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CanAg SCC EIA

Prod. No. 800-10

Gebrauchsanweisung Immunometrischer Enzymimmunoassay-Kit

2009-11 Fiir 96 Tests

WICHTIGE GEBRAUCHSINFORMATION

Das SCC Antigen ist in Haut, SchweiB und Speichel vorhanden und wird leicht durch Aerosole (z.B.
durch Niesen) verteilt. Nach dem Offnen der Packung und wihrend der Testdurchfiihrung sollten deshalb
Handschuhe getragen werden, wenn mit den Reagenzréhrchen, der Mikrotiterplatte, den Pipettenspitzen
etc. gearbeitet wird, um félschlicherweise erhéhte Werte durch Kontamination zu vermeiden. AuBerdem

sollten alle erhdhten Werte durch eine Wiederholung des Tests bestatigt werden.

ZWECKBESTIMMUNG

Der CanAg SCC EIA Kit ist fur die quantitative Bestimmung des Plattenepithelzellkarzinom- (squamous
cell carcinoma, SCC) Antigens aus Serum bestimmt und fiir das Management von Patienten mit

Plattenepithelzellkarzinom gedacht.

ZUSAMMENFASSUNG UND ERKLARUNG DES TESTS

Bei dem Plattenepithelzellkarzinom-Antigen (SCC Ag) handelt es sich um eine Gruppe von
Glykoproteinen mit einem Molekulargewicht von ~45 kDa. Es wird zu der Gruppe der Serin-/Cystein-
Protease-Inhibitoren (1) gezihlt. Urspriinglich wurde das Protein von Kato und Mitarbeitern aus humanem
Plattenepithelzellkarzinomgewebe isoliert. Es zeigte sich, dass es aus mindestens 10 Unterfraktionen mit
unterschiedlichen isoelekirischen Punkten besteht (2). Neuere Studien haben gezeigt, dass das SCC
Antigen aus zwei verschiedenen, aber hoch homologen Genprodukten, SCCA1 und SCCA2, mit
unterschiedlicher Hemmspexzifiat, besteht (3).

SCC Antigen ist ein serologischer Marker des Plattenepithelzellkarzinoms der Zervix, Vulva, Lunge, Hals
und Nacken sowie des Osophagus. Bei dem Plattenepithelzellkarzinom des Uterus kann eine

Untersuchung des SCC Ag aus Serum als prognostischer Faktor im frithen Stadium (7) verwendet




werden. Es wurde vorgeschlagen, diese Untersuchung zur Selektion fiir eine adjuvante Therapie von
Patientinnen mit hohem Risiko zu nutzen (4). AuBerdem korreliert das Profil des SCC Ags bei Patientinnen
mit erhohter Konzentration des SCC Ags vor dem Beginn der Therapie mit der Antwort einer Strahlen-
und Chemotherapie, somit kann die Bestimmung des SCC Ags zum Monitoren der Wirksamkeit der

Therapie und zur frithen Erkennung eines Riickfalls der Erkrankung genutzt werden (4).

PRINZIP DES TESTS

Beim CanAg SCC EIA handelt es sich um einen nicht kompetetiven Festphasen-Immunoassay auf der
Grundlage des direkten Sandwich-Verfahrens. Kalibratoren und Patientenproben werden zusammen mit
biotinyliertem monoklonalen Anti-SCC-Antikérper und mit Meerrettich-Peroxidase (HRP) markiertem
monoklonalen Anti-SCC-Antikdrper in Streptavidin-beschichteten Mikrotiterstreifen inkubiert. Nach dem
Woaschen wird in jede Vertiefung gepufferte Substrat-Chromogen-Lésung (Wasserstoffperoxid und 3, 3,
5, 5'-Tetramethylbenzidin) hinzugegeben und die Enzymreaktion abgewartet. Wahrend der Enzymreaktion
entwickelt sich bei Prasenz des Antigens eine Blaufarbung. Die Farbintensitat ist zu der in den Proben
vorhandenen SCC-Menge proportional.

Die Farbintensitét wird mit einem Mikrotiterplatten-Spektrophotometer bei einer Wellenldange von 620 nm
(oder wahlweise bei 405 nm nach Zugabe von Stopplésung) bestimmt. Fiir jeden Assay wird eine
Eichkurve erstellt, indem fiir jeden Kalibrator der Extinktionswert gegen die Konzentration aufgetragen

wird. Die SCC-Konzentrationen der Patientenproben werden dann anhand der Eichkurve abgelesen.

REAGENZIEN

e Jeder "CanAg SCC EIA-Kit" enthalt Reagenzien fiir 96 Tests.

e Das Verfallsdatum des Kits ist auf dem Etikett auBen auf dem Karton angegeben.

¢ Das Kit darf nach Ablauf des Verfallsdatums nicht mehr verwendet werden.

e Reagenzien aus verschiedenen Kit-Chargen diirfen nicht gemischt werden.

¢ Den Kit bei 2-8 °C lagern. Nicht einfrieren.

¢ Die nachstehende Tabelle enthalt Angaben zur Haltbarkeit der gedffneten Reagenzien, sofern diese
nicht verunreinigt sind, in den gut verschlossenen Originalbehaltnissen aufbewahrt und

vorschriftsmaBig verwendet werden. Unmittelbar nach dem Gebrauch wieder bei 2-8 °C lagern.



Komponente Menge Lagerung und Stabilitat

nach dem Offnen

MICROPLA

Streptavidin-Mikrotiterplatte 1 Platte bis zu dem auf der Platte angegebe-
nen Verfallsdatum bei 2 bis 8 °C
12 x 8 mit Streptavidin beschichtete Vertiefungen. Nach dem Offnen nicht benétigte Streifen umgehend

in die Aluminiumtiite mit Trockenmittel zurlicklegen. Zum Trockenhalten wieder sorgfiltig verschlieBen.

SCC-Kalibratoren 5 Flaschchen 4 Wochen bei 2-8 °C
3 Monate bei —20 °C oder kilter

| cAL [scc| A |

1x0.75 ml
[cAL [scc| B | %075 mi
[cAL [scc| c | %075 mi
[ AL [scc| D | %075 mi
[cAL [scc| E | %075 mi

Humanes SCC in einer Tris-HCI-gepufferten Salzlésung mit Rinderserumalbumin, einem inerten gelben
Farbstoff und 0,01 % Methylisothiazolon (MIT) als Konservierungsmittel. Gebrauchsfertig. Vor
Verwendung mit Wasser rekonstituieren. ACHTUNG: Die genaue SCC-Konzentration ist

chargenabhéngig und ist auf dem Etikett jedes Flaschchens angegeben.

IBIOTIN| Anti-SCC
Biotin Anti-SCC 1x15ml bis zu dem auf dem Flaschchen

angegebenen Verfallsdatum bei 2 bis
8°C
Biotinylierter monoklonaler Anti-SCC-Antikrper von Mausen, ca. 1 ug/ml. Enthélt phosphatgepufferte
Kochsalzlésung (pH-Wert 7,2), Rinderserumalbumin, Rinderimmunglobulin, Blockierungsreagenz,
Detergente, einen inerten blauen Farbstoff und 0,01 % Methylisothiazolon (MIT) als Konservierungsmittel.

Vor Gebrauch mit dem Tracer HRP Anti-SCC mischen.




Komponente Menge Lagerung und Stabilitat

nach dem Offnen

| CONJ | Anti-SCC
Tracer, HRP Anti-SCC 1 x0.75 ml bis zu dem auf dem Fldschchen

angegebenen Verfallsdatum bei 2 bis
8°C
StammL6sung von mit Meerrettich-Peroxidase (HRP) markiertem monoklonalen Anti-SCC-Antikérper von

Mausen, ca. 40 pg/ml. Enthélt Konservierungsmittel. Vor Gebrauch mit Biotin Anti-SCC mischen.

TMB HRP Substrate 1x12ml bis zu dem auf dem Flaschchen
angegebenen Verfallsdatum bei 2 bis
8°C

Enthélt gepuffertes Wasserstoffperoxid und 3, 3', 5, 5'-Tetramethylbenzidin (TMB). Gebrauchsfertig.

Stopp-Lésung 1x15 ml bis zu dem auf dem Flaschchen
angegebenen Verfallsdatum bei 2 bis
8°C

Enthalt 0,12 M Chlorwasserstoffsdure. Gebrauchsfertig.

WASHBUF | 25X |
Waschpufferkonzentrat 1 x50 ml bis zu dem auf der Flasche angege-

benen Verfallsdatum bei 2 bis 8 °C

Eine Tris-HCI-gepufferte Salzldsung mit Tween 20. Enthalt Germall Il als Konservierungsmittel. Vor

Gebrauch 25fach mit Wasser verdiinnen.

Anhaltspunkte fiir Instabilitét
Das TMB-HRP-Substrat sollte farblos oder leicht blaustichig sein. Eine Blaufarbung ist ein Anzeichen

daflr, dass das Reagenz verunreinigt ist und nicht mehr verwendet werden sollte.

WARNHINWEISE UND SICHERHEITSVORKEHRUNGEN

Fiir In-vitro-Diagnostik.

e Nur fiir geschultes Fachpersonal.

e Bitte beachten Sie die Vorschriften zur Laborsicherheit in der Publikation Nr. (CDC) 88-8395 des US
Department of Health and Human Services (Bethesda, MD, USA) oder andere gleichwertige regionale

oder nationale Bestimmungen.



Alle Patientenproben gelten als potenziell infektiés und sind entsprechend zu handhaben.

Befolgen Sie die lokalen Richtlinien zur Entsorgung von anfallenden Abfallstoffen.

PROBENENTNAHME UND UMGANG MIT DEM MATERIAL

CanAg SCC EIA dient zur Analyse von Serumproben. Durch Venenpunktion Blut abnehmen und das

Serum nach tblichen Verfahren trennen. Die Proben kénnen ein Tag bei 2 bis 8 °C gelagert werden. Bei

lingeren Lagerzeiten wird eine Temperatur von =70 °C oder darunter empfohlen. Die Proben nicht

wiederholt einfrieren und auftauen. Tiefgefrorene Proben méglichst bei 2 bis 8 °C langsam tiber Nacht

auftauen lassen und dann vor der Analyse auf Raumtemperatur bringen.

VERFAHREN

Beniitigtes, mit dem Kit aber nicht mitgeliefertes Material

1.

Schiittler fir Mikrotiterplatten

Das Schiitteln sollte maBig bis kréftig sein. Schuttelbewegung langs: ca. 200 U/min, Schiittelfrequenz:
700-900/min.

Waschvorrichtung fiir Mikrotiterplatten

Waschen der Platte kann wahlweise vollautomatisch fir 1 bis 6 Waschzyklen erfolgen

(minimal 350 pL/ Kavitit). Wird kein automatisches Mikrotiterplatten-Waschgerit eingesetzt, empfiehlt
sich die Verwendung des manuellen Waschgerates Nunc Immuno-8.

Spektrophotometer fiir Mikrotiterplatte

Mit einer Wellenlange von 620 und/oder 405 nm und einem Extinktionsbereich von 0 bis 3,0.
Prazisionspipetten

Mit Einweg-Plastikspitzen fiir Mikroliter-oder Milliliter-Volumina. Eine 8-Kanal-Pipette oder
Dispenserpipette mit Einweg-Plastikspitzen fiir 100 pl ist hilfreich, aber nicht unbedingt erforderlich.
Destilliertes oder deionisiertes Wasser

Zur Rekonstituierung der SCC Kalibratoren und Zur Herstellung der Waschlésung.

Hinweise zum Ablauf

1.

Damit der ordnungsgemaBe Gebrauch des "CanAg SCC EIA-Kits" sichergestellt ist, muss die
Packungsbeilage genau verstanden werden. Die im Kit enthaltenen Reagenzien sind gemeinsan zu
verwenden. Keine zwar identischen, aber aus Kits mit unterschiedlichen Chargennummern
stammenden Reagenzien miteinander vermischen. Die Kit-Reagenzien nach dem auBen auf dem
Karton aufgedruckten Verfallsdatum nicht mehr verwenden.

Die Reagenzien sollten vor dem Gebrauch auf Raumtemperatur (20 bis 25 °C) gebracht werden.
Damit genaue Ergebnisse erzielt werden, sollte der Assay nur bei Temperaturen zwischen 20 und
25 °C durchgefiihrt werden. Gefrorene Proben sollten nur langsam auf Raumtemperatur gebracht

werden und sind nach dem Auftauen leicht, aber griindlich gemischt werden.



3. Vor dem Pipettieren von Kalibratoren, Kontrollen und Patientenproben ist es ratsam, die Streifen zu

markieren, damit die Proben wéhrend der Untersuchung und danach eindeutig zugeordnet werden

kdnnen.

. Die Notwendigkeit effizienten und griindlichen Waschens zur Trennung von gebundenem und

ungebundenem Antigen und von Reagenzien aus den an der Festphase gebundenen Antikdrper-

Antigen-Komplexen ist einer der wichtigsten Schritte in einem EIA. Damit die Effizienz der

Waschschritte sichergestellt ist, miissen Sie darauf achten, dass alle Kavitdten bei jedem Waschzyklus

bis zum oberen Rand vollstéandig mit Waschlésung gefiillt werden, dass die Waschlésung

angemessen schnell pipettiert wird, dass die Flussigkeit zwischen und nach den Waschzyklen
vollstédndig aus den Kavitdten abgesaugt wird und dass die Kavitdten leer sind. Sollten noch

Flussigkeitsreste vorhanden sein, drehen Sie die Platte um und klopfen sie vorsichtig auf saugfahigem

Papier aus.

- Automatische Teststreifen-Waschvorrichtung: Halten Sie die Anweisungen des Herstellers zur
Reinigung und Instandhaltung genau ein und fiihren Sie vor und nach jedem Inkubationsschritt die
vorgeschriebene Anzahl an Waschzyklen durch. Es wird dringend empfohlen, den
Verarbeitungsmodus ,Strip* (Teststreifen) und den Waschmodus ,Overflow" (Uberlauf) mit einem
Pipettiervolumen von 800 pl zu verwenden. Die Aspirations-/Waschvorrichtung sollte nicht fir
langere Zeit mit der Waschlosung stehen gelassen werden, da die Nadeln verstopfen kénnten,
was dazu fuhrt, dass zu wenig Fliissigkeit abgegeben und wieder abgesaugt wird.

. Das TMB-HRP-Substrat ist sehr empfindlich gegeniiber Kontamination. Um eine optimale Haltbarkeit

des TMB-HRP-Substrats sicherzustellen, die benétigte Menge aus dem Flaschchen in ein sorgféltig

gereinigtes Behéltnis oder vorzugsweise in eine Einweg-Plastikschale gieBen, um eine Kontamination
des Reagenzes zu vermeiden. Es ist darauf zu achten, dass nur saubere Einweg-Plastikpipettenspitzen

(oder Dispenser-Pipettenspitzen) verwendet werden.

. Es ist darauf zu achten, dass beim Umgang mit Proben und Reagenzien nur saubere Einweg-

Plastikpipettenspitzen verwendet werden und eine einwandfreie Pipettiertechnik angewandt wird.

Verschleppung ist zu verhindern, indem die Pipettenspitze knapp tiber den oberen Rand der Vertiefung

gehalten wird. Weder den den Plastikstreifen noch die Oberflache der Fliissigkeit beriihren.

Besonders bei der Verwendung der TMB-HRP-Substrat-Lésung ist ordentliches Pipettieren

unerlésslich.
Vorbereitung der Reagenzien Stabilitat der vorbereiteten Reagenzien
SCC-Kalibratoren 4 Wochen bei 2-8 °C

3 Monate bei =20 °C oder kilter

Exakt 0,75 mL destilliertes Wasser in jedes Flaschchen geben und vorsichtig schitteln. Mindestens
15 Minuten stehen lassen, damit die Rekonstituierung vollstindig stattfinden kann.
ACHTUNG: Die Konzentration der Kalibratoren ist auf den Etiketten angegeben und sollte zur

Berechnung der Ergebnisse herangezogen werden.




Vorbereitung der Reagenzien Stabilitat der vorbereiteten Reagenzien

Waschlésung in einem geschlossenen Behilter zwei Wochen
bei 2 bis 25 °C
Die 50 mL Waschkonzentrat in einen sauberen Behalter geben und 1200 mL destilliertes oder

entionisiertes Wasser zugeben, um eine 25 fach verdiinnte, gepufferte Waschlésung zu erhalten.

Antikorperlésung drei Wochen bei 2 bis 8 °C
Die benstigte Menge Antikorperlésung vorbereiten, indem 50 pl Tracer, HRP Anti-SCC mit 1 ml Biotin

Anti-SCC pro Streifen vermischt werden (siehe nachfolgende Tabelle und Protokoll).

Anzahl der Tracer, HRP Anti-SCC Biotin Anti-SCC
Streifen mn (ml)

—_

50
100
150
200
250
300
350
400
450
500
11 550
12 600

—_

o © 0O N o 0o b~ 0N
© 0 N O o h~h W N

_ =
N = O

Zur Herstellung der Antikrperldsung eine saubere Flasche aus Kunststoff oder Glas verwenden.
Alternative: Den Inhalt des Tracers, HRP Anti-SCC in das Flaschchen mit Biotin Anti-SCC gieBen und
vorsichtig mischen. Es ist darauf zu achten, dass der gesamte Tracer, HRP Anti-SCC in das Flaschchen
mit Biotin Anti-SCC gegossen wird.

HINWEIS: Die Antik6rperlésung ist bei 2 bis 8 °C fiir 3 Wochen stabil. Nicht mehr Antikérperlésung
vorbereiten, als innerhalb dieser Zeit verbraucht wird. Es ist darauf zu achten, dass die Lésung

vorschriftsgeméB gelagert wird.



Testdurchfiihrung

Jede Bestimmung fiir Kalibratoren und Patientenproben sollte doppelt durchgefiihrt werden. Bei jedem

Assay sollte eine Eichkurve erstellt werden. Alle Reagenzien und Proben sind vor Testbeginn auf

Raumtemperatur (20-25 °C) zu bringen.

1.

Mit der Vorbereitung der SCC-Kalibratoren, der Waschlésung und der Tracer-Arbeitslésung beginnen.
Es ist wichtig, nur saubere Behélter zu verwenden und die Anweisungen sorgféltig zu befolgen.
Bendtigte Anzahl Streifen der Mikrotiterplatte in den Rahmen einsetzen. (Die nicht benétigten Streifen
umgehend wieder in die Aluminiumtite mit Trockenmittel geben und die Tite wieder sorgfaltig
verschlieBen). Jeden Streifen einmal mit der Waschlésung waschen. Nur so viele Streifen waschen,
wie innerhalb von 30 min bearbeitet werden kénnen.

Nach folgendem Schema 25 pl der SCC-Kalibratoren (CAL A,B,C,D,E) und Patientenproben (Pat.) in

die Vertiefungen pipettieren:

1 2 3 4 5 6 7 usw.

A Cal Cal
A E

B Cal Cal
A E

C Cal Pat1
B

D Cal Pat1
B

E Cal Pat2
C

F Cal Pat2
C

G Cal usw.
D

H Cal
D

Mit einer 100-pl-Prazisionspipette (oder einer 100-ul-8-Kanal-Prézisionspipette) 100 pl
Antikorperlésung in jede Vertiefung gegeben. Verschleppung verhindern, indem die Pipettenspitze
knapp Uber die Vertiefungen gehalten wird. Nicht den Kunststoffstreifen oder die Oberflache der
Flussigkeit beriihren.

Den Rahmen mit den Mikrotiterstreifen unter konstantem Schiitteln auf einem Mikrotiterplatten-
Schiittler bei Raumtemperatur (20-25 °C) iiber 1 Stunde (£ 5 min) inkubieren.

Jeden Streifen nach dem unter Punkt 4 des Abschnitts "Hinweise zum Ablauf" beschriebenen
Verfahren 6 Mal waschen.

Nach dem unter Punkt 4 in diesem Abschnitt beschriebenen Pipettierverfahren jeder Vertiefung 100 pl
TMB-HRP-Substrat zugeben. Das TMB-HRP-Substrat sollte so schnell wie méglich in die Vertiefungen
gegeben werden: die Zeit zwischen Zugabe in die erste und letzte Vertiefung sollte 5 Minuten sollte
nicht tiberschreiten.

Unter konstantem Schiitteln 30 Minuten (£ 5 Minuten) lang bei Raumtemperatur inkubieren. Direkte

Sonneneinstrahlung vermeiden.



9. Die Extinktionswerte in einem Mikrotiterplatten-Spektrophotometer bei einer Wellenldnge von 620 nm

ablesen.

Alternativopotion zu Punkt 9:

Verfligt lhr Labor nicht tber ein Mikrotiterplatten-Spektrophotometer zum Ablesen der Extinktion bei

620 nm, kénnen die Extinktionswerte wie folgt bestimmt werden:

Alt. 9. 100 pl Stopplésung in die Vertiefungen geben. Mischen und die Extinktion innerhalb von
15 Minuten nach Zugabe der Stopplésung bei 405 nm in einem Mikrotiterplatten-

Spektrophotometer ablesen.

Messbereich

Mit dem "CanAg SCC EIA-Kit" kénnen Konzentrationen zwischen 0,3 und 50 pg/l gemessen werden.
Wenn mit SCC-Konzentrationen zu rechnen sind, die oberhalb dieses Messbereichs liegen, wird
empfohlen, die Proben vor der Analyse mit normalem Humanserum zu verdiinnen. ACHTUNG: Das zur
Verdiinnung verwendete Serum sollte ebenfalls analysiert werden, um die endogene SCC-Konzentration

bestimmen zu kénnen (vgl. “Berechnung der Ergebnisse”).

Qualitatskontrolle

Die CanChek Tumor Marker Kontroll Seren Level 1 und 2 (gesondert erhiltlich unter REF 107-20) werden
fur die Validierung der Testserien empfohlen. Falls Werte auBerhalb des angegebenen Bereichs erhalten
wurden, sollten die Reagenzien sowie die Funktion des Readers tiberpriift und die Bestimmung

wiederholt werden.

Referenzmaterial
Da fiir SCC-antigen keine handelstiblichen Referenzmaterialien erhaltlich sind, werden die CanAg SCC-

Kalibrator-Werte anhand firmeninterner Referenzstandards abgeglichen.

BERECHNUNG DER ERGEBNISSE

Bei Verwendung eines Mikrotiterplatten-Spektrophotometers mit einem eingebautem

Datenkalkulationsprogramm, sollte anhand der Gebrauchsanweisung des Gerates und der auf den

Etiketten jedes einzelnen SCC-Kalibrators angegebenen Konzentrationen ein entsprechendes Programm

erstellt werden.

Zur automatischen Berechnung der SCC-Ergebnisse wird empfohlen, eine der nachfolgend

beschriebenen Methoden anzuwenden:

e Kurvenanpassung mit kubischem Spline. Kalibrator 0 sollte mit dem Wert O pg/l in die Kurve
aufgenommen werden.

e Kurvenanpassung mit geglattetem Spline. Kalibrator O sollte als Leerwert eingesetzt werden.

e Interpolation mit Punkt-zu-Punkt-Bewertung. Kalibrator O sollte mit dem Wert O pg/l in die Kurve

aufgenommen werden.



e Quadratische Kurvenanpassung. Kalibrator O sollte mit dem Wert 0 g/l in die Kurve aufgenommen

werden.

HINWEIS: Eine 4-Parameter-Regression oder eine lineare Regression sollte nicht verwendet werden.

Zur manuellen Auswertung wird eine Eichkurve erstellt, indem die Extinktionswerte (E) fiir jeden SCC-
Kalibrator gegen die entsprechende SCC-Konzentration (in ug/l) aufgetragen werden, siehe Abbildung
weiter unten. Die unbekannten SCC-Konzentrationen kénnen dann unter Verwendung des

Extinktionsmittelwertes jeder Patientenprobe von der Eichkurve abgelesen werden.

Wenn Proben in einer ersten Analyse SCC-Konzentrationen ergeben, die hdher liegen als Kalibrator E
(ca. 50 pg /1), sollten die Proben 1:10 mit normalem Humanserum verdiinnt und erneut analysiert werden,
um die korrekte SCC-Konzentration zu erhalten. ACHTUNG: Die zur Verdiinnung verwendete Probe sollte

ebenfalls analysiert werden, um die endogene SCC-Konzentration zu bestimmen.

Die SCC-Konzentration der unverdiinnten Probe wird wie folgt berechnet:

Verdunnung 1 :1 O: 1 0 X ([SCC]\/erd'unnte Probe-(o79X [SCC] Normales Serum))

Ergebnisheispiele

Probe Kalibrator- Mittlerer SCC
werte Extinktionswert (E) ugll

Calibrator A 0 pg/! 0.043

Calibrator B 1 pg/l 0.119

Calibrator C 5 pg/l 0.437

Calibrator D 24 g/l 1.715

Calibrator E 50 pg/! 2.818

Specimen A 0.245 2.6

Specimen B 1.363 18.3
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Beispiel (diese Kurve und die obige Tabelle diirfen nicht zur Bestimmung der tatsachlichen Assay-Ergebnisse verwendet werden!).

GRENZEN DES TESTS

SCC Antigen ist in normalem Plattenzellepithel vorhanden und erhéhtes SCC Antigen kann bei
Hautveranderungen, in denen eine Hyperkeratinisierung beteiligt ist (z.B. Psoriasis und Ekzeme), auftreten.
Erhéhte Mengen werden auch unter gutartigen Bedingungen wie einer Entziindung der Lunge und Leber
oder bei Niereninsuffizienz gefunden (4, 9).

Der SCC-Wert kann nicht als absoluter Nachweis fiir das Vorhandensein oder Nichtvorhandensein
einer malignen Krankheit genutzt werden und der SCC-Test sollte nicht in der Krebsvorsorge angewandt
werden. Die Testergebnisse sollten nur in Verbindung mit anderen Untersuchungen und Verfahren zur
Krankheitsdiagnose und zum Patientenmanagement interpretiert werden und der SCC-Test sollte keine
der bewahrten klinischen Untersuchungen ersetzen.

Das SCC Antigen ist in Haut, SchweiB und Speichel vorhanden und wird leicht durch Aerosole (z.B.
durch Niesen) verteilt. Nach dem Offnen der Packung und wihrend der Testdurchfiihrung sollten deshalb
Handschuhe getragen werden, wenn mit den Reagenzréhrchen, der Mikrotiterplatte, den Pipettenspitzen
etc. gearbeitet wird, um félschlicherweise erhéhte Werte durch Kontamination zu vermeiden. AuBerdem
sollten alle erhdhten Werte durch eine Wiederholung des Tests bestétigt werden.

Gelegentlich kénnen Anti-reagierende-Antikérper (humaner Anti-Maus-Antikérper (HAMA) oder
heterophile Antikérper) in der Patientenprobe den Assay stéren, obwohl spezifisches Blockierungreagenz

im Puffer enthalten ist.
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ERWARTUNGSWERTE

CanAg SCC wurde bei 175 gesunden Blutspendern bestimmt. Der untere und obere Extremwert des
Normal-Bereichs wurde nach der vom IFCC empfohlenen parameterfreien Statistik untersucht. Das
Referenzintervall beinhaltet die zentrale 95-%-Fraktion der Referenzverteilung. Das Referenzintervall
umfasst 95% der um den Mittelwert herum angeordneten Werte der Referenzverteilung, entsprechend
liegen die Referenzgrenzen des (unteren) 2,5%-Fraktils und des (oberen) 97,5%-Fraktils. Diese

Grenzwerte schlieBen auf jeder Seite der Referenzverteilung 2,5% der Werte aus. Parameterfreie

Schatzungen:
Mittelwert Standard- Median Bereich Obere
(ug/l) abweichung (ng/) (ug/l) Referenzgrenze
(ng/l) (Zentrale 95-%-
Fraktion)
Gesunde Blutspender 0,58 0,24 0,54 0,16 -1,5 1,2 pg/l
n=175

Jedes Labor sollte einen eigenen Normbereich bestimmen, um dem jeweiligen Umfeld wie Erndhrung,
Klima, Lebensbedingungen, Auswahl des Patientenkollektivs, usw. Rechnung zu tragen. Ferner sollte
bedacht werden, dass die eigenen Baseline-Ergebnisse des einzelnen Patienten den wichtigsten

Bezugspunkt fur die Interpretation der Ergebnisse bieten.

LEISTUNGSMERKMALE

Prézision

Die Gesamtprazision wurde nach der NCCLS-Richtlinie EP5-A (10) unter Verwendung von gefrorenem
gepooltem humanem Serum, das zusétzlich SCC in 4 verschiedenen Konzentrationen enthielt, und 18
verschiedenen "CanAg SCC EIA"-Reagenzienkombinationen berechnet. Jede Probe wurde nach dem

Zufallsprinzip pipettiert (=2/Analyse) und zwanzig Tage lang tiglich zwei Mal analysiert.

Probe Parallelprobe  Mittelwert Standard- CVinnerhalb Standard- CV innerhalb

(ng/1) abweichung des Laufs abweichung eines Tages
innerhalb (%) innerhalb (%)
des Laufs eines Tages

(ug/l) (ug/1)
SCC 1 80 2.62 0.05 1.9 0.04 1.3
SCC 2 80 7.77 0.16 2.0 0.15 1.9
SCC3 80 17.7 0.34 1.9 0.20 1.1
SCC 4 80 30.2 0.71 2.4 0.38 1.3

Nachweisgrenze
Die Nachweisgrenze des CanAg SCC EIA liegt bei < 0,3 pg/! und ist definiert als die Konzentration, die
dem Mittelwert der Extinktionswerte von SCC-Kalibrator A plus 2 Standardabweichungen laut folgender
Formel entspricht:
2xSD CAL A
OD CAL B-OD CAL A

x [CAL B] pg/!
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Wiederfindungsrate
Markierte Serumproben wurden hergestellt, indem normalen Serumproben humanes SCC-Antigen

zugegeben wurde. Die Wiederfindungsrate des zugesetzen Antigens lag zwischen 90 und 110 %.

Hook-Effekt

Bei Proben bis zu 50 000 pg/l wurde kein Hook-Effekt festgestellt. ACHTUNG: In Proben mit sehr hoher
Konzentration wechselt die Farbe des Substrats von blau zu griinlich (und bei extrem hohen
Konzentrationen schlieBlich zu gelb). Dies fiihrt zu einem falsch erniedrigten Extinktionswert bei 620 nm,
und in extremen Fallen kann die Extinktion in den Bereich der Kalibrationskurve fallen und sich als Hook-

Effekt bemerkbar machen.

Linearitat
Die Patientenproben wurden mit normalem Humanserum seriell verdiinnt und analysiert. Die erhaltenen

Werte lagen innerhalb 90 und 110 % der erwarteten Werte.

Spezifitit

Der CanAg SCC EIA basiert auf zwei monoklonalen Maus-Antikérpern, der Fanger-Antikérper MAb
SCC140 und der Detektions-Antikérper MAb SCC 107 (11). Bei der Ermittlung méglicher
Interferenzquellen wurde die NCCLS-Richtlinie EP7-P (12) befolgt. Folgende Substanzen und

Konzentrationen wurden getestet und haben den Test nicht gestort.

Konzentration ohne signifikante

(+ 10 %) Interferenz

Lipemia (Intralipid®) 10 mg/ml
Bilirubin, unkonjugiert 0.6 mg/ml
Hamoglobin 5 mg/ml
Methodenvergleich

Der CanAg SCC EIA wurde mit dem Imx SCC MEIA verglichen.
Es wurden 72 humane Serumproben zwischen 0 und 4 pg/l bestimmt. Die lineare Regressionsanalyse der
Ergebnisse ergab folgendes Resultat:

CanAg SCC=1,02 x IMx SCC + 0,03 r=0,86

Es wurden 138 humane Serumproben zwischen 0 und 50 pg/l bestimmt. Die lineare Regressionsanalyse
der Ergebnisse ergab folgendes Resultat:

CanAg SCC = 0,82 x IMx SCC + 0,06 r=0,98
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GARANTIE

Die hier vorgestellten Daten wurden unter Verwendung des angegebenen Assay-Verfahrens erzielt. Jede
nicht vom Hersteller Fuijirebio Diagnostics empfohlene Anderung oder Modifizierung des Verfahrens kann
die Richtigkeit der Ergebnisse beeinflussen. Fiir diese Fille lehnt Fujirebio Diagnostics jegliche Garantie
(ob ausdriickliche, stillschweigende oder gesetzliche, einschlieBlich der stillschweigenden Garantie der

marktgédngigen Qualitat und Gebrauchseignung) des Produktes ab.
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