis dans la trousse, en double pour
chaque calibrateur, échantillon, contréle. Pour la détermination de
’activité totale, identifier 2 tubes non recouverts d’anticorps.

Agiter au vortex brievement les calibrateurs, les échantillons et les
contrdles. Puis distribuer 50 ul de chacun d’eux dans leurs tubes respectifs.
Distribuer 50 pl de traceur dans chaque tube, y compris les tubes sans
anticorps pour la détermination de I’activité totale.

Agiter l1égérement le portoir de tube manuellement pour libérer toute bulle
d’air emprisonnée.

Incuber pendant 2 heures a température ambiante sous agitation continue
(400 rpm).

Aspirer (ou décanter) le contenu de chaque tube (a 1’exception des tubes
utilisés pour la détermination de 1’activité totale). Assurez-vous que la
pointe utilisée pour aspirer le liquide des tubes atteint le fond de chacun
d’eux pour éliminer toute trace de liquide.

Laver les tubes avec 2 ml de Solution de Lavage (a I’exception des tubes
utilisés pour la détermination de I’activité totale) et aspirer. Eviter la
formation de mousse pendant ’addition de la Solution de Lavage.

Aspirer (ou décanter) le contenu de chaque tube (a I’exception des tubes
utilisés pour la détermination de I’activité totale).

Laver les tubes & nouveau avec 2 ml de Solution de Lavage (a I’exception
des tubes utilisés pour la détermination de ’activité totale) et aspirer (ou
décanter).

Aprés le dernier lavage, laisser les tubes droits pendant 2 minutes et
aspirer (ou décanter) le reste de liquide.

Placer les tubes dans un compteur gamma pendant 60 secondes pour
quantifier la radioactivité.

CALCUL DES RESULTATS
Calculer la moyenne de chaque détermination réalisée en double.

Dessiner sur un graphique linéaire ou semi-logarithmique les cpm
(ordonnées) pour chaque calibrateur contre la concentration



correspondante en NSE (abscisses) et dessiner une courbe de calibration a
’aide des points de calibration, écarter les valeurs aberrantes.

3. Lire la concentration pour chaque contrdle et échantillon par interpolation
sur la courbe de calibration.
4. L’analyse informatique des données simplifiera les calculs. Si un systeme

d’analyse de traitement informatique des données est utilisé, il est
recommandé d’utiliser la fonction « 4 parametres » du lissage de courbes.
XIl. DONNEES TYPES

Les données représentées ci-dessous sont fournies pour information et ne peuvent
jamais étre utilisées a la place d’une courbe de calibration.

TEST DE DILUTION

Echantillon Dilution Concent. théorique Concent. Mesurée
(ng/ml) (ng/ml)

1 11 164,7
12 82,4 79,2

1/4 41,2 394

1/8 20,6 20,3

1/16 10,3 10,2

1/32 51 51

1/64 2,6 2,5

1/128 13 1,2

2 171 2405
1/2 120,3 120,4

1/4 60,1 61,3

1/8 30,1 29,9

1/16 15,0 14,7

1/32 75 6,6

1/64 3,8 31

1/128 19 14

NSE-IRMA cpm B/T (%)
Activité totale 275069 100

Calibrateur 0,0 ng/ml 399 0,15
2,5 ng/ml 2669 0,97
7,8 ng/ml 6710 2,44
26,0 ng/ml 20604 7,49
78,0 ng/ml 57102 20,76
270,0 ng/ml 144748 52,62

Comme on ne dispose d’aucune référence internationale pour 1’antigéne NSE, les
valeurs du calibrateur BSE NSE-IRMA sont attribuées a un jeu de standards de
référence internes.

XIll. PERFORMANCE ET LIMITES DU DOSAGE

A Sensibilité

Vingt calibrateurs zéro ont été testés en paralléle avec un assortiment d’autres
calibrateurs. La limite de détection, définie comme la concentration apparente
située 2 déviations standards au-dessus de la moyenne déterminée a la fixation
zéro, était de 0,19 ng/ml.

B. Spécificité

Les anticorps monoclonaux utilisés sont spécifiques de la sous-unité g de
I’énolase. On n’a pas observé de réactions croisées mesurables avec d’autres
énolases.

C. Précision
INTRA-ESSAI INTER-ESSAI
Sérum N <X>+SD cv Sérum N <X>+SD cv
(ng/ml) (%) (ng/ml) (%)
A 20 129+0,5 3,6 A 20 12,7,+£05 3,8
B 20 104,4 +1,3 12 B 20 101,4+3,8 3.8

SD : Déviation Standard; CV: Coefficient de variation

D. Exactitude

TEST DE RECUPERATION

NSE ajoutée NSE récupérée Récupération
(ng/ml) (ng/ml) (%)
20,0 20,0 100,0
39,0 38,7 99,0
79,0 76,0 96,2

156,4 1494 95,5

Les échantillons ont été dilués avec le calibrateur zéro.

E. Délai entre la distribution du dernier calibrateur et celle de
I’échantillon
Comme montré ci-dessous, les résultats d’un essai restent précis méme
quand un échantillon est distribué 30 minutes apres que le calibrateur a été
ajouté aux tubes avec |’anticorps.
DELAI
0 10 20' 30
S 1 (ng/ml) 11,5 11,8 11,4 11,9
S 2 (ng/ml) 451 447 43,6 431
F. Effet crochet

Les échantillons contenant 15000 ng/ml de NSE donnent un résultat supérieur au
dernier point de calibration.

XIV.

XV.

LIMITATIONS

Les échantillons de patients ayant recu des préparations d'anticorps
monoclonaux de souris pour un diagnostic ou comme traitement peuvent
contenir des anticorps humains anti-souris (HAMA). De tels échantillons
peuvent montrer des valeurs soit faussement élevées soit faussement
basses lorsqu'ils sont analysés avec des trousses d'analyses utilisant des
anticorps monoclonaux de souris.

Des anticorps hétérophiles dans le sérum humain peuvent réagir avec le
réactif immunoglobulines, interférant ainsi avec les méthodes d'analyse
immunologiques in vitro.

Les patients couramment en contact avec des animaux ou des produits de
sérum animal peuvent étre sujets a ces interférences. Des valeurs
anormales peuvent étre observées en cas de présence d'anticorps
hétérophiles. Evaluer soigneusement les résultats des patients suspectés
d'avoir ces anticorps.

Si les résultats ne sont pas cohérents avec les autres observations
cliniques, des informations supplémentaires doivent étre demandées
avant de poser le diagnostic.

CONTROLE QUALITE INTERNE

Si les résultats obtenus pour le(s) contréle(s) 1 et/ou 2 ne sont pas dans
lintervalle spécifié sur I’étiquette du flacon, les résultats ne peuvent pas
étre utilisés & moins que I'on ait donné une explication satisfaisante de la
non-conformité.

Chaque laboratoire est libre de faire ses propres stocks d’échantillons
controles, lesquels doivent étre congelés en aliquotes. Ne pas congeler —
décongeler plus de deux fois.

Les critéres d'acceptation de la différence entre les résultats des
échantillons analysés en double doivent étre basés sur les Bonnes
Pratiques de Laboratoire.




XVI. VALEURS ATTENDUES

7. EBERT W., HOPPE M., MULEY T., DRINGS P.
Monitoring of therapy in inoperable lung cancer patients by
measurement of CYFRA 21-1, TPA, CEA and NSE.
Anticancer RES 1997; 17:2875-2878.

Parmi 332 individus apparents en bonne santé, 98% des résultats étaient en
dessous de 12,5 ng/ml.

Pour étre utilisés a des fins diagnostiques, les résultats obtenus avec cet essai
doivent toujours étre utilisés en combinaison avec I'examen clinique,
I"histoire médicale du patient et d'autres constatations. XIX. RESUME DU PROTOCOLE

XVII. PRECAUTIONS ET AVERTISSEMENTS

Sécurité ACTIVITE Calibrateurs ECHANTIL-
Pour utilisation en diagnostic in vitro uniquement. TOTALE (ml) LON(S),
Cette trousse contient de 1'**I (demi-vie: 60 jours), une matiére radioactive (mb) CON(Tn:"I?LES
émettant des rayonnements ionisants X (28 keV) et y (35.5 keV).
Ce produit radioactif peut uniquement étre regu, acheté, possédé ou utilisé par des
personnes autorisées; ’achat, le stockage, I'utilisation et I’échange de produits Calibrateurs (0-5) - 0,05 -
radioactifs sont soumis a la législation du pays de I'utilisateur final. Ce produit ne Echantillons, Controles - - 0,05

N AP, . Traceur 0,05 0,05 0,05
peut en aucun cas étre administré a I’homme ou aux animaux.

Toutes les manipulations radioactives doivent étre exécutées dans un secteur

désigné, éloigné de tout passage. Un journal de réception et de stockage des Incubation 2 heures & température ambiante SOUS agitation
matieres radioactives doit étre tenu a jour dans le laboratoire. L'équipement de continue (400 rpm).

Iab(_)rato_ire et I_a verferie_, qyi pourrz}it_ étre contam_inée_ avec.dyes substa_nces Séparation : Aspiration
_radloactlve& doivent étre isolés afin d’éviter la contamination croisée de plusieurs Solution de Lavage B 2.0

isotopes. Séparation - aspiration

Toute contamination ou perte de substance radioactive doit étre réglée Solution de Lavage - 2,0
conformément aux procédures de radio sécurité. Les déchets radioactifs doivent Séparation - aspiration

étre placés de maniere a respecter les réglementations en vigueur. L'adhésion aux

régles de base de sécurité concernant les radiations procure une protection Comptage Temps de comptage des tubes: 60 secondes

adéquate.

Les composants de sang humain inclus dans ce kit ont été évalués par des
méthodes approuvées par I’Europe et/ou la FDA et trouvés négatifs pour HBsAg,
I’anti-HCV, ’anti-HIV-1 et 2. Aucune méthode connue ne peut offrir I'assurance
compléte que des dérivés de sang humain ne transmettront pas d’hépatite, le sida
ou toute autre infection. Donc, le traitement des réactifs, du sérum ou des
échantillons de plasma devra étre conforme aux procédures locales de sécurité.
Tous les produits animaux et leurs dérivés ont été collectés d'animaux sains. Les
composants bovins proviennent de pays ou I’ESB n'a pas été détectée.
Néanmoins, les composants contenant des substances animales devront étre traités
comme potentiellement infectieux.

L’azoture de sodium est nocif s’il est inhalé, avalé ou en contact avec la peau
(’azoture de sodium est utilis¢é comme agent conservateur). L ’azoture dans cette
trousse pouvant réagir avec le plomb et le cuivre dans les canalisations et donner
des composés explosifs, il est nécessaire de nettoyer abondamment a ’eau le
matériel utilisé.

Ne pas fumer, ni boire, ni manger ni appliquer de produits cosmétiques dans les
laboratoires ou des produits radioactifs sont utilisés. Ne pas pipeter avec la
bouche. Utiliser des vétements protecteurs et des gants a usage unique.
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Vor Gebrauch des Kits lesen Sie bitte diese Packungsbeilage.

NSE-IRMA

VERWENDUNGSZWECK

Ein Radio-Immunoassay fur die quantitative in vitro Bestimmung von Neuron-spezifischer Enolase
(NSE) in Serum.
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ALLGEMEINE INFORMATION
Handelsbezeichnung :  DIAsource NSE-IRMA Kit
Katalognummer : KIP2471: 96 Tests

Hergestellt von: DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue du Bosquet, 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgien.

Fur technische Unterstlitzung oder Bestellungen wenden Sie sich bitte an:

Tel : +32 (0)10 84.99.11 Fax : +32 (0)10 84.99.91
Fir Deutschland : Kostenfreie Rufnummer : 0800 1 00 85 74 - Kostenfreie Faxnummer : 0800 1 00 85 75
E-mail Ordering : ordering@diasource.be

KLINISCHER HINTERGRUND

Biologische Aktivitaten

Das glykolytische Enzym Enolase (2-phospho-D-glycerate hydrolase, EC 4.2.1.11) existiert als
verschiedene Dimer-Isoenzyme (oo, aff, ay, BB und yy). Die yy und ay Enolase Isoenzyme sind
auch bekannt als Neuron-spezifische Enolase (NSE) wie sie in den zentralen und peripheren
Neuronen und malignen Tumoren neuroektodermalen Ursprungs produziert werden.

Erhohte Serumkonzentrationen wurden bei Patienten mit carcinoma medullare der Schilddrise,
Pankreas-Inselzelltumor, Phdochromozytom, Neuroblastom und kleinzelligem
Bronchialkarzinom (SCLC) nachgewiesen.

Klinische Anwendung

Die Diagnose von Lungenkrebs erfordert generell medizinische, bildgebende Verfahren,
Endoskopie, intraoperative Befunde und Histologie.

Eine wichtige Indikation fiir die Bestimmung der Tumormarker bei Lungenkrebs besteht in der
Beurteilung der Effizienz der Therapie und der postoperativen Nachsorge.

Bei Patienten mit SCLC reflektieren die Serumwerte von NSE die Antwort auf die
Chemotherapie.



IV. GRUNDSATZLICHES ZUR DURCHFUHRUNG

Der DIAsource NSE-IRMA st ein Radioimmuno-Assay in beschichteten
Rohrchen. Mabl, die Fénger-Antikorper, haften an der unteren inneren
Oberflache des Plastikrohrchens. In die Réhrchen zugegebene Kalibratoren oder
Proben zeigen zuerst eine niedrige Affinitat zu Mabl. Zugabe von Mab2, des mit
125 markierten Signalantikérpers, vervollstandigt das System und triggert die
immunologische Reaktion. Nach dem Waschen gibt die verbleibende, an den
Roéhrchen haftende Radioaktivitat die Antigenkonzentration wieder.

V. MITGELIEFERTE REAGENZIEN

Reagenzien 96 Test Farb Rekonstitution
Kit Code
Mit anti NSE- 2x48 orange | gebrauchsfertig
H beschichtete
Réhrchen

(monoklonale
Antikorper)

1 GefaR rot gebrauchsfertig

TRACER: ®lodmarkierter Anti- 7?)§ITBIq
NSE (monoklonale Antikérper) in
Phosphatpuffer mit Rinderserum-
albumin, Azid (<0.1%) und
inertem roten Farbstoff

“ 1 Gefa gelb 3.0 ml dest. Wasser

Null Kalibrator in Rinderserum Iyophilisiert Zugeben
und Azid
CAL “ 5 Gefésse gelb 0.5 ml dest. Wasser
. lyophilisiert zugeben
Kalibrator -N=1to5
(genaue Werte auf GeféaR-
Etiketten) in Rinderserum und
Azid
| WASH | SOLN |CONC | 1 GefaR braun | 70 x mit dest. Wasser
10 ml verdiinnen
Waschlosung (Tris-HCI) (Magnetrihrer
benutzen).

“ 2 Gefasse silber | 0.5 ml dest. Wasser
lyophilisiert zugeben

Kontrollen - N =1 or 2
Humanplasma und Thymol

Bemerkung:Benutzen Sie den Null-Kalibrator zur Probenverdiinnung.

VI.  ZUSATZLICH BENOTIGTES MATERIAL

Folgendes Material wird benétigt, aber nicht mit dem Kit mitgeliefert:

1. Dest. Wasser

2. Pipetten: 50 pl, 500 pl und 3 ml (Verwendung von Prazisionspipetten
mit Wegwerf-Plastikspitzen wird empfohlen)

Pipette zur Abgabe von 5 bis 10 ml dest. Wasser

5 ml automatische Spritze (Cornwall Typ) zum Waschen
Absaugsystem (optional)

Vortex Mixer

Schiittler fir Rohrchen (400rpm)

Magnetrihrer

Jegl. Gamma-Counter, der 1251 messen kann, kann verwendet werden.
(minimal Yield 70%)

©oNOO AW

VIl. VORBEREITUNG DER REAGENZIEN

A. Kalibratoren: Rekonstituieren Sie den Nullstandard mit 3,0 ml dest.
Wasser und die Kalibratoren 1-5 mit 0,5 ml dest.Wasser.

B. Kontrollen: Rekonstituieren Sie die Kontrollen mit 0,5 ml dest. Wasser.

C. Waschldsung: Bereiten Sie ein angemessenes Volumen Waschldsung aus
einem Anteil Waschlésung (70x) mit 69 Anteilen dest. Wasser zu.
Verwenden Sie einen Magnetrihrer zum gleichméRigen Durchmischen.
Verwerfen Sie die nicht benutze Waschlésung am Ende des Tages.

VIII.

IX.

NSE

AUFBEWAHRUNG UND LAGERUNG DER REAGENZIEN

Vor dem Offnen oder Rekonstitution sind die Reagenzien des Kits bis zum
Ablaufdatum (Angaben auf Etikett) bei Lagerung bei 2°C bis 8°C stabil.
Nach der Rekonstitution der Kalibratoren und Kontrollen, sollten Aliquots
hergestellt und bei —20°C maximal 3 Monate aufbewahrt werden.

Frisch zubereitete Waschldsung sollte am selben Tag benutzt werden.
Nach der ersten Benutzung ist der Tracer bei Aufbewahrung im
Originalgefal und bei 2° bis 8° C bis zum Ablaufdatum stabil.
Verénderungen im Aussehen der Kitkomponenten kdnnen ein Anzeichen
fur Instabilitat oder Zerfall sein.

PROBENSAMMLUNG UND -VORBEREITUNG

findet sich ebenso in Erythrozyten, Plasmazellen und Thrombozyten;

es kann wieder im Serum gel6st werden, wenn die Trennung von den roten
Zellen nicht innerhalb von 60 Minuten nach der Venenpunktion
stattgefunden hat.

=

10.

11.

XL

Serumproben missen bei 2-8°C aufbewahrt werden.

Falls der Test nicht innerhalb von 24 Std. durchgefiihrt wird, ist die
Aufbewahrung bei -20°C erforderlich.

Vermeiden Sie wiederholtes Einfrieren und Auftauen.

Benutzen Sie keine Plasmaproben.

DURCHFUHRUNG

Bemerkungen zur Durchfiihrung

Verwenden Sie den Kit oder dessen Komponenten nicht nach
Ablaufdatum. Vermischen Sie Materialen von unterschiedlichen Kit-
Chargen nicht. Bringen Sie alle Reagenzien vor der Verwendung auf
Raumtemperatur.

Mischen Sie alle Reagenzien und Proben griindlich durch sanftes Schutteln
oder Ruhren. Verwenden Sie saubere Wegwerf-Pipettenspitzen, um
Kreuzkontamination zu vermeiden.

Prézisionspipetten oder ein automatisches Pipettiersystem erhéhen die
Prazision. Achten Sie auf die Einhaltung der Inkubationszeiten.

Erstellen Sie fir jeden Durchlauf eine Standardkurve, verwenden Sie nicht
die Daten von friiheren Durchldufen.

Durchfiihrung

Beschriften Sie je 2 beschichtete Rohrchen fiir jeden Kalibrator, jede
Probe und Kontrolle. Zur Bestimmung der Gesamtaktivitét, beschriften Sie
2 normale Rdhrchen.

Vortexen Sie Kalibratoren, Proben und Kontrollen kurz und geben Sie
jeweils 50 pl in ihre Rohrchen.

Geben Sie 50 pl des Tracers in jedes Rohrchen, einschieflich der
unbeschichteten Rohrchen fiir die Gesamtaktivitét.

Schiitteln Sie vorsichtig die Halterung mit den Rohrchen um Blasen zu
entfernen.

Inkubieren Sie 2 Stunden bei Raumtemperatur unter stdndigem Schiittlen
(400 rpm).

Saugen Sie den Inhalt jedes Rohrchens ab (oder dekantieren Sie) (auler
Gesamtaktivitat). Vergewissern Sie sich, dass die Plastikspitze des
Absaugers den Boden des beschichteten Rohrchens erreicht, um die
gesamte Flussigkeit zu entfernen.

Waschen Sie die Réhrchen mit 2 ml Waschlésung (auler Gesamtaktivitat)
und saugen Sie ab (oder dekantieren Sie). Vermeiden Sie Schaumbildung
bei Zugabe der Waschldsung.

Saugen Sie den Inhalt jeden Réhrchens (auer Gesamtaktivitat) ab.
Waschen Sie die Réhrchen mit 2 ml Waschlésung (auer Gesamtaktivitat)
und saugen Sie ab (oder dekantieren Sie).

Lassen Sie nach dem letzten Waschen die Réhrchen 2 Minuten aufrecht
stehen und saugen Sie den verbleibenden Flissigkeitstropfen ab.

Werten Sie die Réhrchen in einem Gamma-Counter 60 Sekunden aus.

BERECHNUNG DER ERGEBNISSE

Berechnen Sie den Durchschnitt aus den Doppelbestimmungen.

Tragen Sie auf semilogarithmischem oder linearem Millimeterpapier den
c.p.m. (Ordinate) fiir jeden Standard gegen die entsprechende Konzentration
NSE (Abszisse) und zeichnen Sie eine Standardkurve durch die
Standardpunkte, schlieBen Sie offensichtliche ,,Ausreiler* aus.

Berechnen Sie die Konzentration fir jede Kontrolle und Probe durch
Interpolation aus der Standardkurve.

Computergestutzte Methoden konnen ebenfalls zur Erstellung der
Kalibrationskurve verwendet werden. Falls die Ergebnisberechnung mit



dem Computer durchgefiihrt wird, empfehlen wir die Berechnung mit einer
“4 Parameter”-Kurvenfunktion.

XIl.  TYPISCHE WERTE

Die folgenden Daten dienen nur zu Demonstrationszwecken und kénnen nicht als
Ersatz fur die Echtzeitstandardkurve verwendet werden.

NSE-IRMA cpm B/T (%)
Gesamtaktivitét 275069 100
Kalibrator 0,0 ng/ml 399 0,15
2,5 ng/ml 2669 0,97
7,8 ng/ml 6710 2,44
26,0 ng/ml 20604 7,49
78,0 ng/ml 57102 20,76
270,0 ng/ml 144748 52,62

Weil kein internationales Referenzmaterial fir NSE Antigene erhéltlich ist,
werden BSE NSE-IRMA Kalibratorwerte gegen ein Set von in-house
Referenzstandards bestimmt.

XHI. LEISTUNGSMERKMALE UND GRENZEN DER METHODIK

A. Nachweisgrenze

Zwanzig Null-Kalibratoren wurden zusammen mit einem Satz anderer
Kalibratoren gemessen.

Die Nachweisgrenze, definiert als die scheinbare Konzentration bei zwei
Standardabweichungen Uber dem gemessenen Durchschnittswerts  bei
Nullbindung, entsprach 0,19 ng/ml.

B. Spezifitat

Die benutzten monoklonalen Antikdrper sind spezifisch fir die g-Untergruppe
von Enolase. Es wurden keine messharen Kreuzreaktionen mit anderer Enolase
beobachtet.

C. Prazision

INTRA ASSAY INTER ASSAY
Serum N <X>+SD cv Serum N <X>+SD cv
(ng/ml) (%) (ng/ml) (%)
A 20 129+0,5 3,6 A 20 12,7, +0,5 3,8
B 20 104,4+1,3 12 B 20 101,4+3,8 3,8

SD : Standardabweichung; CV: Variationskoeffizient

D. Genauigkeit

WIEDERFINDUNGSTEST

VERDUNNUNGSTEST
Probe Verdinn. Theoret. Konzent. Gemess. Konzent.
(ng/ml) (ng/ml)

1 11 164,7
12 82,4 79,2

1/4 41,2 39,4

1/8 20,6 20,3

1/16 10,3 10,2

1/32 51 51

1/64 2,6 2,5

1/128 13 1,2

2 11 240,5
12 120,3 1204

1/4 60,1 61,3

1/8 30,1 29,9

1/16 15,0 14,7

1/32 7,5 6,6

1/64 3,8 31

1/128 19 1,4

Zugeg. NSE Wiedergef. NSE Wiedergefunden
(ng/ml) (ng/ml) (%)
20,0 20,0 100,0
39,0 38,7 99,0
79,0 76,0 96,2
156,4 149,4 95,5

Die Proben wurden mit Null-Kalibrator verdiinnt.

E. Zeitverzogerung zwischen letzter Kalibrator- und Probenzugabe
Es wird im folgenden gezeigt, dass die Genauigkeit der Tests selbst dann
erhalten bleibt, wenn die Probe 30 Minuten nach Zugabe des Kalibrators
in die beschichteten R6hrchen zugefiigt wird.

ZEITABSTAND

0 10 20 30
S 1 (ng/ml) 115 11,8 11,4 11,9
S 2 (ng/ml) 451 447 436 431

F. Hook-Effekt
Proben, die 15000 ng/ml NSE enthalten, ergeben ein héheres Resultat als der
letzte Kalibrationspunkt.

XIV. ANWENDUNGSGRENZEN

- Proben von Patienten, die Zubereitungen von monoklonalen Maus-
Antikorpern zur Diagnose oder Therapie erhalten haben, kdnnen humane
Anti-Maus Antikorper (HAMA) enthalten. Solche Proben kénnen
entweder falsch erhdhte oder zu niedrige Werte ergeben, wenn sie mit
Testsystemen getestet werden, die monoklonale Maus Antikorper
enthalten.

- Heterophile  Antikdrper im  humanen  Serum  kdénnen  mit
Immunglobulinen der Reagenzien reagieren und so mit in vitro
Immunoassays interferieren.

Patienten, die routineméaRigen Umgang mit Tieren oder Tierseren haben,
kdénnen zu dieser Interferenz neigen und so kdnnen anormale Werte in
Gegenwart von heterophilen Antikdrpern beobachtet werden. Ergebnisse
von Patienten, bei denen diese Antikdrper vermutet werden, miissen
sorgfaltig evaluiert werden.

Wenn die Ergebnisse nicht mit anderen Kklinischen Beobachtungen
Ubereinstimmen, sollten weitere Informationen vor der Diagnosestellung
ermittelt werden.

XVI INTERNE QUALITATSKONTROLLE

- Entsprechen die Ist-Werte nicht den auf den Flaschchen angegebenen Soll-
Werten, kénnen die Werte, ohne treffende Erklarung der Abweichungen,
nicht weiterverarbeitet werden.

- Falls zusatzliche Kontrollen erwiinscht sind, kann jedes Labor seinen
eigenen Pool herstellen, der in Aliquots eingefroren werden sollte.
Erinnern Sie sich, dass zwei Gefrier-Auftau-Zyklen erlaubt sind.

- Akzeptanzkriterien fiir die Differenz zwischen den Resultaten der
Wiederholungstests anhand der Proben missen auf Guter Laborpraxis
beruhen.



XVI. REFERENZ INTERVALLE

Unter 332 anscheinend gesunden Einzelpersonen, 98% der Resultate waren unter
12,5 ng/ml.

Fur diagnostische Zwecke sollten die durch diesen Assay erzielten
Ergebnisse nur in Verbindung mit klinischen Untersuchungen, der
Patientengeschichte und anderen Befunden genutzt werden.

XVII. VORSICHTMASSNAHMEN UND WARNUNGEN

Sicherheit

Nur fiir diagnostische Zwecke.

Dieser Kit enthalt 2| (Halbwertzeit: 60 Tagen) , das ionisierende X (28 keV) und
v (35.5 keV) Strahlungen emittiert.

Dieses radioaktive Produkt kann nur an autorisierte Personen abgegeben und darf
nur von diesen angewendet werden; Erwerb, Lagerung, Verwendung und
Austausch radioaktiver Produkte sind Gegenstand der Gesetzgebung des Landes
des jeweiligen Endverbrauchers. In keinem Fall darf das Produkt an Menschen
oder Tieren angewendet werden.

Der Umgang mit radioaktiven Substanzen sollte fern von Durchgangsverkehr in
einem speziell ausgewiesenen Bereich stattfinden. Ein Logbuch fir Protokolle
und Aufbewahrung muss im Labor sein. Die Laborausriistung und die
Glashehalter, die mit radioaktiven Substanzen kontaminiert werden konnen,
missen ausgesondert werden, um Kreuzkontaminationen mit unterschiedlichen
Radioisotopen zu verhindern. Verschittete radioaktive Substanzen miissen sofort
den Sicherheitshestimmungen entsprechend entfernt werden. Radioaktive Abfalle
missen entsprechend den lokalen Bestimmungen und Richtlinien der fir das
Labor zustdndigen Behorden gelagert werden. Das Einhalten der
Sicherheitsbestimmungen fir den Umgang mit radioaktiven Substanzen
gewdhrleistet ausreichenden Schutz.

Die menschlichen Blutkomponenten in diesem Kit wurden mit europdischen und
in USA erprobten FDA-Methoden getestet, sie waren negativ fir HBSAG, anti-
HCV und anti-HIV 1 und 2. Keine bekannte Methode kann jedoch vollkommene
Sicherheit liefern, dass menschliche Blutbestandteile nicht Hepatitis, AIDS oder
andere Infektionen ubertragen. Deshalb sollte der Umgang mit Reagenzien,
Serum oder Plasmaproben in Ubereinstimmung mit den Sicherheitsbestimmungen
erfolgen.

Alle tierischen Produkte und deren Derivate wurden von gesunden Tieren
gesammelt. Komponenten von Rindern stammen aus L&ndern in denen BSE nicht
nachgewiesen wurde.

Trotzdem sollten Komponenten, die tierische Substanzen enthalten, als potenziell
infektids betrachtet werden.

Vermeiden Sie Hautkontakt mit den Reagenzien (Natriumazid als
Konservierungsmittel). Das Azid in diesem Kit kann mit Blei oder Kupfer in den
Abflussrohren reagieren und so hochexplosive Metallazide bilden. Spiilen Sie
wahrend der Waschschritte den Abfluss griindlich mit viel Wasser, um die
Metallazidbildung zu verhindern.

Bitte rauchen, trinken, essen Sie nicht in Ihrem Arbeitsberreich, und verwenden
Sie keine Kosmetika. Pipettieren Sie nicht mit dem Mund. Verwenden Sie
Schutzkleidung und Wegwerfhandschuhe.
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XIX. ZUSAMMENFASSUNG DES PROTOKOLLS

lung cancer patients by

GESAMT- KALIBRA PROBE(N),
AKTIVITAT -TOREN KONTROLLEN
(ml) (ml) (ml)
Kalibratoren (0-5) - 0,05 -
Proben, Kontrollen - - 0,05
Tracer 0,05 0,05 0,05

Inkubation 2 Std. bei Raumtemperatur unter stdndigem Schiitteln (400 rpm)
Trennung - absaugen (oder dekant.)
Waschldsung - 2.0

Trennung - absaugen (oder dekant.)
Waschldsung - 2.0

Trennung - absaugen (oder dekant.)

Gamma Counter

60 Sekunden messen
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C€

Prima di utilizzare il kit leggere attentamente le istruzioni per I’uso

NSE-IRMA

l. USO DEL KIT

Kit radioimmunologico per la determinazione quantitativa in vitro della Enolasi neurone-specifica umana
(NSE, Neuron Specific Enolase) in siero.

1. INFORMAZIONI DI CARATTERE GENERALE

A. Nome commerciale: DIAsource NSE-IRMA Kit
B. Numero di catalogo: KIP2471: 96 test
C. Prodotto da: DIAsource ImmunoAssays S.A.

Rue du Bosquet, 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgio.

Per informazioni tecniche o su come ordinare il prodotto contattare:
Tel: +32 (0)10 84.99.11 Fax: +32 (0)10 84.99.91

11. INFORMAZIONI CLINICHE

A. Attivita biologiche

L'enzima glicolitico enolasi (2-fosfo-D-glicerato idrolasi, EC 4.2.1.11) esiste sotto forma di un certo
numero di isoenzimi dimerici (aa, af, oy, BB e yy). Gli isoenzimi yy e ay enolasi sono inoltre meglio
conosciuti come enolasi neurone-specifica (NSE) in quanto vengono prodotti nei neuroni centrali e

periferici e nei tumori maligni di origine neuroectodermica.

Elevate concentrazioni sieriche di NSE vengono rilevate in pazienti che presentano carcinoma midollare
della tiroide, tumori insulari pancreatici, feocromocitoma, carcinoide, neuroblastoma e carcinoma

polmonare a cellule piccole (SCLC, Small-Cell Lung Carcinoma).

B.  Applicazioni cliniche

La diagnosi di carcinoma polmonare richiede generalmente il ricorso a imaging medicale, endoscopia,

riscontri intra-operatori e istologia.

Una importante indicazione per le determinazioni del marker tumorale nel carcinoma polmonare &

rappresentata dalla valutazione dell'efficacia della terapia e del follow-up post-operatorio.
Nei pazienti con SCLC, i livelli sierici di NSE riflettono la risposta alla chemioterapia.



Iv.

PRINCIPIO DEL METODO

Il kit DIAsource NSE-IRMA é un dosaggio immunoradiometrico con separazione
coated tube. Gli anticorpi di cattura, Mabs 1, sono adsorbiti sulla superficie interna
della parte inferiore di provette di polistirene. Standard e campioni hanno dapprima
una bassa affinita per i Mabs 1; I’aggiunta di anticorpi di segnale Mabs 2, marcati
con *#1, provocano un aumento di affinitd per i Mabs 1 e I’inizio della reazione
immunologica. Al termine dell’incubazione la radioattivita non legata alla fase
solida viene allontanata mediante lavaggio. La radioattivita residua e direttamente
proporzionale alla concentrazione di NSE in standard e campioni.

V. REATTIVI FORNITI
Reattivi Kit da 96 Codice Volume di
test colore ricostituzione
Provette sensibilizzate con
antl_corpo_ anti NSE . 2x48 Arancione | Pronte per I’uso
(anticorpi monoclonali)
Ab 125|
. | 1flacone Rosso Pronto per 1’uso
Marcato:  anti-NSE  (Anticorpi
monoclonali) marcati con %1 in 5,5ml
tampone fosfato con BSA, sodio | 700 kBq
azide (<0,1%) e un colorante inerte
rosso
ca | o |
Calibratore zero in siero bovino, | ! flacone Giallo Aggiungere 3 ml di
contenente sodio azide liofiliz. acqua distillata
Calibratore 1-5 (le concentrazioni 5 flaconi Giallo Aggiungere 0,5 ml di
esatte degli calibratore sono riportate liofiliz. acqua distillata
sulle etichette dei flaconi), in siero
bovino, contenente sodio azide
|WASH | SOLN |CONC | Diluire 70 x con
1 flacone Bruno acqua distillata
Tampone di lavaggio (TRIS HCI) 10 ml usando un agitatore
magnetico
| CONTROL | N | Aggiungere 0,5 ml di
Controlli: N = 102, in plasma 2 flaconi Argento acqua distillata
umano, contenente timolo liofiliz.

Note:

V1.

Usare lo calibratore zero per diluire i campioni.

REATTIVI NON FORNITI

Il seguente materiale é richiesto per il dosaggio ma non é fornito nel Kit.

Pipette per dispensare 50 pl, 500 pl e 3 ml (Si raccomanda di
utilizzare pipette accurate con puntale in plastica monouso).
Pipettare per dispensare da 5 a 10 ml di acqua distillata

Contatore gamma con finestra per I (efficienza minima 70%)

Calibratore: Ricostituire il calibratore zero con 3 ml di acqua distillata e i

Controlli: Ricostituire i controlli con 0,5 ml di acqua distillata.

1. Acqua distillata.
2.
3.
4. Agitatore tipo vortex.
5. Agitatore magnetico.
6. Agitatore rotante (400rpm)
7. Pipetta a ripetizione automatica 5 ml per i lavaggi.
8. Sistema di aspirazione dei campioni (facoltativo).
9.
VIl. PREPARAZIONE DEI REATTIVI
A
calibratori 1-5 con 0,5 ml.
B.
C.

Soluzione di lavoro del tampone di lavaggio: Preparare la quantita
necessaria di soluzione di lavoro del tampone di lavaggio aggiungendo 69
parti di acqua distillata ad una parte di tampone di lavaggio concentrato
(70 x). Usare un agitatore magnetico per rendere la soluzione omogenea.
La soluzione di lavoro va scartata al termine della giornata.

VIIL.

IX.

CONSERVAZIONE E SCADENZA DEI REATTIVI

| reattivi non utilizzati sono stabili a 2-8°C fino alla data riportata su
ciascuna etichetta.

Dopo ricostituzione di calibratori e controlli, creare aliquote e mantenerle
a —20°C per un massimo di 3 mesi.

La soluzione di lavoro del tampone di lavaggio deve essere preparata
fresca ogni volta e usata nello stesso giorno della preparazione.

Dopo apertura del flacone, il marcato ¢ stabile fino alla data di scadenza
riportata sull’etichetta, se conservato a 2-8°C nel flacone originale ben
tappato.

Alterazioni dell’aspetto fisico dei reattivi possono indicare una loro
instabilita o deterioramento.

RACCOLTA E PREPARAZIONE DEI CAMPIONI

E anche possibile trovare I'NSE negli eritrociti, nelle cellule plasmatiche e
nelle piastrine; I'enzima puo essere rilasciato nel siero se la separazione dai
globuli rossi non viene effettuata entro 60 minuti dalla venopuntura.

10.

11.

XI.

Conservare i campioni di siero a 2-8°C.

Se non si desidera eseguire il dosaggio entro 24 ore dal prelievo, si
raccomanda di conservare i campioni a —20°C.

Evitare ripetuti cicli di congelamento-scongelamento dei campioni.

Non utilizzare campioni di plasma.

METODO DEL DOSAGGIO

Avvertenze generali

Non usare il kit o suoi componenti oltre la data di scadenza. Non
mescolare reattivi di lotti diversi. Prima dell’uso portare tutti i reattivi a
temperatura ambiente.

Mescolare delicatamente i campioni per inversione o rotazione. Per evitare
cross-contaminazioni, cambiare il puntale della pipetta ogni volta che si
usi un nuovo reattivo o campione.

L’uso di pipette ben tarate e ripetibili o di sistemi di pipettamento
automatici migliora la precisione del dosaggio. Rispettare i tempi di
incubazione.

Allestire una curva di taratura per ogni seduta analitica, in quanto non &
possibile utilizzare per un dosaggio curve di taratura di sedute analitiche
precedenti.

Metodo del dosaggio
Numerare le provette sensibilizzate necessarie per dosare in duplicato
ogni standard, campione o controllo. Numerare 2 provette non
sensibilizzate per la determinazione dell’attivita totale.
Agitare brevemente su vortex standard, campioni e controlli. Dispensare
50 pl di standard, campioni e controlli nelle rispettive provette.
Dispensare 50 pl di marcato in tutte le provette, comprese quelle per
I’attivita totale.
Scuotere delicatamente il portaprovette per liberare eventuali bolle
d’aria intrappolate nel liquido contenuto nelle provette.
Incubare 2 ore a temperatura ambiente in agitazione (400 rpm).
Aspirare (o decantare) il liquido contenuto in tutte le provette, tranne in
quelle per lattivita totale, facendo attenzione che il puntale
dell’aspiratore raggiunga il fondo delle provette e che aspiri tutto il
liquido.
Lavare tutte le provette, tranne quelle per ’attivita totale, con 2 ml di
soluzione di lavoro di tampone di lavaggio, evitando di provocare la
formazione di schiuma.
Aspirare (o decantare) il liquido contenuto in tutte le provette, tranne in
quelle per ’attivita totale.
Lavare nuovamente tutte le provette, tranne quelle per I’attivita totale,
con 2 ml di soluzione di lavoro di tampone di lavaggio e aspirare (o
decantare).
Dopo il secondo lavaggio lasciare decantare le provette in posizione
verticale per due minuti circa e aspirare eventuali gocce di liquido
residue.
Contare tutte le provette per 1 minuto con il contatore gamma.

CALCOLO DEI RISULTATI

Calcolare la media delle determinazioni in duplicato.

Costruire la curva di calibrazione su carta millimetrata semilogaritmica o
lineare ponendo in ordinata le medie dei colpi per minuto (cpm) dei
replicati degli standard e in ascissa le rispettive concentrazioni di NSE.
Scartare i duplicati palesemente discordanti.

Determinare le concentrazioni e controlli per interpolazione sulla curva di



taratura.

4. E’ possibile utilizzare un sistema di interpolazione dati automatizzato.
Con un sistema automatico di interpolazione dati, utilizzare la curva a 4
parametri.

XIl.  CARATTERISTICHE TIPICHE
| sotto riportati sono forniti a titolo di esempio e non devono essere utilizzati per

calcolare le concentrazioni di NSE in campioni e controlli al posto della curva
standard, che va eseguita per ogni dosaggio.

TEST DI RECUPERO

NSE-IRMA cpm B/T (%)
Attivita totale 275069 100

Calibratore 0,0 ng/ml 399 0,15
2,5 ng/ml 2669 0,97
7,8 ng/ml 6710 2,44
26,0 ng/ml 20604 7,49
78,0 ng/ml 57102 20,76
270,0 ng/ml 144748 52,62

Dal momento che non ¢ disponibile materiale di riferimento internazionale per
I'antigene NSE, i valori del calibratore BSE NSE-IRMA sono assegnati rispetto a
un set di standard di riferimento in-house.

XIIl. CARATTERISTICHE E LIMITI DEL METODO

A.  Sensibilita

Venti replicati dello standard zero sono stati dosati insieme agli altri standard.

La sensibilita, calcolata come concentrazione apparente di un campione con cpm
pari alla media pit 2 deviazioni standard di 20 replicati dello standard zero, &
risultata essere 0,19 ng/ml.

B. Specificita
Gli anticorpi monoclonali utilizzati sono specifici per la subunita g dell'enolasi.
Non sono state osservate reazioni crociate misurabili con altre enolasi.

C. Precisione

INTRA SAGGIO INTER SAGGIO
Siero N <X>+SD cv Siero N <X>*SD CcVv
(ng/ml) (%) (ng/ml) (%)
A 20 129+0,5 3,6 A 20 12,7,£05 3,8
B 20 | 1044+13 1,2 B 20 101,4 +3,8 3.8

SD : Deviazione Standard; CV: Coefficiente di Variazione

D. Accuratezza
TEST DI DILUIZIONE

Campione Diluizione Concentrazione Concentrazione
teorica misurata
(ng/ml) (ng/ml)

1 11 164,7
1/2 82,4 79,2
1/4 41,2 39,4
1/8 20,6 20,3
1/16 10,3 10,2
1/32 51 51
1/64 2,6 2,5
1/128 13 1.2
2 11 2405
1/2 120,3 120,4
1/4 60,1 61,3
1/8 30,1 29,9
1/16 15,0 14,7
1/32 75 6,6
1/64 38 31
1/128 19 14

| campioni sono stati diluiti con calibratore zero.

NSE aggiunta NSE recuperata Recupero
(ng/ml) (ng/ml) (%)
20,0 20,0 100,0
39,0 38,7 99,0
79,0 76,0 96,2
156,4 149,4 95,5
E. Tempo trascorso tra I’aggiunta dell’ultimo calibratore e il campione

Come mostrato nella seguente tabella, il dosaggio si mantiene accurato anche
quando un campione viene aggiunto nelle provette sensibilizzate 30 minuti dopo
I’aggiunta del calibratore.

TEMPO TRASCORSO

0 10 20 30
S 1 (ng/ml) 115 11,8 11,4 11,9
S 2 (ng/ml) 451 447 436 431

E. Effetto hook
I campioni contenenti 15000 ng/ml NSE danno un risultato maggiore rispetto
all'ultimo punto di calibrazione.

XIV. LIMITAZIONI

- Campioni di pazienti che abbiano assunto preparazioni a base di
anticorpi monoclonali murini a scopo diagnostico o terapeutico
potrebbero contenere anticorpi umani antimurini (HAMA). Tali
campioni, quando testati con metodiche basate sull’impiego di
anticorpi monoclonali murini, potrebbero produrre valori falsamente
elevati o ridotti.

- Nell’esecuzione di tecniche di immunodosaggio in vitro, la presenza in
campioni di siero umano di anticorpi eterofili che possono reagire con
immunoglobuline reattive pud dar luogo ad interferenze.

Pazienti sistematicamente esposti al contatto con animali o con
prodotti derivanti da siero animale possono essere oggetto di tale tipo
di interferenza, con conseguente riscontro di risultati anomali in caso
di presenza di anticorpi eterofili. Si raccomanda pertanto di valutare
attentamente i risultati relativi ai pazienti con sospetta presenza di tale
tipo di anticorpo.

Qualora i risultati non fossero in linea con le altre osservazioni
cliniche si renderd necessaria la raccolta di ulteriori informazioni
prima della formulazione di una diagnosi.

XV. CONTROLLO DI QUALITA’ INTERNO

- Se i risultati ottenuti dosando il Controllo 1 e il Controllo 2 non sono
all’interno dei limiti riportati sull’etichetta dei flaconi, non ¢ opportuno
utilizzare i risultati ottenuti per i campioni, a meno che non si trovi una
giustificazione soddisfacente.

- Ogni laboratorio puo preparare un proprio pool di sieri da utilizzare come
controllo, da conservare congelato in aliquote. Non congelare e scongelare
un’aliquota piu di due volte.

- | criteri di accettazione delle differenze tra i risultati in duplicato dei
campioni devono basarsi sulla buona prassi di laboratorio.

XVI. INTERVALLI DI RIFERIMENTO

Fra 332 individui apparentemente in buona salute, 98% dei risultati erano
inferiore a 12,5 ng/ml.

Per fini diagnostici, i risultati di questo dosaggio devono essere sempre
utilizzati come complemento ad esami clinici, dati anamnestici e altro.

XVIl. PRECAUZIONI PER L’USO

Sicurezza

I kit & solo per uso diagnostico in vitro.

Il kit contiene ?°I (emivita: 60 giorni) emettente raggi X (28 keV) e y (35.5 keV)
ionizzanti.

L’acquisto, a detenzione, I’utilizzo e il trasporto di materiale radioattivo sono
soggetti a regolamentazione locale. In nessun caso il prodotto pud essere
somministrato ad esseri umani o animali.



Usare sempre guanti e camici da laboratorio quando si manipola materiale
radioattivo. Le sostanze radioattive devono essere conservate in propri contenitori
in appositi locali che devono essere interdetti alle persone non autorizzate. Deve
essere tenuto un registro di carico e scarico del materiale radioattivo. Il materiale
di laboratorio e la vetreria deve essere dedicato all’uso di isotopi specifici per
evitare cross-contaminazioni.

In caso di contaminazione o dispersione di materiale radioattivo, fare riferimento
alle norme locali di radioprotezione. | rifiuti radioattivi devono essere smaltiti
secondo le norme locali di radioprotezione. Lo scrupoloso rispetto delle norme
per I’uso di sostanze radioattive fornisce una protezione adeguata agli utilizzatori.
| reattivi di origine umana presenti nel kit sono stati dosati con metodi approvati
da organismi di controllo europei o da FDA e si sono rivelati negativi per HBs
Ag, anti HCV, anti HIV1 e anti HIV2. Non sono disponibili metodi in grado di
offrire la certezza assoluta che derivati da sangue umano non possano provocare
epatiti, AIDS o trasmettere altre infezioni. Manipolare questi reattivi o i campioni
di siero o plasma secondo le procedure di sicurezza vigenti.

Tutti i prodotti di origine animale o loro derivati provengono da animali sani. |
componenti di origine bovina provengono da paesi dove non sono stati segnalati
casi di BSE. E’ comunque necessario considerare i prodotti di origine animale
come potenziali fonti di infezioni.

Evitare ogni contatto dell’epidermide con i reattivi contenenti sodio azide come
conservante. La sodio azide puo reagire con piombo rame o ottone presenti nelle
tubature di scarico per formare metallo-azidi esplosive. Smaltire questi reattivi
facendo scorrere abbondante acqua negli scarichi.

Nei luoghi dove si usano sostanze radioattive non & consentito consumare cibi o
bevande, fumare o usare cosmetici. Non pipettare i reattivi con pipette a bocca.
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XIX. SCHEMA DEL DOSAGGIO

Attivita totale Calibratore Campioni

Controlli
pl pl pl
Calibratore (0 - 5) - 50 -
Campioni, controlli - - 50
Marcato 50 50 50

Incubazione

2 ore a temperatura ambiente in agitazione (400 rpm)

Separazione
Soluzione di lavoro
tampone di lavaggio
Separazione
Soluzione di lavoro
tampone di lavaggio
Separazione

Aspirare
2ml

Aspirare
2ml

Aspirare

Conteggio

Contare le provette per 1 minuto
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