Testanleitung c €

Quantitative Bestimmung der Tumor M2-PK
Stuhltest

Instruction Manual

Quantitative Determination of the Tumor M2-PK
Stool Test

ScheBo® ¢ Tumor M2-PK™

ELISA Stuhltest/Stool Test
REF| Arfikel-Nr./Catalog No.: 11

In vitro Diagnostikum W 96
IVD For in vifro diagnostic use only

Entwickelt und hergestellt von / Developed and manufactured by
u ScheBo « Biolech, Netanyastr. 3 (Europaviertel), 35394 Giessen (Germany)

Phone +49-(0)641-49 96-0 - Fax +49-(0)641-49 96-77 - www.schebo.com
Test covered by intfernational patents ‘NZ—\_

(April 2012)
LOT| gulltig ab Charge 28 / valid from [ot 28 oNWard e

e Certified Management
System

® ENISO 9001

e EN ISO 13485

TUV

i,

my

v




Inhaltsverzeichnis

Seite
1 =10 (] (W o T P 4
1.1 PAthOLIOCNEMIE .......cvviiiii 4
1.2 TESTONNZIPD iivvviiiiiiii 4
1.3 MESSIEIEICI ..ot 5
1.4 PIOZISION 1ovviiiiiiii S}
2 Zusammensetzung des Testkits..........cccccmmreiiiiicccii e, 5
3 Probenmaterial und Probenhaltbarkeit .............coeeeeeeiiiiiiiiiiieieeee. 6
4 Aufbewahrung und Haltbarkeit des Testkits...........cccccerrriiiiiiiiinnnnn. 6
) Erforderliche Gerate und Hilfsmittel .............coovveivieeiiiiieieeiecceeeeeeeeeee, 6
6 VorsichtsmaBnNahmen ... 7
7 Hinweise fur eine optimale Testdurchfihrung............ccccoooomeinnnnnnnees 7
7.1 Ihr Ansprechpartner fur RUCKITAQEN ... 8
8 TestdurchfliNruNg .........ooo i 8
8.1 VOrDEreitUNGEN. ..o 8
8.1.1 Herstellung des Proben-/Waschpuffers TX........ccccocciiiiiiiiiiiiiiiii, 8
8.1.2  Vorbereitung der ELISA-PIOtTE ......vvvviiiviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiivvvivvvvvvviiviviviin Q
8.1.3  Vorbereitung der Stuhlproben ..........ccccccciiiiiii Q
8.1.3.1 Abarbeitung mit ScheBo®e Tumor M2-PK™ Quick-Prep™ .............c.... 9
Stuhlextraktion mit ScheBo®e Tumor M2-PK™ Quick-Prep™............ 10
8.1.3.2 Abarbeitung mit der Einwiegemethode ...........ccccvvvvvviiiiiiiiiiiiiinnnn, 11
8.1.4  VerdUnnung des anti Tumor M2-PK DIiO .......cccccccciiiiiiiii, 12
8.2 DUICNTUNIUNG covvvvvviiiiii 12
8.2.1 Inkubation von Proben und Standards..........ccccccciiiiiiii, 12
8.2.2 Inkubation mit dem 2. ANTHKOIPET ..., 13
8.2.3 Inkubation mit POD-Streptavidin ..., 14
8.24 FArbreaktion ..o, 14
8.2.5  Abstoppen der FarbreaktioN.......oiiiiiiii 14
8.2.0  IMIESSUNQ t1tvvvvvivvrrrssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssrssees 14
8.3 QUANTITATIVE AUSWEITUNQ ..vvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiisiiisiissississssssnn 14
8.3.1 Manuelle AUSWEMUNG ......cvvviiiiiiiiiiiii 14
8.3.2  Auswertung mittels ELISA - SOffware.........ccccvvvvvviviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnn, 16
8.3.3 Referenzkonzentration fur die Tumor M2-PK im Stuhl....................... 16
9 SIOHAKIOIEN ... ————— 16
10 Weiterfilhrende Untersuchungen ............ccocoociiiniiiee e 16
11 ) {1 (o | (U ] 30
Kurzanleifung ... Rickseite

ScheBo® e Tumor M2-PK™und Quick-Prep™ sind eingetragene Warenzeichen der ScheBo®e Biotech AG, Deutschland



Table of contents

Page
1 INFFOAUCTHION ... e e 17
1.1 PAthObIOCNEMISTIY i 17
1.2 Basic prinCiple Of the ASSAY .....iiviiiiiiiiiiii i, 17
1.3 ASSAY FTANQTE ©1eviiiiiiiiiiiee sttt e e e e e nreees 18
1.4 PrECISION ittt 18
2 REAGENTS ... 18
3 Sample material and sample stability ..........cooviiicicccciiieees 19
4 Storage and stability of the test Kit ... 19
5 Additional utensils required.............ceuiiiiccii s 19
6 PreCAUlioNS ... ..ot e 20
7 Recommendations for optimal test performance........................... 20
7.1 CoNtACT AEtqIlS....iiiiiiiiiii 21
8 Test pProcedure.......... . 21
8.1 Pr AN ONS 11ttt 21
8.1.1 Preparation of sample-/washing buffer 1X...........cccccciiiiiiiiii, 21
8.1.2 Preparation of ELISA PIATE ..o, 21
8.1.3 Preparation of stTOOl SPECIMEN .......cvviiiiiiii 0, 22
8.1.3.1 Using the Quick Prep™ sample preparation system........cceevivvvenne 22
Stool extraction with the ScheBo®e Tumor M2-PK™ Quick-Prep™ .. 23
8.1.3.2 Using the weighing method.............cccccooiiiiiii, 24
8.1.4 Preparation of the secondary antibody anti Tumor M2-PK bio .... 25
8.2 ASSAY PIrOCEAUIE L.uuiiiiiiiiiieeiir i 25
8.2.1 Incubation of samples and stANAAIAS.....cooovvvviviiiiiiii i, 25
8.2.2 Incubation with second antibody.......ccovvvii 0, 26
8.2.3 Incubation with POD-Streptavidin........cooviiiieeevsiininn, 26
8.24  ColoUr reaCTiON ..., 27
8.2.5  Stopping the colour reaction ..........ccccccciiiiiiiiiiii 27
8.2.6 MEQSUIEMENT L.iiiiiiiiii 27
8.3 QuANtification Of rESUIS.........vvvvvviiiii 27
8.3.1 Manual eVAIUATION........cccciii 27
8.3.2 Evaluation by ELISA - SOftWAre ........ccccciiiiiiiiievvniiiinns 28
8.3.3 Reference concentration for Tumor M2-PK in stool ...............ooo. 29
9 ] 0Y £=] (=1 =7 o Lot =Y 29
10 Additional investigations ... 29
11 2L =T = o Lo 30
Short ProtoCOL....... ..o back page

ScheBo® e Tumor M2-PK™ and Quick-Prep™ are registered trademarks of ScheBo®e Biotech AG, Germany



4 Tumor M2-PK im Stuhl

ScheBo® ¢ Tumor M2-PK™ Stuhltest zur quantitativen Bestimmung der Tumor
M2-PK durch medizinisches Fachpersonal.

Der Test dient der Darmkrebsvorsorge und weist auf Darmpolypen,
Darmkrebs und akut- und chronisch-entzindliche Darmerkrankungen sowie
andere Erkrankungen im Verdauungstrakt hin.

1.1 Pathobiochemie

Untersuchungen bei einer Vielzahl von verschiedenen Tumoren des
Menschen zeigen, dass in Tumoren ein Isoenzym der Pyruvatkinase, Typ
Tumor M2 (Tumor M2-PK), in erhdbhter Konzentration im Blut auftritt. Im Blut
konnte eine Korrelation zwischen der Malignitdt von Tumoren und dem
Gehalt des Tumorstoffwechselmarkers Tumor M2-PK, dem Key-Regulator des
Tumor Metabolom, nachgewiesen werden. Neben dem Enzymimmunoassay
(ELISA) zum Nachweis der Tumor M2-PK im Plasma - zur Diagnoseunter-
stUtzung sowie zur Therapie- und Verlaufskontrolle verschiedenster Tumor-
arten - hat ScheBo®e Biotech einen zweiten ELISA entwickelt, mit dem die
Tumor M2-PK™ im Stuhl (Best.-Nr. 11) - zum Nachweis kolorektaler Tumoren -
quantifiziert werden kann. Beide Tests basieren auf monoklonalen
Antikdrpern, die hoch spezifisch fur die Tumor M2-PK (dimere M2-PK) sind und
deshalb nicht mit den anderen Isoenzymen der Pyruvatkinase (Typ L, R, M1
und tetramere M2) reagieren. Falls Sie eine Testanleitung fur den Tumor M2-
PK EDTA-Plasmatest (Best.-Nr. 08) bendtigen, wenden Sie sich bitte an uns
(siehe 7.1 Inr Ansprechpartner fur Ruckfragen).

1.2 Testprinzip

Die ELISA-Platte ist mit einem monoklonalen Antikérper, der nur das Isoenzym
der humanen Pyruvatkinase Typ Tumor M2 (Tumor M2-PK) erkennt,
beschichtet. Tumor M2-PK aus Stuhlproben bzw. Standards wird durch
Bindung am Anfikdrper immobilisiert. AnschlieBend erfolgt eine Inkubation
mit einem zweiten monoklonalen Antikérper gegen die Tumor M2-PK. Dieser
Antikérper ist mit Biotin markiert und reagiert in der ndchsten Inkubation mit
dem Konjugat von POD (Peroxidase) und Streptavidin. Die Peroxidase
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ihrerseits ist in der Lage, das Substrat TMB (3,3°5,5'-Tetramethylbenzidin) zu

oxidieren. Oxidiertes TMB wird anschlieBend photometrisch bestimmt.

1.3 Messbereich

Das Testkit erlaubt die Bestimmung der Tumor M2-PK im Messbereich von
1 - 20 U/ml. Werte unterhalb des niedrigsten Standards sollten als < 1 U/ml
angegeben werden. Werte oberhalb des héchsten Standards sollten als
> 20 U/ml angegeben werden.

1.4 Pr@zision

Die Infraassay-Varianz wurde durch zwanzigfache Bestimmung von & Stuhl-
proben (3,8-19,7 U Tumor M2-PK/ml Stuhl) ermittelt. Der mittlere Variations-
koeffizient (VK) lag bei 5,3% (3,0-7,9%).

Die Interassay-Varianz wurde anhand von § Stuhlproben (1,9-18,2 U Tumor
M2-PK/ml Stuhl), die an zehn verschiedenen Tagen bestimmt wurden,
berechnet. Der mittlere VK lag bei 6,8% (4,4-9.4%).

2 Zusammensetzung des Testkits

1. 12 ELISA-Teststreifen mit jeweils 8 Vertiefungen, die mit einem monoklona-
len Antikérper gegen die Tumor M2-PK beschichtet sind.
(Insgesamt: 96 Vertiefungen)

2. Proben-/Waschpuffer (6x) (schwarzer Deckel), 100 mi
Phosphatgepufferte Kochsalzlbésung, pH 7.2 mit Detergenz

3. Standards 1 bis 4 (lila Deckel), gebrauchsfertig, 700 pl
Tumor M2-PK in einer Serummatrix mit Natriumazid

4. Kontrolle (gelber Deckel), gebrauchsfertig, 700 pl
Tumor M2-PKin einer Serummatrix mit Natriumazid

5. Zweiter monoklonaler anti Tumor M2-PK Antikorper (biotinyliert) = Tumor
M2-PK bio (weiBer Deckel), 150 ul, in wdassriger Losung mit Natriumazid

6. POD-Streptavidin, gebrauchsfertig, lichtempfindlich (schwarze Plastik-
flasche, schwarzer Deckel), 8 ml, in wassriger Losung

7. Substratlosung, gebrauchsfertig, lichtempfindlich (schwarze Plastikflasche,
roter Deckel) 12 ml, TMB in wdssriger Lésung




6 Tumor M2-PK im Stuhl
8. Stopploésung, gebrauchsfertig (Plastikflasche, weiBer Deckel) 12 mi
wassrige saure Loésung

3 Probenmaterial und Probenhaltbarkeit

Der ScheBo®e Tumor M2-PK™ Stuhltest dient der quantitativen Bestimmung
der Tumor M2-PK in humanen Stuhlen (eine erbsengroBe geformte Stuhl-
probe genugt). Dabei werden die Stuhlproben vor der ELISA-Bestimmung
extrahiert.

Die Stuhlprobe darf nicht mit Wasser oder Urin in Berhrung kommen.

Die Stuhlprobe sollte nach Probenahme vorzugsweise im Kuhlschrank oder
bei Raumtemperatur gelagert werden und muss nach Probenahme
innerhalb von 48 h im Labor eintreffen, anschlieBend ist sie 1 Tag bei 4 - 8 °C
bzw. bis zu 1 Jahr bei -20 °C haltbar. Die Stuhlextrakte kdnnen 1 Tag bei
4 -8 °C bzw. bis zu 4 Wochen -20 °C aufbewahrt werden.

FUr andere Probenmaterialien liegen keine Leistungsmerkmale vor.

4 Aufbewahrung und Haltbarkeit des Testkits

Alle Komponenten des Testkits sind bei 4 - 8 °C bis zum angegebenen Ver-
fallsdatum haltbar. Nach Ablauf der Haltbarkeit darf das Testkit nicht mehr

verwendet werden. Unbenutzte ELISA-Teststreifen mussen mit Trockenmittel
im wi rverschli ren Folien tel festverschl n I rt werden.

5 Erforderliche Gerdate und Hilfsmittel

e Einwegrdhrchen zur Proben- und Reagenzverdunnung (3 mi, 10 mi)

e Messzylinder (500 ml)

o Vortex-Mixer

o verstellbare Prdzisionspipetten fur 0-50 pl, 50-200 ul und 200-1000 pl

e 2ml, 5 mlund 10 ml Pipetten

o verstellbare 8-Kanal-Pipette 50-250 pi

o Mikroplattenreader mit 450 nm Filter, Referenzwellenlinge 620 nm
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6 VorsichtsmaBnahmen

Nur als in vitro-Diagnostikum zu verwenden. Standards und Kontrolle
enthalten humanes Serum, das negativ gegen HIV | und Il sowie HBc und
HCV getestet ist. Trotzdem sollten diese Testkitbestandteile und Stuhlproben
als potentiell infektids behandelt werden.

Extrakfionspuffer, Standards, Kontrolle und Tumor M2-PK bio enthalten als
Konservierungsmittel Natriumazid. In der Substratidsung ist TMB und Kathon
CG als Konservierungsmittel enthalten. Bitte  Sicherheitsvorschriffen
beachten. Beruhrung mit der Haut vermeiden. Nicht mit dem Mund
pipettieren. Wdhrend der Testdurchfuhrung Einmal-Handschuhe tragen.
Reagenzien aus unterschiedlichen Chargen dirfen nicht zusammen
verwendet werden.

7/ Hinweise fur eine optimale Testdurchfuhrung
1. Genaueste Einhaltung der Testanleitung.

2. Alle Bestandteile des Testkits mussen bis zu ihrer Verwendung bei 4 - 8 °C
gelagert und kurz vor Gebrauch auf Raumtemperatur gebracht werden.
Nach Verwendung mussen sie mdglichst schnell wieder bei 4 - 8 °C
gelagert werden.,

3. Alle flussigen Testkit-Bestandteile sind vor Benutzung gut zu mischen.
Eventuell vorhandene FlUssigkeitsreste im Deckel entfernen (Aufklopfen auf
den Labortisch).

4, Das BerUhren der ELISA-Platte am Boden ist zu vermeiden.

5. Das Abarbeiten der ELISA-Platte sollte stets in gleicher Reihenfolge und im
gleichen Zeitintervall erfolgen.

6. Um Kontaminationen zu vermeiden, sind fur jeden Pipefttierschritt saubere
Pipettenspitzen und Pipettierwannen zu verwenden. Beachten Sie bitte,
dass bei Pipettierungen mit der 8-Kanal-Pipette immer dieselben
Pipettierwannen fur ein und dasselbe Reagenz (wie z.B. anti Tumor M2-PK
bio oder POD-Streptavidin) benutzt werden.
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/. Pipettieren

o Alle Reagenzien und Proben sollten im unteren Drittel der Vertiefung
pipettiert werden.
e Beim Waschen Pipettenspitzen stets am oberen Rand der Vertiefung
ansetzen.
8. Waschen
e Vor jedem Waschschritt ELISA-Platte gut ausschutten und trocken
klopfen, so dass keine Flussigkeitsreste zurickbleiben.
o Stets saubere PapierhandtUcher zum Ausklopfen verwenden.
e Darauf achten, dass keine FlUssigkeitsreste zurdcklaufen oder in andere
Vertiefungen gelangen.
e Waschlésung bei jedem Waschschritt mind. 1-2 Minuten einwirken
lassen.
9. Messen

e Platte vor jeder Messung gut schutteln, so dass keine Farbschlieren mehr
vorhanden sind.

o Evil. Luftblasen mit sauberer Kanile entfernen.
e Mindestens 5 Minuten nach dem Stoppen bis zur Messung warten.

7.1 lhr Ansprechpartner fur Rickfragen

Dr. Karin Decker

ScheBo®e Biotech AG

Netanyastr. 3, 36394 Giessen

Tel: +49-(0)641-4996-0, Fax: +49-(0)641-4996-77
http://www.schebo.de, e-mail: schebo@schebo.com

8 Testdurchfuhrung

8.1 Vorbereitungen
8.1.1 Herstellun Pr n-/Waschpuffers 1x

100 ml Proben-/Waschpuffer 5x (schwarzer Deckel) + 400 ml H,O (bidest).
Der verdunnte Proben-/Waschpuffer ist 6 Monate bei 4 - 8 °C stabil.
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8.1.2 Vorbereitung der ELISA-Platte
EingeschweiBte ELISA-Platte (Mikroftiterplatte mit 96 Vertiefungen) vor dem

Offnen der Folie auf Raumtemperatur kommen lassen. Folie an der
vorgesehenen Einkerbung aufreiBen, Clipverschluss 6ffnen und gewlnschte
Anzahl der beschichteten ELISA-Streifen entnehmen. Unbenutzte ELISA-Test-
streifen mussen mit Trockenmittel in dem festverschlossenen wiederver-
schlieBbaren Folienbeutel gelagert werden.

8.1.3 Vorbereitun r Stuhlpr n

e ScheBo®e Tumor M2-PK™ Quick-Prep™-Probenvorbereitungssystem (Best.-
Nr. 11-Quick) - bevorzugte Methode - (siehe 8.1.3.1) alternativ kann mit der

e Einwiegemethode: Stuhlproben werden eingewogen (sieche 8.1.3.2)
gearbeitet werden.

8.1.3.1 Abarbeitung mit ScheBo®e Tumor M2-PK™ Quick-Prep™

Der gebrauchsfertige Extraktionspuffer ist bereifts im Rdhrchen des ScheBo®e
Tumor  M2-PK™  Quick-Prep™-Probenvorbereitungssystems  enthalten!
Haltbarkeit siehe Packungsaufdruck.

Vorbereitung der Stuhlproben
ScheBo®e Tumor M2-PK™ Quick-Prep™ (Best.-Nr. 11-Quick) wird gemdg
Abb. 1 (Seite10) benutzt.

Stuhlprobenextrakte (ScheBo®e Tumor M2-PK™ Quick-Prep™) werden
nverdiinnt ein tzt! 50 yl des Stuhlprobenextrakts aus dem ScheBo®e
Tumor M2-PK™ Quick-Prep™ werden direkt in die Vertiefung pipettiert.
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8.1.3.2 Abarbeitung mit der Einwiegemethode
Extraktionspuffer (5x) (Vierkantflasche, griner Deckel), 100 ml (Best.-Nr. 02)

phosphatgepufferte Kochsalzldsung, pH 7.2 mit Detergenz und Natriumazid.

Herstellung des Extraktionspuffers:

100 ml Extraktionspuffer 5x (Best.-Nr.02, Vierkantflasche, griner Deckel) +
400 ml H,O bidest. Der verdunnte Extraktionspuffer ist 6 Monate bei 4 - 8 °C
stabil.

Einwiegen der Stuhlprobe:

Ein etwa 12 ml umfassendes Einwegréhrchen und eine mikrobiologische
Impfédse  (z.B. SARSTEDT) werden mit einer empfindlichen digitalen
Laborwaage auf Null austariert. AnschlieBend wird mit der Impfdse der Stuhl
eingewogen, indem man mit der Ose in die Stuhlprobe sticht und die an der
Spitze verbleibende Stuhimenge (etwa 100 mg) in das Einwegrdhrchen
einbringt. Anstelle der Impfbdse kann auch ein Zahnstocher benutzt werden.
Entsprechend der gewogenen Stuhlprobenmasse werden die Volumina des
zuzugebenden Extraktionspuffers variiert (z.B. 100 mg Stuhl + 10 ml Puffer oder
75 mg Stuhl + 7,5 ml Puffer).

Homogenisation und Extraktion der Stuhlprobe:

Die Stuhlprobensuspension wird bei Raumtemperatur mehrfach kraftig mit
einem Reagenzglasschuttelgerdt (z.B. VORTEX) gemixt. Die Stuhle mussen gut
homogenisiert sein, um eine vollstdndige Extraktion zu gewdhrleisten. Nach
mindestens 15 Minuten Extrakfion wird noch einmal abschlieBend gemixt.
Den Extrakt 10 min. bei RT stehen lassen. Der Uberstand wird abgenommen
und im Test verdunnt eingesetzt.

Verdiinnung der Stuhlproben (Einwiegemethode):
Herstellung der 1:2 VerdUnnung:
200 pl Stuhlprobenextrakt  + 200 ul Proben/Waschpuffer 1x
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8.1.4 Verdinnung des anti Tumor M2-PK bio (1:100)
Herstellung der anti Tumor M2-PK bio (weiBer Deckel, 1:100) VerdUnnung:

Ansatz far 2 Teststreifen (1/6 Platte):

16 pl anti Tumor M2-PK bio + 1,5 ml Proben-/Waschpuffer 1x

Ansatz fUr 4 Teststreifen (1/3 Platte):

25 pl anti Tumor M2-PK bio + 2,5 ml Proben-/Waschpuffer 1x

Ansatz far 6 Teststreifen (1/2 Platte):

30 pl anti Tumor M2-PK bio + 3,0 ml Proben-/Waschpuffer 1x

Ansatz fur 12 Teststreifen ( 1 Platte):

60 pl anti Tumor M2-PK bio + 6,0 ml Proben-/Waschpuffer 1x

Wichtig: Die Verdinnung von anti Tumor M2-PK bio darf frGhestens bei
Testbeginn angesetzt, muss bis zu ihrer Verwendung bei 4 — 8 °C
gelagert und kurz vor Gebrauch auf Raumtemperatur gebracht
werden.

8.2 Durchfuhrung
8.2.1 Ink fion von Pr n und Standar

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 | 11 12
Blank|Blank| P3 | P3 | P11 | P11 | P19 | P19 | P27 | P27 | P35 | P35
SID1|SID1| P4 | P4 | P12 | P12 | P20 | P20 | P28 | P28 | P36 | P36
SID2|STD2| PS5 | PS5 | P13 | P13 | P21 | P21 | P29 | P29 | P37 | P37
SID3|STD3| P6 | P6 | P14 | P14 | P22 | P22 | P30 | P30 | P38 | P38
SID4|STD4| P7 | P7 | P15 | P15 | P23 | P23 | P31 | P31 | P39 | P39

Ko | Ko | P8 | P8 | P16 | P16 | P24 | P24 | P32 | P32 | P40 | P40

P1 P1 PO | P | P17 | P17 | P25 | P25 | P33 | P33 | P41 | P41

P2 | P2 | PIO| P10 | P18 | P18 | P26 | P26 | P34 | P34 | P42 | P42

< 2 Streifen >

<----—- 4 Teststreifen ----- >

< gesamte Platte, 12 Teststreifen >
Abbildung 2: Mégliches Pipettierschema
STD: Standards
Ko: Kontrolle

P1-P42: Patientenproben

I QO " mOQ w >
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Blank: Vertiefung - AT und A2 - jeweils 50 ul Proben-/Waschpuffer 1x ein-

pipettieren.

Die Standards (lila Deckel) sind gebrauchsfertig, werden gemischt und in
Reihe 1 und 2 als Doppelwerte in die entsprechenden Vertiefungen
pipettiert (jeweils 50 pl).

Standard 1= 1,0U/ml

Standard 2= 3,5 U/ml

Standard 3 = 10,0 U/ml

Standard 4 = 20,0 U/ml

Die Kontrolle (gelber Deckel) ist gebrauchsfertig, wird gemischt und mit
jeweils 50 yl z.B. in die Vertiefung F1 und F2 pipettiert.

Kontrolle = 4,5U/mIl £ 15 %

Von den Stuhl-Proben werden jeweils 50 ul nebeneinander als Doppelwerte
in die weiteren Vertiefungen pipettiert.

60 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren.

Waschen: Inhalt der Vertiefungen verwerfen. Vertiefungen dreimal mit
Proben-/Waschpuffer 1x (8-Kanalpipette) waschen (250 pl/VertiefunQ);
Waschlésung bei jedem Waschschritt mind. 1-2 Minuten einwirken lassen;
Flussigkeitsreste durch Ausklopfen auf sauberen Papiertiichern vollstandig
entfernen.

Verdunnung des biofinylierten zweiten monoklonalen Antikérpers = antfi
Tumor M2-PK bio (1:100 verdUnnen, siche 8.1.4, Seite 12) mischen und 50 ul
pro Vertiefung zugeben.

30 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren.

Waschen: Inhalt der Vertiefungen verwerfen. Vertiefungen dreimal mit
Proben-/Waschpuffer 1x (8-Kanalpipette) waschen (250 ul/Vertiefung);
Waschlésung bei jedem Waschschritt mind. 1-2 Minuten einwirken lassen;
Flissigkeitsreste durch Ausklopfen auf sauberen Papiertiichern volistéindig
enifernen.
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2.3 Ink fion mit POD-Streptavidin

Mischen der gebrauchsfertigen POD-Streptavidin-Losung (schwarze Plastik-
flasche, schwarzer Deckel) und Zugabe von 50 ul pro Vertiefung.

30 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubieren.

Waschen: Inhalt der Vertiefungen verwerfen. Vertiefungen dreimal mit
Proben-/Waschpuffer 1x (8-Kanalpipette) waschen (250 ul/Vertiefung);
Waschlésung bei jedem Waschschritt mind. 1-2 Minuten einwirken lassen;
Flussigkeitsreste durch Ausklopfen auf sauberen Papiertiichern vollstandig
entfernen.

8.2.4 Farbreaktion
Mischen der gebrauchsfertigen Substratlésung (schwarze Plastikflasche/roter
Deckel) und Zugabe von 100 ul pro Vertiefung.

15 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln inkubieren.
(Bitte verkurzen Sie, falls nétig, bei ELISA-Readern oder Vollautomaten, die
nur bis 2,5 OD oder 3,0 OD messen, diese Inkubationszeit entsprechend.)

2.5 Abst n der Farbreaktion

Mischen der gebrauchsfertigen Stopplosung (Plastikflasche/weilBer Deckel)
und Zugabe von 100 ul pro Vertiefung; Platte gut schitteln.

26 M n

Die OD-Messung erfolgt bei 450 nm zwischen 5 bis 30 min nach Zugabe der
Stoppldsung. Vor der Messung muss die ELISA-Platte vorsichtig geschuttelt
werden. Wird gegen eine Referenzwellenldnge gemessen, so sollte diese
620 nm betragen.

8.3 Quantitative Auswertung

8.3.1 Manuelle Auswertung
Nach Subtraktion des Blank-Mittelwertes wird der Mittelwert der Absorption

der Doppelwerte berechnet.
Die Konzentration der Standards (Abszisse) wird gegen ihre Absorption
(Ordinate) aufgetragen (log-log)= Standardkurve.
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FOr die Patientenproben werden die Werte direkt an der Standardkurve

abgelesen.

OD 450 nm
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Abbildung 3: Typisches Beispiel einer Standardkurve

Berechnungsbeispiel: Die gemittelte OD der Probe betrug nach Korrektur des
Blanks 0,7. Durch direktes Ablesen an der Standardkurve ist eine Tumor M2-
PK-Konzentration von 5,5 U/ml zu ermitteln,
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8.3.2 Auswertung mittels ELISA-Software

Die Plattenbelegung bezuglich der Blanks, Standards und Proben definieren
(Abbildung 2).

Als Methode lineare Regression mit log-log Skalierung wdahlen.

8.3.3 Referenzkonzentration fiir die Tumor M2-PK im Stuhl

cut-off: 4 U/ml

Werte > 4 U/ml = Ein erhdhter Wert an Tumor M2-PK im Stuhl kann ein
Indikator fur Darmpolypen oder Darmkrelbs sein. Erhdhte
Werte koénnen ebenfalls bei akut- und chronisch-
entzindlichen  Darmerkrankungen sowie anderen
Erkrankungen im Verdauungstrakt auftreten.

Bei einem cut-off von 4 U/ml betragt die Sensitivitat 80% (n= 704 Patienten
mit  kolorektalen Karzinom) bei einer Spezifitdt von 96% (n=7793
asymptomatische Personen).

9 Storfaktoren

Sehr wassrige Stuhle kbnnen aufgrund des Verdunnungseffektes zu falsch
normalen Tumor M2-PK-Konzentrationen im Stuhl (= 4 U/ml) fUhren. Es
empfiehlt sich daher, die Konsistenz von sehr wdssrigen StUhlen zu notieren
und eine geformte Stuhlprobe anzufordern. Andere Stérfaktoren sind nicht
bekannt.

10 Weiterfuhrende Untersuchungen

Weitere geeignete Untersuchungen (z.B. Koloskopie, Gastroskopie, CT oder
Ultraschall) sollten immer durchgefUhrt werden, um das pathologische
Ergebnis oder einen bestehenden klinischen Verdacht auf Krebbs oder dessen
Vorstufen zu bestatigen. Der Test ersetzt keine Darmspiegelung.
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1 Infroduction

ScheBo® e Tumor M2-PK™ Stool Test for the quantitative determination of
Tumor M2-PK by healthcare professionails.

The test is used for colorectal cancer screening and indicates colorectal
polyps, colorectal cancer, acute and chronic inflamTmmatory bowel disease
and some other diseases of the digestive tract.

1.1 Pathobiochemistry

The majority of human tumors strongly over-express the tumor M2 isoform of
the glycolytic enzyme pyruvate kinase. This isoenzyme is released from tumor
cells and is quantitatively detectable in body fluids. The concentration of
type tumor M2 isoenzyme in blood correlates with the malignancy of the
tumors. This new tumor metabolic activity marker is called Tumor M2-PK and
is the key regulator of the Tumor Metabolom. ScheBo®e Biotech has
developed two highly sensitive enzyme-linked immunosorbent assays
(ELISAs). One of these ELISA tests allows the quantitative measurement of
Tumor M2-PK in stool (to identify gastrointestinal tumors) and the other allows
the quantitative measurement of Tumor M2-PK in EDTA plasma (for the
detection of a wide range of different solid tumors). Both tests are based on
two monoclonal antibodies that specifically react with Tumor M2-PK (dimeric
M2-PK) and do not cross-react with the other isoforms of pyruvate kinase
(Type L, R, M1 and tetrameric M2). This manual describes the use of the
ScheBo®e Tumor M2-PK™ Stool Test (catalogue number 11). If you require the
Instruction Manual for the ScheBo®e Tumor M2-PK™ test in EDTA-plasma
samples (catalogue number 08), please contact us (see 7.1 Contact
details).

1.2 Basic principle of the assay

The ELISA plate is coated with a monoclonal antibody which only recognizes
Tumor M2-PK. Tumor M2-PK from stool samples and standards binds to the
antibody and thus is immobilized on the plate. A second monoclonal
antibody, which is biotinylated, binds to Tumor M2-PK during the next
incubation. Then the conjugate of POD (peroxidase) and streptavidin binds
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to the biotin moiety. The peroxidase oxidizes TMB (3,3°5,5 -tetra-methyl

benzidine), which turns yellow. Finally, the concentration of oxidized TMB is
determined photometrically.

1.3 Assay range

The test kit allows the quantification of Tumor M2-PK from 1 to 20 units/ml
(U/ml). Values outside this range should be specified as < 1 U/ml or > 20 U/ml
respectively.

1.4 Precision
The intra-assay varionce was evaluated by 20-fold determination of five

samples (3.8-19.7 U Tumor M2-PK/ml stool). The mean coefficient of variance
(CV) was 5.3% (3.0-7.9%).

The inter-assay varionce was calculated with five samples (1.9-18.2 U
Tumor M2-PK/ml stool), which were tested on ten different days. The mean
CV was 6.8% (4.4-9.4 %).

2 Reagents

1. 12 ELISA-strips with 8 wells each, coated with a monoclonal antibody to
human Tumor M2-PK, 96 wells

2. Sample-/ washing buffer concentrate (5x) (black cap), 100 mi
phosphate buffered saline, pH 7.2, with detergent

3. Tumor M2-PK standards 1 to 4, ready-to-use (violet caps), 700 pl each
Tumor M2-PK in serum matrix with sodium azide

4, Control, ready-to-use (yellow cap), 700 ul
Tumor M2-PK in serum matrix with sodium azide

5. Second monoclonal antibody to Tumor M2-PK conjugated to
biotin, i.e. anti Tumor M2-PK bio (white cap), 150 pl
iNn agueous solution with sodium azide

6. POD-Streptavidin, ready-to-use, light sensitive (black plastic vial with
black cap), 8 ml
in agqueous solution

/. Substrate solution, ready-to-use, light sensitive (black plastic vial with red
cap), 12 ml, TMB in agqueous solution
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8. Stop solution, ready-to-use (plastic vial with white cap), 12 ml aqueous
acidic solution

3 Sample material and sample stability

Sample material: Human stool only. A walnut-sized formed stool sample is
sufficient. The stool sample must not come in contact with water or urine.
Tumor M2-PK is extracted from the stool sample and then measured by ELISA.
Sample stability: The stool sample should preferably be kept refrigerated (or
in a cool place), or stored at room temperature, until it is sent to the
laboratory. It must reach the laboratory within 48 hours of defecation. It is
then stable for 1 more day when kept at 4 - 8 °C or for up to 1 year at -20 °C.,
Undiluted stool extracts may be stored at 4 - 8 °C for one day or up to 4
weeks at -20 °C.

Performance characteristics have not been established for other types of
samples.

4 Storage and stability of the test kit

All components of the test kit are stable at 4 - 8 °C until the expiry date
shown on the kit labels. The kit must not be used after the expiry date.

/\

5 Additional utensils required

e Polystyrene test tubes (3 ml, 10 ml)

e 500 ml graduated cylinder

e \ortex mixer

o Adjustable precision pipettes: 0-50 ul, 50-200 ul, and 200-1000 pl

e 2ml, 5mland 10 ml pipettes

e Adjustable 8-channel pipette 50-250 pl

¢ ELISA plate-reader capable of reading absorbance at 450 nm (reference
wavelength: 620 nm)
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For in vitro diagnostic use only. Standards and control contain human serum
that is negative for HIV |, HIV II, HBc and HCV tested. Nevertheless these kit
reagents, as well as human body fluids, should be treated as potentially
infectious.

Extraction buffer, standards, control and anti Tumor M2-PK bio contain NaN,
as a preservative. Substrate solution contains TMB and Kathon CG as
preservative. Please observe the relevant safety precautions. Avoid skin
contact. Do not pipette by mouth. Wear disposable gloves while performing
the test. Do not mix materials from different master lots.

7 Recommendations for optimal test performance

1. Follow the instruction manual precisely.

2. All components of the test kit have to be stored at 4 - 8 °C. Bring all
reagents and the ELISA plate to room temperature shortly before use.
After using store all reagents at 4 - 8 °C immediately.

3. Vortex all liquid reagents before use. Avoid droplets in the caps of the

tubes.

Do not touch the bottom of the ELISA plate.

Always work up the ELISA plates in identical order and equal time

intervals.

6. To avoid contamination use clean pipette tips and clean receptacles.
Do not use the same receptacle for different reagents (i.e. anti Tumor
M2-PK bio and POD-Streptavidin).

/. Pipefting
e Pipette all reagents and samples info the lower third of the wells.
¢ When washing hold the pipette tips at the upper rim of the wells.

8. Washing
e Before each washing step, invert the plate and tap hard on a clean

paper towel to remove all remaining liquid.
e Use only clean paper towels when tapping the plate dry.
e Make sure that no liquid drains back or transfers to other wells.

S
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¢ Incubate with washing buffer at least 1-2 minutes per washing step.

9. Measurement
o Agitate plate well before each measurement to ensure even
distribution of the dye.
e Remove any bubbles with a clean needle.
e Wait at least five minutes after stopping the colour reaction before
measuring.

7.1 Contact details

For UK & Republic of Ireland contact:

ScheBo® ¢ Biotech UK Limited

P.O. Box 6359, Basingstoke, RG22 4WE, U.K.

Tel.: +44-(0)1256-477259, Fax: +44-(0)1256-327889
e-mail: info@schebo.co.uk

Or for other countries contact:
Your local distributor

8 Test procedure

8.1 Preparations
8.1.1 Preparation of sample-/washing buffer 1x

100 ml sample-/washing buffer 5x (black cap) + 400 ml bidistilled water.
The diluted sample-/washing buffer is stable for 6 months at 4 - 8 °C.

8.1.2 Preparation of ELISA plate

Bring the ELISA plate to room temperature before opening. Tear open the re-
sealable foil bag where indicated by the notch, open the re-sealable
closure and remove the desired number of ELISA strips. Unused ELISA strips
must be stored at 4 - 8 °C in the re-sealable foil bag containing the
desiccant, making sure the seal is completely closed.
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8.1.3 Preparation of stool specimen

e We recommend the ScheBo®e Tumor M2-PK™ Quick-Prep™ dosing device
(cat. no. 11-Quick, see 8.1.3.1) is used for speed and convenience or
alternatively

¢ Weighing method: stool specimen can be weighed (see 8.1.3.2)

8.1.3.1 Using the Quick-Prep™ sample preparation system

The tubes of the ScheBo®e Tumor M2-PK™ Quick-Prep™ sample preparation
system contains ready-to-use extraction buffer. See the imprint on the
packaging for the expiry date.

Preparation of stool specimens
The ScheBo®e Tumor M2-PK™ Quick-Prep™ (cat. no. 11-Quick) should be used
according to figure 1 (page 23).

Pipette 50 ul of stool extract directly from the ScheBo®e Tumor M2-PK™ Quick-
Prep™ intfo each duplicate well.
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8.1.3.2 Using the weighing method

Extraction buffer concentrate (6x) for stool specimen (square flask, green
cap), 100 ml (cat. no.: 02) phosphate buffered saline, pH 7.2, with detergent
and sodium azide.

Preparation of extraction buffer:

Dilute the extraction buffer (5x) (cat. no.: 02): 100 ml extraction buffer (5x) +
400 ml distilled water. The diluted extraction buffer is stable for 6 months at
4-8°C,

Weighing the stool specimen:

Tare a disposable tube (circa 12 ml capacity) and an inoculating loop (or
toothpick) to zero, using a sensitive digital laboratory balance. Then take a
sample (circa 100 mg) of the stool specimen using the inoculating loop (or
toothpick) and replace the loop into the tube to weigh the sample.

Adjust the volume of extraction buffer added to the stool sample according
to the sample mass, so that the final concentration equals 10 mg stool/mi
extraction buffer (e.g. 100 mg stool +10 ml buffer or 75 mg stool + 7.5 ml
buffer).

Homogenisation and extraction of the stool sample:

Vortex the stool suspension vigorously a number of fimes af room
tfemperature. The stool suspensions must be thoroughly homogenised in
order to achieve complete extraction. After at least 15 minutes’ extraction
fime, vortex the suspension again.

Leave the extract to stand for 10 minutes at room temperature. Then remove
the supernatant for use (after dilution) with the test kit.

Dilution of stool extract prepared by the weighing method (1:2):
Preparation of 1: 2 dilution:
200 pl extracted stool sample + 200 pl sample-/washing buffer 1x
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8.1.4 Preparation of the secondary antibody anti Tumor M2-PK bio (1:100)

Preparation of 1:100 dilufion of the biofin-conjugated second monoclonal

antibody = anti Tumor M2-PK bio (white cap):

For 2 strips (1/6 plate):

15 pl anti Tumor M2-PK bio + 1.5 ml sample-/washing buffer 1x

For 4 strips (1/3 plate):

25 ul anti Tumor M2-PK bio + 2.5 ml sample-/washing buffer 1x

For 6 strips (1/2 plate):

30 pl anti Tumor M2-PK bio + 3.0 ml sample-/washing buffer 1x

For 12 strips (1 plate):

60 pl anti Tumor M2-PK bio + 6.0 ml sample-/washing buffer 1x

Important: The anti Tumor M2-PK bio must not be diluted until after the test
has begun. It must be stored at 4 - 8 °C and brought to room
temperature shortly before use.

8.2 Assay procedure
8.2.1 In tion of sampl nd standar

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A |Blank|Blank| S3 | S3 | S11 | S11 | S19 | S19 | S27 | S27 | S35 | S35
B|SID1|SID1| S4 | S4 | S12 | S12 | S20 | S20 | S28 | S28 | S36 | S36
C|STD2|STD2| S5 | S5 | S13 | S13 | S21 | S21 | S29 | S29 | S37 | S37
D [STD3|STD3| S6 | S6 | S14 | S14 | S22 | S22 | S30 | S30 | S38 | S38
E |STD4|STD4| S7 | S7 | S16 | S16 | S23 | S23 | S31 | S31 | S39 | S39
F|ICON|CON| S8 | S8 | S16 | S16 | S24 | S24 | S32 | S32 | S40 | S40
G| S S1 SO | S9 | S17 | S17 | S25 | S25 | S33 | S33 | S41 | $41
H|l S2 | S2 | STO | S10 | S18 | S18 | S26 | S26 | S34 | S34 | S42 | S42

<--2 strips-—>

<---- 4 test strips -—---- >

< whole ELISA plate, 12 test strips >

Figure 2: Possible plate layout

STD: standards CON: control S1-S42: samples
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Blank: Pipette 50 pl of sample-/washing buffer 1x intfo wells AT and A2.

Standards: Ready-to-use (violet cap), vortex and pipette 50 pl of each
standard info strips 1 and 2 as duplicate.

Standard 1= 1.0U/ml
Standard 2= 3.5 U/ml
Standard 3 = 10.0 U/ml
Standard 4 =20.0 U/ml

Control: Ready-to-use (yellow cap); vortex and pipette 50 ul into wells F1 and
F2.

Control=4.5U/ml £ 15 %

Stool Samples: Pipette 50 pl of the sample into each of two adjacent wells.
Incubate for 60 minutes at room temperature.

Washing: Empty the wells and wash each well 3 times with sample-/washing
buffer 1x (8-channel pipette, 250 ul/well). Invert the plate and tap it
firmly on a clean paper towel to remove all remaining liquid.

8.22 In tion with nd anti nti Tumor M2-PK bi
Vortex the 1:100 biotin-conjugated second monoclonal antibody = anti
Tumor M2-PK bio (see also 8.1.4, page 25) and add 50 ul/well.

Incubate for 30 minutes at room temperature.

Washing: Empty the wells and wash each well 3 times with sample-/washing
buffer 1x (8-channel pipette, 250 ul/well). Invert the plate and tap it
firmly on a clean paper towel to remove all remaining liquid.

823 In tion with POD-Streptavidin

Vortex ready-to-use POD-Streptavidin (black plastic vial with black cap) and
add 80 ul/well
Incubate for 30 minutes in the dark at room temperature.

Washing: Empty the wells and wash each well 3 times with sample-/washing
buffer 1x (8-channel pipette, 250 ul/well). Invert the plate and tap it
firmly on a clean paper towel to remove all remaining liquid.
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8.2.4 Colourreaction
Vortex ready-to-use substrate solution (black plastic vial with red cap) and
add 100 pl to each well.
Incubate for 15 minutes in the dark at room temperature.
(You may need to shorten this fime when using an ELISA plate-reader or a
fully automated machine which reads absorbances up to only 2.5 or 3.)

8.25 St ing th
Vortex stop solution (ready-to-use, white  cap) and stop the substrate
reaction by adding 100 ul per well. Mix contents well by agitating the plate.

8.2.6 Measurement

Read the optical density at 450 nm with a microtiter plate reader between
5 and 30 minutes after addition of the stop solution. Mix contents well before
measuring. 620 nm can be used as a reference wavelength.

8.3 Quantification of results

8.3.1 Manual evaluation

Calculate the mean optical densities of all duplicates affer mean blank
value has been subtracted. Plot the concentration of standards versus their
corresponding optical densities on a log-log paper = standard curve. The
concentration of samples can be read directly from the standard curve
since the dilution factor was taken into account in the production of the
standards.
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Figure 3: Typical example of a standard curve
Example: The average OD after subtracting the mean blank is 0.7. This
corresponds to a Tumor M2-PK concentration of 6.5 U/ml.

8.3.2 Evaluation by ELISA - Software

Define blank, standards and samples according to the plate layout (figure
2). Use the curve - fit method (linear regression) with log - log scale. Do not
enter a dilution factor, since the dilution of the samples has been taken into
account in the production of the standards.
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8.3.3 Reference Concentration for Tumor M2-PK in Stool

cut-off: 4 U/ml

Values > 4 U/ml = A raised level of Tumor M2-PK in the stool can be an
indicator of colorectal polyps or colorectal cancer.
Raised levels can also occur in acute and chronic
inflanmmatory bowel disease and some other diseases of
the digestive tract.

A reference concentration of 4 U/ml corresponds to a sensitivity of 80%
(n=704 patients with colorectal cancer) at a specificity of 96% (n=7793
asymptomatic people).

9 Interferences

Due to dilufion the Tumor M2-PK concentration may be lowered in very
watery stool samples, which could lead to false negative (normal) results.
Therefore it is recommended to nofte the consistency of watery stools. In
case of a normal result (= 4 U/ml) a formed stool saomple should be
requested. There are no other factors known which interfere with the test.

10 Additional investigations

Further investigations (e.g. colonoscopy, gastroscopy, CT or ultrasound scan)
should always be conducted to confirm a pathological result or where there
remains the clinical suspicion of a cancer or a pre-malignant condition. The
test is not a substitute for colonoscopy.
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Kurzanleitung fur den routinierten Anwender
Wichtig: Die Kurzanleitung ersetzt nicht die ausfuhrliche und detaillierte
Anleitung im Inneren des Heftes |
ScheBo® ¢ Tumor M2-PK™ Stuhltest zur quantitativen Bestimmung der Tumor M2-PK durch
medizinisches Fachpersonal.
Vorbereitung des Proben-/Waschpuffers (und des Extraktionspuffers)
Stuhl homogenisieren/extrahieren

je 50 ul Blank, Standards (gebrauchsfertig), Konftrolle (gebrauchsfertig) und Proben als
Doppelbestimmung in ELISA-Platte pipettieren - 60 Minuten bei Raumtemperatur
inkubieren - Waschen

je 80 pl anti Tumor M2-PK bio (1:100) - 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren -
Waschen

je 80 ul POD-Streptavidin (gebrauchsfertig) - 30 Minuten bei Raumtemperatur im
Dunkeln inkubieren - Waschen

100 ul Substratlbsung (gebrauchsfertig) - 15 Minuten bei Raumtemperatur im Dunkeln
inkubieren

Zugabe von 100 pl Stoppldsung (gebrauchsfertig)
Extinktionsbestimmung OD 450 oder OD 450 - OD 620
Auswertung mittels doppellogarithmischer Standardkurve

Short protocol for the experienced user
& Important: The short protocol is not a substitute for the detailed protocol in the
inside of this leaflet !
ScheBo® e Tumor M2-PK" Stool Test for the quantitative determination of
Tumor M2-PK by healthcare professionals.
Prepare the sample-/washing buffer (and the extraction buffer)
Extract stool and homogenize

Pipette 50 ul blank, standards (ready-to-use), control (ready-to-use) and samples in
duplicate into the ELISA-strips-Incubate 60 minutes at room temperature - Wash

50 pl anti Tumor M2-PK bio (1:100)-Incubate 30 minutes at room tfemperature -Wash

50 ul POD-Streptavidin (ready-to-use) - Incubate 30 minutes at room temperature (in the
dark) - Wash

100 ul substrate solution (ready-to-use) - Incubate 15 minutes at room temperature (in
the dark)

Add 100 ul stop solution (ready-to-use)
Read plate at OD 450 or OD 450 - OD 620
Evaluate with standard curve using a log-log scale
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