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Atkreipkite démesj

Paciento méginyje gauta NSE reikSmé gali skirtis, priklausomai nuo
naudoto tyrimo metodo. Todél laboratorijos iSvadose visada turi biti
pateikta informacija apie tai, koks NSE tyrimo metodas buvo naudojamas.
Jei buvo naudojami skirtingi tyrimo metodai, pacienty méginiuose gauty
NSE reik8miy negalima tiesiogiai lyginti tarpusavyje, tai taip pat gali bati
NSE tyrimo metodika pasikeiia, iki metodikos pakeitimo gautos NSE
reikSmés turi bti patvirtintos, lygiagreciai atliekant matavimus abiem
metodais.

Paskirtis

Imunologinis kiekybinis in vitro tyrimas, skirtas neurono-specifinés enolazés
(NSE) koncentracijos nustatymui Zmogaus serume. NSE matavimai
naudojami gydymo eigos ir pacienty, kurie serga navikinémis ligomis, ypa¢
smulkialasteline karcinoma ir neuroblastoma, biklés stebéjimui.

Elektrochemiliuminescencinis imunologinis tyrimas (angl.
electrochemiluminescence immunoassay-ECLIA) yra skirtas naudoti
Elecsys ir cobas e imunologiniuose analizatoriuose.

Santrauka

Glikolitinis fermentas enolazé (2-fosfo-D-glicerato hidrolazé, EC 4.2.1.11,
molekulinis svoris mazdaug 80 kD) aptinkamas jvairiomis dimerinémis
izoformomis, sudarytomis i§ imunologiSkai skirtingy subvienety, vadinamy
o, B iry. Enolazés a-subvienetas aptinkamas daugelyje zinduoliy audiniy
tipy, tuo tarpu B-subvienetas randamas daugiausiai Sirdyje ir
skersaruoziuose raumenyse. Enolazés izoformy avy ir yy, vadinamy
neurono-specifinémis enolazémis (NSE) arba y-enolazémis, didelé
koncentracija pirmiausia aptinkama neuronuose ir neuroendokrininése
lastelése, o taip pat augliuose, kurie sudaryti i$ $iy lasteliy.!

Bronchy karcinoma: NSE buvo apibtdinta kaip pirmo pasirinkimo Zymuo
smulkialgstelinés bronchy karcinomos stebésenai,’ tuo tarpu CYFRA 21-1
yra pranaesné uz NSE nesmulkialgstelinés bronchy karcinomos atveju.234

Padidéjusi NSE koncentracija nustatoma 60-81 % smulkialgstelinés
bronchy karcinomos atvejy."5

NSE nekoreliuoja su metastazavimo vieta ar su metastaziy buvimu galvos
smegenyse'$, tadiau koreliuoja su klinikine stadija, pvz. ligos i$plitimu.’

Kaip atsakas j chemoterapija, NSE koncentracija laikinai padidéja praéjus
24-72 valandoms po pirmojo gydymo ciklo — dél auglio Igsteliy citolizés. Po
to koncentracijos serume reikSmes (kurios prie$ gydyma buvo padidéjusios)
per savaite arba iki pirmojo terapijos ciklo pabaigos greitai mazéja.
Skirtingai nuo to, jei gydymas neveiksmingas, koncentracija i$lieka
pastoviai didelé arba nepatenka j normos ribas."” Remisijos atveju 80-96 %
pacienty rodikliai yra normalus. NSE reikSmiy didéjimas stebimas recidyvy
atvejais. Kai kuriais atvejais padidéjimas bina su latentiniu 1-4 ménesiy
laikotarpiu, jis daznai buna eksponentinis (padvigubéja per 10-94 dienas) ir
koreliuoja su iSgyvenamumo trukme." NSE yra naudingas kaip atskiras
prognostinis veiksnys ir aktyvumo Zymuo smulkialastelinés bronchy
karcinomos gydymo ir ligos eigos stebéjimo metu: diagnostinis jautrumas
93 %, teigiama prognostiné reikSmé 92 %."57

Neuroblastoma: NSE reikSmés serume, didesnés kaip 30 ng/mL,
nustatomos 62 % serganciy vaiky. Mediany reikSmés didéja priklausomai
nuo ligos stadijos. Yra reikSminga koreliacija tarp patologiniy NSE reikSmiy
apimties arba daznio ir ligos stadijos; yra atvirkstiné koreliacija su
iSgyvenamumo, be ligos pasireiskimo, trukme.!

Apudoma: 34 % atvejy nustatoma padidéjusi NSE koncentracija
(>12.5 ng/mL) serume."®

Seminoma: 68-73 % pacienty stebimas kliniskai reikmingas NSE
padidéjimas.! Koreliacija su Klinikine ligos eiga yra naudingas rodiklis.

Elecsys 2010
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Kiti augliai: Ne plauciy kilmés piktybiniy ligy atvejais 22 % atvejy (visy
stadijy karcinomy) stebimos reikSmés, didesnés kaip 25 ng/mL. Galvos
smegeny augliy, pvz., gliomy, meningiomy, neurofibromy ir neurinomy
atvejais NSE reikSmés padidéja tik retkar€iais. Pirminiy galvos smegeny
augliy ar metastaziy galvos smegenyse atvejais® ir piktybinés melanomos
bei feochromacitomos atvejais gali padidéti NSE koncentracija CSS
(cerebrospinaliniame skystyje).! NSE koncentracijos padidéjimas buvo
stebimas 14 % uz organo riby neiplitusios ir 46 % metastazuojancios
inksty karcinomos atvejy, su koreliacija priklausancia nuo stadijos, kaip
atskiru prognostiniu pozymiu.'-10
Gerybiné liga: NSE koncentracijos padidéjimas serume (> 12 ng/mL) buvo
stebimas pacientams, kurie sirgo gerybinémis plauciy ligomis ir galvos
smegeny ligomis. Didesnés reikSmés, daugiausia — tiriant likvora, buvo
nustatytos cerebrovaskulinio meningito, iSplitusio encefalito,
spinocerebelinés degeneracijos, galvos smegeny iSemijos, galvos smegeny
infarkto, cerebrinés hematomos, subarachnoidinio kraujavimo, galvos
suzeidimy, uzdegiminiy galvos smegeny ligy, organinés epilepsijos,
Sizofrenijos ir Jakob-Creutzfeld ligos atvejais. 12
Tyrimo principas
Sluoksninés struktaros principas. Bendra tyrimo trukmé: 18 minuciy.
= 1-0ji inkubacija: 20 pL méginio, biotinilintas monokloninis NSE-specifinis
antiktinas ir monokloninis NSE-specifinis antikiinas, Zymétas rutenio
kompleksu?), reaguoja, sudarydami sluoksninés strukttiros kompleksa.
= 2-oji inkubacija: Pridéjus streptavidinu dengty mikrodaleliy, saveikaujant
biotinui ir streptavidinui, kompleksas prisijungia prie kietosios fazés.
* Reakcijos misinys jsiurbiamas j matavimo kamera, kurioje ant elektrodo
pavirSiaus magnetiniu bidu surenkamos mikrodalelés. Nesuristos
medZiagos pasalinamos naudojant ProCell/ProCell M. Prie elektrodo

prijungus elektros srove skatinama chemoliuminescenciné emisija,
kurios dydis iSmatuojamas fotodaugintuvu.

= Rezultatai nustatomi i$ kalibravimo kreivés, kuri kiekvienam analizatoriui
generuojama i$ 2 tasky kalibravimo ir i§ pagrindinés kreivés,
pateikiamos su reagenty brukSniniu kodu.

a) Tri(2,2"-bipiridil)rutenio(ll)-kompleksas (Ru(bpy)’)

Reagentai - darbiniai tirpalai

Si reagenty stovo pakuoté yra pavadinta NSE.

M  Streptavidinu dengtos mikrodalelés (permatomas dangtelis),
1 buteliukas, 6.5 mL:

Streptavidinu dengtos mikrodalelés, 0.72 mg/mL; konservantas.
R1 Anti-NSE-Ab-~bictinas (pilkas dangtelis), 1 buteliukas, 10 mL:

Biotinilinti monokloniniai anti-NSE antikiinai 18E5 (pelés) 1.0 mg/L;
fosfato buferis 50 mmol/L, pH 7.2; konservantas.

R2  Anti-NSE-Ab~Ru(bpy)3* (juodas dangtelis), 1 buteliukas, 10 mL:

Monokloniniai anti-NSE antiklinai 84B10 pelés), Zyméti rutenio
kompleksu 1.0 mg/L; fosfato buferis 50 mmol/L, pH 7.2;
konservantas.

Atsargumo priemonés ir jspéjimai

Skirta naudoti in vitro diagnostikai.

Laikykités jprasty atsargumo priemoniy, batiny dirbant su visais
laboratorijos reagentais.

Visos atliekos turi bati tvarkomos laikantis vietos reikalavimy.

Saugos duomeny lapas pateikiamas profesionaliems naudotojams
paprasius.

Dirbdami su visy rusiy reagentais ir méginiais (méginiais, kalibratoriais ir
kontrolinémis medZiagomis) venkite puty susidarymo.
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Reagenty paruoSimas

Visi rinkinio reagentai paruosti naudojimui, jy negalima naudoti atskirai nuo
rinkinio.

Visa informacija, reikalinga tinkamam tyrimo atlikimui, gali bati nuskaitoma
nuo atitinkamo reagento braksninio kodo.

Laikymo salygos ir stabilumas

Laikyti 2-8 °C temperatiroje.

NeuzSaldykite.

Laikykite Elecsys reagenty rinkinj statmenai, kad mikrodalelés buty visiskai
prieinamos prie$ procedirg atliekamo automatinio maiSymo metu.

Stabilumas:

neatidarius, 2-8 °C temperattiroje | iki nurodytos galiojimo datos

atidarius, 2-8 °C temperatiroje 12 savaiciy

analizatoriuose 8 savaités

Méginiy surinkimas ir paruosimas

Serumas surenkamas j standartinius mégintuvélius arba mégintuvélius su
skirianciuoju geliu.

Nenaudokite plazmos.

Centrifuguokite kraujg per 1 valanda. Dél NSE, esancios eritrocituose ir
trombocituose, gaunamos didesnés rezultaty reikSmés hemolizuotuose
arba neteisingai centrifuguojamuose méginiuose (pvz., jei pries
centrifugavima méginys per ilgai pastovi)."13

Stabilus 6 valandas 15-25 °C temperatiroje, 24 valandas 2-8 °C
temperatiiroje, 3 ménesius -20 °C temperatiroje. Galima uzSaldyti tik vieng
karta.

Atkreipkite démes;: Stabilumas, nurodytas -20 °C temperaturai, iSlieka tik
Siomis saglygomis: stipriai suSaldyti maks. 1 mL méginio tario temperaturoje,
Zemesnéje kaip -70 °C, ir tada laikyti -20 °C temperatiroje. Jei naudojamos
kitos uz8aldymo procediros, méginiy rezultaty reikSmés gali bati
mazesnés.

[$vardinty rasiy meginiai buvo tiriami, pasirinkus tyrimo metu rinkoje
buvusius mégintuvélius, t.y. nebuvo patikrinti visy gamintojy mégintuvéliai.
Jvairiy gamintojy méginiy surinkimo sistemose gali biti skirtingy medZziagy,
kurios kai kuriais atvejais gali paveikti tyrimo rezultatus. Jei meginius
apdorojate pirminiuose megintuveliuose (méginiy surinkimo sistemose),
laikykités mégintuvéliy gamintojo instrukcijy.

Prie$ atlikdami tyrima, méginius su nuosédomis centrifuguokite.
Nenaudokite méginiy, inaktyvinty dél karscio poveikio.

Nenaudokite méginiy ir kontroliy, kuriy stabilizavimui buvo naudotas azidas.
Uztikrinkite, kad méginiai, kalibratoriai ir kontrolinés medziagos prie$
matavimg bty 20-25 °C temperaturos.

Dél galimo garavimo poveikio, méginiy, kalibratoriy ir kontroliy matavimai
analizatoriuose turéty buti atlikti per 2 valandas.

Pateiktos medziagos

Apie reagentus skaitykite skyriuje ,Reagentai - darbiniai tirpalai®.
Reikalingos (bet nepateikiamos) medziagos

. 12133121122, NSE CalSet, 4 x 1 mL

11776452122, PreciControl Tumor Marker, skirtas 2 x 3 mL
kiekvienam i§ PreciControl Tumor Marker 1 ir 2

03004864122, Diluent NSE, 4 x 3 mL méginiy skiediklis
Bendra laboratorijos jranga

Elecsys 2010, MODULAR ANALYTICS E170 arba cobas e
analizatorius

Elecsys 2010 ir cobas e 411 analizatoriy priedai:
. 11662988122, ProCell, 6 x 380 mL sistemos buferis

11662970122, CleanCell, 6 x 380 mL matavimo kameros valymo
tirpalas

11930346122, Elecsys SysWash, 1 x 500 mL plovimui skirto
vandens priedas

11933159001, Adapter for SysClean, adapteris
11706802001, Elecsys 2010 AssayCup, 60 x 60 reakcijy indeliai

cobas’

. 11706799001, Elecsys 2010 AssayTip, 30 x 120 pipeciy antgaliai
MODULAR ANALYTICS E170, cobas e 601 ir cobas e 602 analizatoriy
priedai:

. 04880340190, ProCell M, 2 x 2 L sistemos buferis

04880293190, CleanCell M, 2 x 2 L matavimo kameros valymo
tirpalas

03023141001, PC/CC-Cups, 12 puodeliy ProCell M ir CleanCell M
paruoSiamajam susildymui prie$ naudojimg

03005712190, ProbeWash M, 12 x 70 mL valymo tirpalas
finalizavimo etapui ir praplovimui reagenty keitimo metu

12102137001, AssayTip/AssayCup Combimagazine M, 48 détuvés
x 84 reakcijos indeliams ar pipeciy antgaliams, atlieky maiseliai

03023150001, WasteLiner, atlieky maiseliai

03027651001, SysClean Adapter M, adapteris
Priedai visiems analizatoriams:

. 11298500316, Elecsys SysClean, 5 x 100 mL sistemos valymo
tirpalas

Tyrimas
Kad tyrimas buty atliktas tinkamai, laikykités Siame dokumente pateikty

analizatoriaus naudojimo instrukcijy. Specifines analizatoriui tyrimo
instrukcijas skaitykite atitinkamame naudotojo vadove.

Mikrodalelés pakartotinai suspenduojamos automatiskai, pries
panaudojima. Specifinius tyrimo parametrus nuskaitykite i$ reagento
brik$ninio kodo. ISimtinais atvejais, kai nejmanoma nuskaityti brak$ninio
kodo, jveskite 15-0s zenkly skaitmeny seka.

Atvésintus reagentus susildykite iki mazdaug 20 °C temperatros ir
jstatykite j analizatoriaus reagenty diskg (20 °C). Venkite puty susidarymo.
Sistema automatiskai reguliuoja reagenty temperatirg ir buteliuky
atidaryma/uzdaryma.

Kalibravimas

Atsekamumas: Sis metodas buvo standartizuotas pagal Enzymun-Test
NSE metoda.

Kiekviename Elecsys reagenty rinkinyje yra etiketé su brikSniniu kodu, joje
— konkreti tam tikros reagenty partijos kalibravimui reikalinga informacija.
Numatytoji pagrindiné kreivé yra pritaikoma analizatoriui, naudojant
atitinkama CalSet.

Kalibravimo daznis: kalibravimas turi biti atliekamas po vieng kartg su
kiekviena reagenty partija, naudojant vieZig reagents (t. y. praéjus ne
daugiau nei 24 valandoms nuo reagenty rinkinio registravimo
analizatoriuje). Kalibravimo atnaujinimas rekomenduojamas:

po 12 savaiiy, naudojant tos pacios partijos reagentus

po 7 dieny (analizatoriuje naudojant tg patj reagenty rinkinj)

pagal poreikj: pvz.: jei kokybés kontrolés rezultatai nepatenka j
nurodytas ribas

Kokybés kontrolé

Kokybés kontrolei naudokite PreciControl Tumor Marker.

Papildomai galima naudoti kita tinkama kontroling medZiaga.
Skirtingiems koncentracijy intervalams skirtos kontrolés turéty bati
atliekamos atskirai (kiekviena) bent kartg per 24 valandas, kai tyrimas yra

naudojamas; vieng kartg - vienam reagenty rinkiniui, taip pat po kiekvieno
kalibravimo.

Kontrolés intervalai ir apribojimai turéty atitikti kiekvienos laboratorijos
individualius reikalavimus. Gautos reikSmés turéty patekti j nustatytas ribas.
Kiekviena laboratorija turi numatyti korekcines priemones, kuriy reikty imtis,
reikSméms nepatekus j nustatytas ribas.

Vadovaukités nustatytais valstybiniais ir vietiniais reikalavimais kokybés
kontrolei uztikrinti.

Skaiciavimas

Analizatorius automatiSkai paskaiciuoja kiekvieno méginio analités
koncentracijg (ng/mL arba pg/L).

Apribojimai - poveikiai

Tyrimui jtakos neturi: gelta (bilirubinas < 1231 pmol/L arba < 72 mg/dL),

lipemija (intralipidai < 22.8 mmol/L arba < 2000 mg/dL) ir biotinas
<409 nmol/L arba < 100 ng/mL.
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Kriterijus: vertés suradimas + 10 % pradinés reikdmés ribose.

Hemolizé daro poveikj, kadangi eritrocituose yra NSE.

Pacientams, gydomiems didelémis biotino dozémis (t.y. > 5 mg/parai),
kraujo méginj galima imti praéjus ne maziau kaip 8 valandoms po
paskutinés biotino dozés suvartojimo.

Reumatoidinio faktoriaus jtaka nebuvo pastebéta, kai jo koncentracija sieké
iki 1500 IU/mL.

Didelés dozés ,kablio” efektas nepasireiskia, kai NSE koncentracija yra iki
100000 ng/mL.

Buvo atlikti in vitro tyrimai su 21 daZniausiai naudojamy medikamenty.
Poveikis tyrimui nebuvo nustatytas.

Retais atvejais gali pasitaikyti trukdZiy dél ypa¢ dideliy specifiniy tyrimo
antiktiny, rutenio ar streptavidino antikuiny titry. Siy trukdZiy jtakg sumazina
tam pritaikyta tyrimo procedura.

Didesné NSE koncentracija gali biti nustatoma gerybiniy plauciy ligy arba
piktybiniy neuroendokrininiy ligy, pvz., karcinoidiniy tumory, medulinés
skydliaukés karcinomos, Merkelio Iqsteli%odos naviky, kasos ir antinksciy
Serdinés dalies karcinomy, atvejais. 45!

Diagnozuojant, rezultatai visada turéty buti vertinami kartu su paciento
anamneze, fizinio ityrimo duomenimis ir kitais radiniais.

Apribojimai ir reikSmiy ribos

Matavimy ribos

0.050-370 ng/mL (apibréztas apatine nustatymo riba ir pagrindinés kreivés
maksimumu). ReikSmés, esanCios Zemiau nustatymo ribos, yra
pateikiamos, kaip < 0.050 ng/mL. ReikSmés, esancios vir§ matavimy ribos,
yra pateikiamos, kaip > 370 ng/mL (arba iki 740 ng/mL 2 kartus
atskiestuose méginiuose).

Matavimo reikSmiy apatinés ribos

Apatiné tyrimo nustatymo riba

Apatiné nustatymo riba: < 0.05 ng/mL

Apatiné nustatymy riba parodo Zemiausig iSmatuojamg analités
koncentracija, kurig galima atskirti nuo nulio. Ji apskaiciuojama kaip
reikSmé, esanti dviem standartiniais nuokrypiais auk$¢iau Zzemiausio
standarto (pagrindinis kalibratorius, standartas 1 + 2 SD, atkartojamumo
tyrimas, n = 21).

Skiedimas

Méginiai, kuriy NSE koncentracijos yra auk$¢iau matavimy ribos, gali bati
skiedziami Diluent NSE skiedikliu. Rekomenduojamas skiedimo santykis
yra 1:2. Atskiesto méginio koncentracija turi biti > 50 ng/mL.

Po skiedimo rezultatg padauginkite i§ skiedimo koeficiento.

Tikétinos reikSmés

Tyrimy, atliekamy su Elecsys NSE analizés metodu 3 klinikiniuose
centruose Vokietijoje ir Roche viduje su viso 547 sveikais tiriamaisiais, buvo
gauti tokie rezultatai:

16.3 ng/mL (95-0ji procentilé)

15.7-17.0 ng/mL (95 % pasikliautinis intervalas)

Busena: Elecsys NSE multicentrinis tyrimas; tyrimo Nr. B99P005, 7/2001.
Kiekviena laboratorija turéty jvertinti tikétiny reikSmiy tinkamuma savy
pacienty populiacijai ir, jei butina, nustatyti savo rekomenduojamas
reikSmes.

Specifiniai tyrimo atlikimo duomenys

Toliau pateikiami atitinkamy analizatoriy tyrimo charakteristiky duomenys.
Atskirose laboratorijose gauti rezultatai gali skirtis.

Glaudumas

Glaudumas buvo nustatytas, naudojant Elecsys reagentus, Zmogaus
serumy misinj ir kontroles, pagal modifikuotg CLSI (Clinical and Laboratory
Standards Institute) metodikg (EP5-A): 6 kartus per dieng, 10 dieny

(n = 60); tyrimo atkartojamumas su MODULAR ANALYTICS E170
analizatoriumi, n = 21. Buvo gauti Sie rezultatai:

cobas’

Elecsys 2010 ir cobas e 411 analizatoriai

Atkartojamumas Tarpinis
glaudumas
Méginys Vidurkis | SN cv SN cv
ng/mL | ng/mL % ng/mL %

Zmogaus serumas 1 2.58 0.08 3.1 0.11 4.4
Zmogaus serumas 2 | 9.32 0.20 21 0.36 3.9
Zmogaus serumas 3 | 88.0 2.00 2.3 3.87 44
PreciControl TMP)1 8.42 0.18 241 0.25 3.0
PreciControl TM2 54.6 1.51 2.8 2.05 3.8
b) TM = Tumor Marker

MODULAR ANALYTICS E170, cobas e 601 ir cobas e 602 analizatoriai

Atkartojamumas Tarpinis glaudumas
Meéginys Vidurkis | SN | CV | Vidurkis | SN | CV
ng/mL | ng/mL | % | ng/mL | ng/mL | %

Zmogaus serumas 1 | 0.90 001 | 16| 087 0.02 | 22
Zmogaus serumas2 | 11.9 009 | 08| 114 035 | 3.1
Zmogaus serumas 3 | 95.1 065 | 07| 873 3.30 | 3.8
PreciControl TM1 10.2 010 | 1.0 | 987 018 | 1.8
PreciControl TM2 69.8 045 | 0.6 | 67.3 1.08 | 1.6

Metody palyginimas

Palyginus Elecsys NSE tyrima (y) su Enzymun-Test NSE metodu (x),
naudojant klinikinius méginius, gautos tokios koreliacijos:

Tirty méginiy skaicius: 133

Passing/Bablok' Tiesiné regresija
y=0.94x+0.10 y=0.90x + 1.40
1=0.907 r=0.993

Méginiy koncentracijy reikSmés buvo apytiksliai nuo 5.8 iki 104 ng/mL.

Analitinis specifiSkumas

Monokloniniai antikiinai 18E5 ir 84B10, naudojami Elecsys NSE tyrime,
buvo specifiSkai sustiprinti prie$ enolazés y-subvieneta.

Funkcinis jautrumas
0.25 ng/mL

Funkcinis jautrumas yra maziausia analités koncentracija, kurig galima
atkuriamai iSmatuoti, kai tarpinis variacijos koeficientas CV yra < 20 %.
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