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Bruksanvisning - NF-light® (Neurofilament light) ELISA for CSF-prgver

1. Tiltenkt bruk

NF-light® ELISA er en in vitro diagnostisk enhet som er beregnet til kvantitativ bestemmelse av det humane
proteinet Neurofilament light (NF-L) i cerebrospinalvaeske (CSF). Forhgyede nivaer av NF-L tyder pa
nedbryting av nerveceller og resultatet brukes som hjelp ved diagnostisering av nevrologiske sykdommer
som for eksempel amyotrofisk lateral sklerose (ALS), multippel sklerose (MS), demens-sykdommer og
Parkinsons sykdom (PD). Resultatet fra dette assayet ma brukes sammen med andre kliniske observasjoner
og pasientanamnese, siden NF-L er en uspesifikk biomarkgr for aksonal skade. Den tilsiktede
testpopulasjonen er individer > 18 ar som mistenkes a lide av nevrologisk sykdom. I tillegg kan NF-light®
ELISA benyttes i forskning ved bruk av CSF-prgver som inneholder NF-L fra rotter, storfe, mus eller makake-
herkomst, da antistoffene i assayet gjenkjenner NF-L fra slike arter ogsa.

Settet er ment til profesjonell bruk. dvs. bare klinisk laboratoriepersonale som har opplaering i ELISA-
teknologi og in vitro-diagnostiske prosedyrer.

2. Merknad til brukeren

Dersom det oppstar en alvorlig hendelse i forbindelse med bruk av dette utstyret, skal hendelsen
rapporteres til produsenten og til den aktuelle lokale kompetente myndighet i medlemsstaten hvor
brukeren og/eller pasienten er etablert. Nar det gjelder rapportering til produsenten, se
kontaktinformasjonen bakerst i disse instruksjonene.

3. Sammendrag og forklaring

Neurofilamenter er de viktigste cytoskjelettkomponenter i nerveceller. De er viktige for opprettholdelse av
det aksonale kapasitet og den morfologiske integriteten, noe som pavirker hastigheten og paliteligheten
ved nerveoverfgringer. Det finnes tre forskjellige neurofilamentkjeder, navngitt ut fra stgrrelse. Dette er
henholdsvis Neurofilament light, medium og heavy. Neurofilament light utgjer ryggraden som de tyngre
kjeder bindes til og danner neurofilamentfiberet [1]. Etter skader pa nerveceller pa grunn av direkte traume
eller langsomme degenerative prosesser blir innholdet i cellen frigjort til det omkringliggende
kompartmentet, noe som tillater kvantitative bestemmelser av de aksonale proteinene. @kte nivaer av
Neurofilament light er funnet i ulike degenerative sykdommer som amyotrof lateral sklerose, Alzheimers
sykdom og multippel sklerose [2-4].

4. Metodebeskrivelse

UmanDiagnostics NF-Light® ELISA er et enzymatisk immunoassay som er utformet til kvantitativ
bestemmelse av NF-light i human cerebrospinalvaeske og kan ikke i sin navaerende form brukes til analyse
av blodprgver. Testen bruker to svaert spesifikke ikke-konkurrerende monoklonale antistoffer [5]. Et
spesifikt monoklonalt antistoff er belagt pa en fast overflate og binder NF-L. Deteksjon skjer ved hjelp av et
annet spesifikt konjugert monoklonalt antistoff. Kvantitative bestemmelser utfgres ved enzymatisk
omdannelse av et fargelgst substrat til farget produkt, som tilsvarer mengden Neurofilament light i prgven.
Assayet er ikke automatisert og benytter tradisjonelle 96-brgnns plater. Det kreves kun standard
laboratorieutstyr.
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Standard kurveomrade: 50-5000 pg/ml (inkludert forankringspunkter)
Standard kurvekvantifiseringsomrade: 125 pg/ml— 2500 pg/ml (prgver fortynnet 1+1)
Deteksjonsgrense: 33 pg/ml

Presisjon: Intra-assay CV% < 5, Inter-assay CV% < 10
Inkubasjonstid: 2,5 timer

Prgvevolum: 50 ul/replikat

5. Advarsler, forsiktighetsregler og viktige merknader i

o [ tilfelle alvorlig skade pa kitpakken kontaktes forhandleren skriftlig innen én uke etter at den er
mottatt. Ikke bruk skadde komponenter. Oppbevar de skadde komponentene for eventuell
klagesak.

o NF-light® ELISA er kun til in-vitro diagnostisk bruk og er ikke til innvortes bruk i mennesker eller dyr.

e Det eringen stoffer i settet som har animalsk eller human herkomst som representerer risiko for
infeksjon

e Alt materiale av human herkomst skal vurderes som potensielt infeksigst og behandles med
varsomhet. | tilfelle sgl, skal det umiddelbart desinfiseres med 0,5 % natriumhypokloritt eller
tilsvarende.

e Produktet skal brukes i strengt samsvar med denne bruksanvisningen (IFU). Fglg god
laboratoriepraksis og sikkerhetsforskrifter. Bruk labfrakk, engangshansker og vernebriller nar det er
ngdvendig.

6. Handtering av reagens

e Settet kan brukes ved to separate analysesituasjoner. Rekonstituert standard og
arbeidsopplgsninger av tracer og konjugat er til engangsbruk. Etter to analysesituasjoner skal
eventuelle ubrukte reagenser avhendes.

e Alle assayreagenser skal bringes til romtemperatur fgr bruk.

e Det anbefales a kjgre prgver, kontroller og standarder i duplikat. Ved stort avvik mellom replikat
foretas ny analyse.

e |kke bland reagenser fra forskjellige partier (lots). Dette kan gi feilaktige resultater.

e Alle inkubasjonstrinn skal utfgres ved romtemperatur (RT, +20-25 °C)

e Under inkubasjonstrinnene, bruk en orbital ELISA-rister, bordmodell, 800 rpm. Risting av platen
ved 800 rpm er MEGET VIKTIG. Bruk av lavere hastighet vil gi feilaktig forhgyede resultater.

e Bruk det medfglgende 15 ml Sarstedt-rgret (62.554.502) ved tilberedning av konjugatlgsningen.
Andre rgr kan ha negativ pavirkning pa Igsningens stabilitet og forarsake et fall i absorbansnivaet
og gjdre prgveavlesningene upalitelige.

e Alt materiale som har veaert i kontakt med prgver og reagenser avhendes i samsvar med nasjonale,
statlige og lokale forskrifter.

. @VARNING: Unnga kontakt med stopp-reagens. Den kan forarsake hudirritasjoner og
forbrenninger. Materialsikkerhetsdataark for dette produktet er tilgjengelig pa nettsiden til
UmanDiagnostics og kan ogsa oversendes per post etter forespgrsel.
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7. Holdbarhet og oppbevaring av reagenser

Settene forsendes ved romtemperatur. Ved ankomst skal de oppbevares ved +2-8 °C og oppbevares
beskyttet fra varme eller direkte solskinn. Komponentene skal ikke fryses.

Straks den er apnet, skal NF-light® stripeplaten brukes innen 4 uker. Pasé at en apnet stripeplate forseglet
slik at fuktighet unngas. Holdbarheten for settet er 18 maneder fra tilvirkningsdato.

8. Prgvetaking og -oppbevaring

Alle pasientprgver skal betraktes som potensielt smittsomme. Etter lumbalpunksjon skal prgven
oppbevares ved -80 °C i polypropylenrgr. Gjentatt frysing/tining bgr unngas.

Prevestabilitet ble evaluert for 5 forskjellige kliniske prgver. Reaktiviteten i prgven etter ulike behandlinger
ble sammenlignet med samme prgve lagret ved -80 °C.

Gjennomsnittlig % av -80 °C- Gjennomsnittlig %-
kontroll omrade
Frysing-tining < 4 sykluser 98,0 96-101
Lagring 5-8 °C <1 uke 99,7 95-108
24 timer ved RT (22 °C) | 100 91-106
-20 °C 1 maned 95,8 89-109
9. Materialer
Medfglgende innhold i settet:
Forkortet navn Fullt navn Beskrivelse Antall
PLATE Anti-NF-L-stripeplate Forhandsbelagt med mus anti-NF-L 12 x 8 brgnner
monoklonalt antistoff, forseglet i
plastpose
STOP Stoppreagens Fortynnet H2S04 (8 % v/v) 1x6ml
TMB TMB-substrat Tetrametylbenzidinsubstrat 1x12 ml
SAMDIL Prgvefortynningsbuffer Vandig bufret Igsning med detergent. 1x40 ml
CONDIL Konjugatfortynningsbuffer Vandig bufret biotinfri 1x12ml
stabiliseringslgsning.
CONJ Konjugatkonsentrat Streptavidin pepperrot 1x260 pul

peroksidasekonjugat i vandig bufret
biotin-fri stabiliseringslgsning. Fortynnes
i henhold til etikett.

50xTRAC Tracerkonsentrat (50x) Biotinmerket anti NF-L monoklonalt 1x260 pul
antistoff i vandig bufret biotin-fri
stabiliseringslgsning.

STAND Bovint NF-L standard Inneholder BSE-, FMD-negativt bovint 2 glass
NF-L materiale av tysk opphav
Rekonstitueres i henhold etikett pa

flasken.
10xWASH Vaskebufferkonsentrat 10x vandig bufret Igsning med 2 x40 ml
(10x) detergent.

Ytterligere medfglgende materiale:
Platedeksel, 2 stk.
15 ml rgr for konjugatfortynning, 2 stk.

Ngdvendig utstyr som ikke er inkludert:
Mikrotiterplateleser 450 nm (referansebglgelengde 620-650 nm)
Mikropipetter 10-1000 pl
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Vortex-blander

Orbital ELISA-rister, bordmodell (800 rpm)

Deionisert vann

Vaskeflaske, automatisert eller semi-automatisert mikrotiterplatevaskesystem
Pipettespisser og tidsur

Polystyren- eller polypropylenrgr for standard- og prgvefortynning

10. Assayprosedyre

Forberedelser:

e Forberedelse av vaskebuffer 1x: Fortynn hele innholdet av én flaske vaskebufferkonsentrat
(10xWASH) med deionisert vann til et sluttvolum pa 400 ml. Fortynnet, ubrukt vaskebuffer kan
oppbevares ved romtemperatur og bgr brukes innen to maneder. 10x-vaskekonsentratet kan
fremsta opaliserende pa grunn av hgy saltkonsentrasjon (ingen effekt pa assayytelse).

Forberedelse av standard fortynningsserier:

Rekonstituering og tilberedning av standardfortynningsserien bgr gjgres umiddelbart fgr bruk. Standard
materiale skal ikke oppbevares og brukes pa nytt. Standardkurver skal inkluderes pa alle plater som
analyseres.

Det hgyeste standardpunkt (5000 pg/ml) oppnas ved rekonstituering av ett glass frysetgrket standard
(STAND) med prgvefortynningslgsning (SAMDIL) i det volum som er angitt pa hetteglassetiketten. Vortex
kort og oppbevar i romtemperatur.

Merk 7 mikrorgr, en for hvert av standardpunktene i tillegg (det vil si 2500 pg/ml, 1250 pg/ml, 500 pg/ml,
250 pg/ml, 125 pg/ml, 50 pg/ml og 0 pg/ml) og fortynn den rekonstituerte standarden i fglge tabellene
nedenfor ved bruk av prgvefortynningsvaesken (SAMDIL).

Gjor en seriefortynning som beskrevet under:

Niva Konsentrasjon Prove- Standard fra
nr. pg/ml Fortynningsl@sning rernr.
(SAMDIL)

1 Rekonstituer med prgvefortynnings-
(hette I@sning (SAMDIL) ifglge etiketten pa
glass) 5000 standardglass

300 pl (1.

2 2500 300 pl hetteglass)

3 1250 300 pl 300 ul (2)

4 500 360 pl 240 pl (3)

4 250 300 ul 300 ul (4)

6 125 300 pl 300 pl (5)

7 50 360 ul 240 ul (6)

8 0 300 pl ol
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Oversikt over assayet:

Vasking 3 x 300l
sta:cggl\’lg;’r og Csi-gr:?r\glrp{f;:;em Standarder Blank
kontroller (1+1 fortynning) (nr. 1-7) (SAMDIL, nr. 8)
100 100 i 100 i

Inkubasjon 1 time, 800 rpm

Vasking 3 x 300 pl

Tracer Ab 1x 100 pl

Inkubasjon 45 minutter, 800 rpm

Vasking 3 x 300 pl

Konjugat 1x 100 pl

Inkubasjon 30 minutter, 800 rpm

Vasking 3 x 300 pl

TMB 100 pl

Inkubasjon 15 minutter, 800 rpm

Stopp-vaeske 50 pl

Avles platen ved 450 nm (referansebglgelengde 620-650 nm)
rett etter tilsetning av Stopp-vaesken

Detaljert assay-protokoll:

1. Fortynn CSF-prgven med likt volum (1 + 1) av prgvefortynningslgsningen (SAMDIL) til
minimumsvolum pa 210 ul. De rekonstituerte og fortynnede standardene ifglge fortynningstabellen
er klare til bruk (i.e. ingen videre fortynning skal utfgres).

2. Vask brgnnene som skal brukes, med vaskebuffer 1x (3 x 300 pl). Vasking kan utfgres enten med en
automatisk vasker eller ved manuell pipettering.

3. Tilsett 100 uL av hver standard (8 nivaer inkludert den blanke) og prgve i duplikat. Inkuber 1 time
ved RT under risting (800 rpm).

4. Vask brgnnene med vaskebuffer 1x (3 x 300 pl), se punkt 2.

5. Straks fgr bruk fortynnes den konsentrerte Tracer 50x (50x TRAC) til 1x med prgvefortynner
(SAMDIL). Bland grundig ved a snu rgret opp ned eller ved vortexing. Tilsett 100 pl nylig fortynnet
tracerantistoff i hver brgnn. Inkuber i 45 minutter ved RT under risting (800 rpm).

6. Vask brgnnene med vaskebuffer 1x (3 x 300 pl), se punkt 2.

7. Straks f@r bruk fortynnes det konsentrerte konjugatet (CONJ) i det medfglgende Sarstedts 15 ml rgr
i henhold til etiketten pa hetteglasset med konjugatfortynner (CONDIL) til 1x. Bland grundig ved a
snu rgret opp ned eller ved vortexing. Tilsett 100 pl nylig fortynnet konjugat i hver brgnn. Inkuber i
30 minutter ved RT under risting (800 rpm).

Viktig informasjon: Bruk kun det medfglgende 15 ml rgret nar konjugatlgsningen tilberedes.

8. Vask brgnnene med vaskebuffer 1x (3 x 300 pl), se punkt 2.

Version 2021-11 5(9)




NF-light” (Neurofilament light) ELISA for CSF-prgver NORSK

9. Tilsett 100 pul TMB i hver brgnn. Inkuber i 15 minutter ved RT under risting (800 rpm).

10. Tilsett 50 ul stoppreagens (STOP) i hver brgnn og mal absorbansen ved 450 nm
(referansebglgelengde 620-650 nm).

@ Stoppreagenset inneholder fortynnet svovelsyre og er etsende.

11. Beregning av resultater

Resultatene kan kalkuleres automatisk ved bruk av en programvarepakke for immunassay. En 1/ y2 — vektet
4-parameters algoritme sgrger for den beste kurvetilpasning (se typisk standardkurve under). Dersom slik
immunoassayprogramvare ikke er tilgjengelig, kan konsentrasjonen av NF-L kalkuleres ved & plotte
gjennomsnittlig OD ved (A450 minus A620) mot de kjente standardkonsentrasjonene.

Konsentrasjonen fra kalibreringskurven skal multipliseres med 2 for a fa konsentrasjonen i prgven
(grunnet 1 + 1 fortynningen fgr analysen).

12. Fortynning

Prgver som har konsentrasjoner over 5000 pg/ml ma fortynnes videre og analyseres pa nytt. Basert pa det
opprinnelige resultatet skal det velges en fortynningsfaktor for a fa en konsentrasjon i omradet 125-2500
pg/ml. De ytterste standardpunktene (50 og 5000 pg/ml) er forankringspunkter som bare skal generere en
mer presis kurvetilpasning. Kvantifisering mellom de to nest ytterste standardpunktene (125 og 2500
pg/ml) og disses respektive forankringspunkt skal ikke gjgres. Den mest ngyaktige kvantifiseringen finnes
nar malingene ligger innenfor standard kurveomradet 125 til 2500 pg/ml. Resultat som finnes fra
standardkurven multipliseres med den fortynningsfaktoren som brukes.

13. Kvalitetskontroll

For & kunne verifisere at settet gir hgy ytelse, skal fglgende kriterier vaere oppfylt for hver analysesituasjon:
- Kurven skal ha et utseende som vist i figuren over.
- Maksimal absorbans for 5000 pg/ml skal veere > 2,0 AU.
- Bakgrunnen skal veere < 0,1 AU.

Interne kontrollprgver fra friske kontroller og/eller prgver som inneholder forhgyede nivaer fra pasienter
bgr etableres hvis settet skal brukes til kliniske rutineanalyser. Det anbefales at det etableres minst én
kontrollprgve i konsentrasjonsomradet 1000-3000 pg/ml. Kontrollprgver kan tilberedes ved a gruppere
prever med cerebrospinalvaeske og analysere gruppen gjentatte ganger for 3 etablere konsentrasjonsnivaer
og akseptanskriterier. Gruppen bgr allikvoteres og oppbevares ved -80 °C.

Nedenfor ses en typisk standardkurve pa tidspunktet for frigjgring og det er oppgitt omtrentlige
absorbansnivaer.

Standard Curve

' Standardniva % av
rd (pg/ml) maksimumssignalet
§ 3 for 5000 pg/ml.
) / 5000 (forankringspunkt) | 100
a g 2500 74
Y2 L
3 1250 47
& 500 22
G, )y
| 250 12
e 125 6,5
o=+l o100 e 50 (forankringspunkt) 3,7

Concentration [pg/ml]
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14. Maleomrade

Standardkurven dekker intervallet 50-5000 pg/ml NF-L. Standardene 5000 pg/ml og 50 pg/ml er
forankringspunkter og kvantifisering bar gjgres innenfor omradet 125 - 2500 pg/ml i standardkurven, under
hensyntaging til fortynningsfaktoren for prgven, dette tilsvarer 250-5000 pg/ml av NFL i den opprinnelige
preven Ekstrapolering utover kurven ma ikke gj@res. Prgver med resultat utenfor kurven ma fortynnes og
males om igjen.

15. Begrensninger i bruken
For kliniske prgver skal fglgende kriterier tas i betraktning:

o NF-L-nivaer er betydelig forhgyet i atypiske PD sammenlignet med PD [6].

. Forskjellige typer demenssykdom er forbundet med forskjellige nivaer av NF-L [7].

. Ved enhver diagnostisk prosedyre ma resultatene fra dette assayet tolkes sammen med andre
kliniske funn.

Potensiell interferens fra heterofile antistoffer vil kunne forarsake feilaktige resultater. Pasienter som
regelmessig har vaert eksponert for dyr eller som har fatt immunterapi eller diagnostiske prosedyrer som
benytter immunglobuliner eller fragmenter avimmunglobuliner kan produsere humane anti-dyr
antistoffer, f.eks. HAMA, som pavirker dette immunoassayet. En annen potensiell kilde til interferens er
dersom pasienter har fatt biotinbehandling. Hvis prgvene kan tenkes a ha slik interferens skal resultatene
evalueres med forsiktighet.

16. Klinisk evaluering

Nivaer av NF-L i CSF har veert analysert for 35 forskjellige nevrologiske og psykiatriske tilstander med bruk
av UmanDiagnostics NF-light® ELISA kit [8]. Meta-studien ble basert pa 47 datasett og omfatter data fra
10 059 individer.

Resultatene viste at NF-L nivaene gkte sammenlignet med friske kontrollpersoner for de fleste av
tilstandene, med unntak av;

. Parkinsons sykdom (p > 0,95)

o Parkinsons sykdom demens (p > 0,95)

o Demenssykdom med Lewy-legemer LB (p = 0,09)

o Primaer progressiv MS (p = 0,33)

o lodopatisk normalt trykk hydrocephalus (p > 0,95)

o Mild kognitiv nedsettelse (p = 0,10)

o Kronisk inflammatorisk polyradikulopati/Guillain Barrés syndrom

De hgyeste nivaene av NF-L ble sett ved;

. HIV J Huntingtons sykdom
. Frontotemporal demens/ALS . Frontotemporal demens
. ALS

Konsentrasjonsnivaene overlappet i de fleste klinisk lignende diagnosene, med unntak av:

e Frontotemporal demens og HIV med kognitiv nedsettelse som skilte seg fra andre typer
demenssykdommer
e Parkinsons sykdom, som skilte seg fra atypiske parkinsonsimesyndromer.

Nivaene hos friske kontrollpersoner var avhengig av alder og kjgnn.
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Hos friske kontrollpersoner er NF-L nivaer i CSF kjent for a gke med alder pa grunn av aksonal nedbrytning.
Erfaring fra kliniske rutineanalyser siden tidlig utvikling av produktet (2008) har gitt fglgende cut-off nivaer;

Alder Referanseverdi

Voksne <30ar < 380 pg/ml
30—-<404ar <560 pg/ml
40-<60 ar < 890 pg/ml
>60 ar <1850 pg/ml

Resultatene er gyldige bare hvis testen er utfgrt i henhold til bruksanvisningen og ma korreleres til andre
kliniske observasjoner og diagnostiske tester. Brukeren ma strengt overholde god laboratoriepraksis eller
andre gjeldende standarder/regler.

17. Ytelsesdata

Standardens sporbarhet

Testen er standardisert ved bruk av interne kvalitetskontrollprgver av cerebrospinalvaeske fra pasienter
(grupperte prgver). Ingen referansemetode eller standard referansemateriale er for tiden kommersielt
tilgjengelige. Nedenfor vises typisk batch-til-batch variasjon for absorbans og QC-prgver.

Kit lot Abs 5000 pg/ml | Kons. QC-prgve 1 | Kons. QC-prgve 2 | Kons. QC-prgve 3
(AU) (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml)

70668/70678 3,23 4079 2245

70688/70698 3,06 4246 2262

70716/70726 3,17 4151 2335

70736/70746 3,27 4571 2384

70784/70794 2,95 3893 2211

70804/70814 3,12 3944 2275

70836/70845 3,02 4440 2315

Gj. snitt: 3,12 4189 2267 2307

SD: 0,12 245 45 65

Cv: 3,8% 5,8 % 2,0% 2,8%

Spesifisitet;

CSF-prgver ble tilsatt 50 000 pg/ml neurofilament medium (NF-M) og neurofilament tungt (NF-H).
Gjenvinning av NF-L i prgver tilsatt NF-M og NF-H varierte mellom 95,1 — 103 %.

Analytisk felsomhet;

Deteksjonsgrense (LoD) 33 pg/ml, kvantifiseringsgrense (LoQ) 81 pg/ml.

Presisjon;

Intra-presisjon for NF-light® ELISA: < : < 5% (700 — 5000 pg/ml).

Inter-presisjon for NF-light® ELISA: < : < 10% (700 — 5000 pg/ml).

Fortynningslinearitet;

Det er fortynningslinearitet | Iasningen med prgver som har tilsetninger i konsentrasjonsintervaller 53 — 21
000 pg/ml.

Parallellisme;

Fortynning av CSF-prgver fglger same trend som fortynning av prgver med tilsetninger. Fortynning pavirker
ikke bestemmelse av konsentrasjon i endogent NFL i de undersgkte konsentrasjonsintervallet 171 — 6900
pg/ml.

Gjenvinning;

Gjenvinning | det underspkte konsentrasjonsintervallet 1700 — 6800 pg/ml ligger mellom 88-108 %.
Ngyaktighet;

Det har ikke veert mulig a sammenligne resultatene fra dette assayet med noen annen metode, da ingen
CE-merkede sett eller standard referansemateriale for NF-L er tilgjengelig.
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18. Garanti

Disse ytelsesdata ble innhentet ved hjelp av angitt prosedyre. Enhver forandring eller modifikasjon av
prosedyren som ikke er anbefalt av UmanDiagnostics AB, kan pavirke resultatene, og i sa fall fraskriver
UmanDiagnostics AB seg alle uttalte, underforstatte eller lovfestede garantier, inkludert den underforstatte
garantien om salgbarhet og egnethet. UmanDiagnostics AB og deres autoriserte distributgrer skal i slike
tilfelle ikke veere ansvarlige for noen skader, verken primaer- eller fglgeskader.
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20. Symboler som er benyttet

Kat.nr.:

Siste forbruksdato:

Lotnr.:

Antall tester:

Medisinsk utstyr til in vitro-diagnostikk.

Les bruksanvisningen fgr bruk.

Holdes borte fra varme eller sollys.

Oppbevares ved:

Produsent:

Produsentland:

OB k=% E E <E Y E
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