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Read entire protocol before use.

C-PEP II-RIA-CT

.  INTENDED USE

Radioimmunoassay for the in vitro quantitative measurement of human C-Peptide in serum.

[I. GENERAL INFORMATION
A. Proprietary name : DIAsource C-PEP II-RIA-CT Kit

B. Catalog number : KIP0409 : 96 tests
KIP0408: 4 x 96 tests

C. Manufactured by : DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue du Bosquet, 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgium.

For technical assistance or ordering information contact :
Tel : +32 (0)10 84.99.11 Fax : +32 (0)10 84.99.90

1. CLINICAL BACKGROUND

A. Biological Activity

Insulin is synthesized in the beta-cells of the islets of Langerhans as a precursor molecule, proinsulin.
In the secretory granules of the beta-cells, proinsulin is cleaved into insulin and into a 31-amino-acid
peptide, called the Connecting Peptide or C-Peptide. Insulin and C-Peptide are secreted in equimolar
amounts. However, because of its longer half-life, the plasma concentration of C-peptide is higher than
that of insulin.

The determination of plasma C-Peptide allows an assessment of the endogenous insulin production,
even in the presence of exogenous insulin administration or in the presence of circulating anti-insulin
antibodies.

Moreover, the determination of C-Peptide in urine provides a reliable index of the insulin production
when blood sampling is difficult or when an integrated estimation of C-Peptide secretion over a period
of several hours is requested.

B. Clinical applications
Assessment of residual beta-cell function in diabetics under insulin therapy
Detection and monitoring of the remission phase of type I diabetes
Adjunct in the differential diagnosis between type I (insulin-dependent) and type II (non-
insulin-dependent) diabetes
Diagnosis of insulin-induced factitious hypoglycaemia
Contribution to the diagnosis of insulinoma (insulin suppression test)
Prognostic index of foetal outcome in pregnant diabetic women
Evaluation of insulin secretion in liver disease
Monitoring of pancreatectomy



IV.  PRINCIPLES OF THE METHOD

A fixed amount of '*°I labelled Tyr-C-Peptide competes with the C-Peptide to be
measured present in the sample or in the calibrator for a fixed amount of antibody
sites being immobilized to the wall of a polystyrene tube. Neither extraction nor
chromatography is required. After 3 hours incubation at room temperature, an
aspiration step terminates the competition reaction. The tubes are then washed
with 3 ml of wash solution and aspirated again. A calibration curve is plotted and
the C-Peptide concentrations of the samples are determined by dose interpolation
from the calibration curve.

V. REAGENTS PROVIDED

Reagents 96 Test 4x96 Colour Reconstitution
Kit tests Kit Code
]] Tubes coated with 2x 48 8 x 48 orange Ready for use
anti C-Peptide
12 1 vial 4 vials red Add 6 ml distilled water
Ag ! lyophil. | lyophil.
175 kBq 4x175
TRACER: "®lodine labelled kBq
Tyr-C-Peptide (HPLC
grade) in phosphate buffer
with bovine gelatin and
azide (<0.1%)
CAL n 1 vial 2 vials yellow | Add 3 ml distilled water
Lyophil. | Lyophil.
Zero Calibrator in  human
serum and thymol
5 vials 10 vials yellow | Add 1 ml distilled water
Lyophil. | Lyophil.
Calibrators -N=1to 5
(see exact values on vial
labels) in human serum and
thymol
1 vial 4 vials brown | Dilute 70 x with
WASH ‘ SOLN ‘ CON(Q ‘ 10 ml 10 ml distilled water (use a
magnetic stirrer).
Wash solution (TRIS-HCI)
2 vials 4 vials silver | Add 1 ml distilled water
| CONTROL N | Lyophil. | Lyophil.
Controls - N =1 or 2
in human serum with thymol

Note : 1. Use the zero calibrator for sera dilutions.
2. 1 ng of the calibrator preparation is equivalent to 1 ng NIBSC IRR
84/510

VI.  SUPPLIESNOT PROVIDED

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

1. Distilled water

2. Pipettes for delivery of: 50 ul, 100 pl and 1 ml (the use of accurate pipettes
with disposable plastic tips is recommended)

Disposable polystyrene tubes (12 x 75 mm)

Vortex mixer

Magnetic stirrer

5 ml automatic syringe (Cornwall type) for washing

Aspiration system (optional)

Any gamma counter capable of measuring '*°I may be used (minimal yield
70%).
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VII. REAGENT PREPARATION

A. Calibrators: Reconstitute the zero calibrator with 3.0 ml distilled water and
the other calibrators with 1.0 ml distilled water.

Controls: Reconstitute the controls with 1.0 ml distilled water.

Tracer: Reconstitute the tracer with 6.0 ml distilled water.

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

—

XI.

STORAGE AND EXPIRATION DATING OF REAGENTS

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

After reconstitution, tracer must be used immediately or stored at — 20°C,
until the expiration date.

After reconstitution, calibrators and controls are very unstable, use them
immediately after reconstitution.  For longer storage periods, aliquots
should be made and kept at —20°C for maximally 3 months.

Avoid subsequent freeze-thaw cycles.

Freshly prepared Working Wash solution should be used on the same day.
Alterations in physical appearance of kit reagents may indicate instability
or deterioration.

SPECIMEN COLLECTION AND PREPARATION

Serum samples must be kept at 2-8°C.

If the test is not run within 8 hrs, storage in aliquots at -20°C is
recommended.

Avoid subsequent freeze-thaw cycles.

PROCEDURE

Handling notes

Do not use the kit or components beyond expiry date.

Do not mix materials from different kit lots.

Bring all the reagents to room temperature prior to use.

Thoroughly mix all reagents and samples by gentle agitation or swirling.
Use a clean disposable pipette tip for addition of each different reagent and
sample in order to avoid cross-contamination. High precision pipettes or
automated pipetting equipment will improve the precision.

Respect the incubation times.

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

Procedure

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

Briefly vortex calibrators, controls and samples and dispense 100 pul of each
into the respective tubes.

This operation must be achieved within 15 minutes.

Dispense 50 pl of '*lodine labelled Tyr-C-Peptide into each tube, including
the uncoated tubes for total counts.

Shake the tube rack gently by hand to liberate any trapped air bubbles.
Incubate for 3 hours at room temperature.

Aspirate (or decant) the content of each tube (except total counts). Be sure
that the plastic tip of the aspirator reaches the bottom of the coated tube in
order to remove all the liquid.

Wash tubes with 3 ml Working Wash solution (except total counts) and
aspirate (or decant). Avoid foaming during the addition of the Working
Wash solution.

Let the tubes stand upright for two minutes and aspirate the remaining drop
of liquid.

Count tubes in a gamma counter for 60 seconds.

CALCULATION OF RESULTS
Calculate the mean of duplicate determinations.

Calculate the bound radioactivity as a percentage of the binding determined
at the zero calibrator point (0) according to the following formula :

Counts (Calibrator or sample)
Counts (Zero Calibrator )

B/BO (%) = x100

Using a 3 cycle semi-logarithmic or logit-log graph paper, plot the
(B/B0(%)) values for each calibrator point as a function of the C-Peptide
concentration of each calibrator point. Reject obvious outliers.

Computer assisted methods can also be used to construct the calibration
curve. If automatic result processing is used, a 4-parameter logistic function
curve fitting is recommended.

By interpolation of the sample (B/B0 (%)) values, determine the C-Peptide
concentrations of the samples from the calibration curve.

For each assay, the percentage of total tracer bound in the absence of
unlabelled C-Peptide (BO/T) must be checked.



XIl.  TYPICAL DATA

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

E. Time delay between last calibrator and sample dispensing
As shown hereafter, the dispensing of samples must be done within a
maximum delay of 15 minutes after the calibrator dispensing.

XI11. PERFORMANCE AND LIMITATIONS

A. Detection limit

Twenty zero calibrators were assayed along with a set of other calibrators.

The detection limit, defined as the apparent concentration two standard deviations
below the average counts at zero binding, was 0.04 pmol/ml.

B. Specificity

The percentage of cross-reaction estimated by comparison of the concentration
yielding a 50% inhibition are respectively:

Compound Cross-Reactivity
(%)
Biosynthetic human Proinsulin 5.6%

Human Glucagon -
Human Insulin -

C. Precision

INTRA-ASSAY PRECISION INTER-ASSAY PRECISION

Serum N <X>=SD Ccv Serum N <X>=+SD Ccv
(pmol/ml) (%) (pmol/ml) (%)
A 24 0.28+0.03 | 10.7 A 21 0.28+0.03 10.7
B 26 1.21£0.04 | 33 B 21 1.12£0.11 9.8
C 24 0.18+0.01 | 5.6 C 22 0.17+0.02 11.8
D 24 0.68+0.04 | 5.9 D 22 0.65+ 0.05 7.7
E 24 1.60+£0.11 | 6.9 E 22 1.68+0.12 7.1
SD: Standard Deviation; CV: Coefficient of variation
D. Accuracy
DILUTION TEST
Sample Dilution Theoretical Measured
Concent. Concent.
(pmol/ml) (pmol/ml)
Serum 1/1 - 6.99
12 3.50 3.04
1/4 1.75 1.56
1/8 0.87 0.80
1/16 0.44 0.46
1/32 0.22 0.28
1/64 0.11 0.07
Samples were diluted with zero calibrator.
RECOVERY TEST
Sample added C-Peptide Recovered Recovered
(pmol/ml) C-Peptide (%)
(pmol/ml)
Serum 0.14 0.14 100
0.17 0.19 112
0.22 0.22 100
0.39 0.44 113
1.14 1.12 98
3.14 3.02 96

Conversion factor :
From ng/ml to pmol/ml : :3

TIME DELAY
. Serum 0 5 10° 15 20° 30’
C-Peptide cpm B/Bo (%) pmol/ml
Total count 75295 cl 0.66 0.53 0.55 0.61 0.52 041
C2 227 2.14 2.58 1.90 1.79 2.07
Calibrator 0.0 pmol/ml 17690 100.0
0.09 pmol/ml 14319 80.9
0.29 pmol/ml 11618 65.7
0.95 pmol/ml 6534 36.9
2.98 pmol/ml 3361 19.0 XIV. INTERNAL QUALITY CONTROL
9.94 pmol/ml 1379 7.8
- If the results obtained for Control 1 and/or Control 2 are not within the

range specified on the vial label, the results cannot be used unless a
satisfactory explanation for the discrepancy has been given.

- If desirable, each laboratory can make its own pools of control samples,
which should be kept frozen in aliquots.

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

XV. REFERENCE INTERVALS

These values are given only for guidance; each laboratory should establish its
own normal range of values.

In a group of 79 normal subjects, the mean human C-Peptide concentration found
was 1.02 pmol/ml (range, based on 2.5% to 97.5% percentiles: 0.59 - 1.56
pmol/ml).

XVI. PRECAUTIONS AND WARNINGS

Safety

For in vitro diagnostic use only.

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

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

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

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

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

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

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

Do not smoke, drink, eat or apply cosmetics in the working area. Do not pipette
by mouth. Use protective clothing and disposable gloves.
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XVIIT. SUMMARY OF THE PROTOCOL
TOTAL CALIBRATORS SAMPLE (S)
COUNTS CONTROLS
ul ul ul
Calibrators (0 to 5) - 100 -
Samples, Controls - - 100
Tracer 50 50 50
Incubation 3 hours at room temperature
Separation - Aspirate (or decant)
Working Wash solution 3.0 ml
Separation Aspirate (or decant)
Counting Count tubes for 60 seconds
DIAsource Catalogue Nr : P.I. Number : Revision nr :
KIP0409 — KIP0408 1700444/en 110218/1

Revision date : 2011-02-18
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Lire entiérement le protocole avant utilisation.

C-PEP II-RIA-CT

. BUT DU DOSAGE

Trousse de dosage radio-immunologique pour la mesure quantitative in vitro du C Peptide dans le
sérum humain.

II. INFORMATIONS GENERALES
A. Nom du produit : DIAsource C-PEP II-RIA-CT kit

B. Numéro de catalogue: KIP0409 : 96 tests
KIP0408 : 4 x 96 tests

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

Pour une assistance technique ou une information sur une commande :
Tel : +32 (0)10 84.99.11 Fax : +32 (0)10 84.99.90

[11. CONTEXTE CLINIQUE

A. Activités biologiques

L’insuline est synthétisée dans les cellules béta des ilots de Langerhans comme une molécule de
précurseur, la proinsuline. Dans les granules sécrétoires des cellules béta, la proinsuline est scindée en
insuline et en un peptide de 31 acides aminés, le Peptide de Connexion ou le C Peptide. L’insuline et le
C Peptide sont sécrétés en quantités équimolaires. Pourtant, la concentration en plasma du C Peptide
est plus élevée que celle de I’insuline a cause de sa demi-vie plus longue.

La détermination du C Peptide en plasma permet une évaluation de la production d’insuline endogéne,
méme en cas d’administration d’insuline exogéne ou en cas d’anticorps anti-insuline circulants.

En plus, la détermination du C Peptide dans I’urine offre un index fiable de la production d’insuline si
des échantillons de sang sont difficiles a obtenir ou si une évaluation intégrée de la sécrétion de C
Peptide pour une période de plusieurs heures est nécessaire.

B. Applications cliniques
. Evaluation de la fonction résiduelle des cellules béta chez des diabétiques traités a I’insuline
Détection et suivi de la phase de rémission des diabétes de type 1
Complément dans le diagnostic différentiel entre diabétes de type I (insulino-dépendant) et de
type II (non-insulino-dépendant)
Diagnostic de I’hypoglycémie induite par 1’insuline
Contribution au diagnostic de I’insulinome (test de suppression de 1’insuline)
Index pronostique de 1’issue foetale chez la femme diabétique enceinte
Evaluation de la sécrétion de I’insuline en cas de maladie du foie
Suivi de la pancréatectomie
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IV.  PRINCIPE DU DOSAGE

Une quantité fixe de C peptide marquée & ' est en compétition avec le C
peptide a mesurer et présent dans 1’échantillon ou dans le calibrateur pour une
quantité fixe d’anticorps immobilisés sur les parois du tube en polystyréne. Ni
extraction, ni phase de pré-traitement ne sont exigés pour la mesure de C peptide
dans les échantillons. Aprés 3 heures d’incubation a température ambiante, le
liquide est aspiré pour terminer la réaction de compétition. Les tubes sont lavés
avec 3 ml de Solution de Lavage et aspirés a nouveau. Une courbe de calibration
est réalisée et la concentration en C peptide des échantillons est déterminée par
interpolation de la dose sur la courbe de calibration.

V. REACTIFS FOURNIS

Réactifs 96 Tests 4x96 Code Reconstitution
Tests
couleur
2x 48 8x48 Orange | Prét al’emploi
H Tubes recouverts

avec I’anti C peptide

- 1 flacon 2 flacons Rouge | Ajouter 6 ml
£ Lyophilis¢ | Lyophilisés d’eau distillée
175 kBq 4x 175
TRACEUR: C peptide kBq
marquée a I"'*lodine (grade
HPLC) dans un tampon
phosphate avec de la gelatine
bovine et de 1’azide de sodium

(<0,1%)
1 flacon 2 flacons Jaune | Ajouter 3 ml
. lyophilisé | lyophilisé ’ istillé
Calibrateur zéro dans du sérum yophwiise YOpIsSes d'eau distillée
humain et du thymol
CAL 5 flacons 10 flacons Jaune | Ajouter I ml
. - lyophilisés | lyophilisés d’eau distillée
Calibrateurs C peptide - N = 1
a5 (cfr. valeurs exactes sur
chaque flacon) dans du sérum
humain et du thymol
1 flacon 4 flacons Brun Diluer 70x avec
WAS | SOLN | CONC | L.
| 10 ml 10 ml de I’eau distillée
. ili
Solution de lavage (TRIS-HCI) (ut.] 15er un
agitateur
magnétique).
CONTROL | N | 2 flacons 4 flacons Gris Ajouter 1 ml
Iyophilisés | lyophilisés d’eau distillée

Controles - N =1 ou 2
dans du sérum humain et du
thymol

Note: 1.  Utiliser le calibrateur zéro pour la dilution des échantillons.
2. 1 ngde la préparation du calibrateur est équivalent a 1 ng de NIBSC
IRR 84/510.

VI. MATERIEL NON FOURNI

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

1. Eau distillée

2. Pipettes pour distribuer: 50 pl, 100 pl et 1 ml (I'utilisation de pipettes
précises et de pointes jetables en plastique est recommandée)

Tubes en polystyrene jetables (12 x 75 mm)

Agitateur vortex

Agitateur magnétique

Seringue automatique de 5 ml (type Cornwall) pour les lavages

Systéme d’aspiration

Tout compteur gamma capable de mesurer 1’1251 peut étre utilisé
(rendement minimum 70%).
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VIl. PREPARATION DESREACTIFS

A. Calibrateurs: Reconstituer le calibrateur zéro avec 3 ml d’eau distillée et
les autres calibrateurs avec 1 ml d’eau distillée.

Contrdles : Reconstituer les controles avec 1 ml d’eau distillée.

Traceur : Reconstituer le traceur avec 6 ml d’eau distillée.

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

—

XI.

—

STOCKAGE ET DATE D'EXPIRATION DESREACTIFS

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

Aprés reconstitution, le traceur doit étre utilis¢é immédiatement ou étre
conservé a -20°C jusqu'a la date de validité.

Aprés reconstitution, les calibrateurs et les contrdles sont trés instables, les
utiliser immédiatement aprés la reconstitution. Congelez-les
immédiatement dans des aliquots et garder-les a —20°C pendant 3 mois.
Eviter des cycles de congélation et décongélation successifs.

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

Des altérations dans 1’apparence physique des réactifs de la trousse
peuvent indiquer une instabilité ou une détérioration.

PREPARATION ET STABILITE DE L’ECHANTILLON

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

Si le test n’est pas réalisé dans les 8 heures, un stockage a -20°C est
recommandé.

Eviter des cycles de congélation et décongélation successifs.

MODE OPERATOIRE

Notes de manipulation

Ne pas utiliser la trousse ou ses composants apres avoir dépassé la date
d’expiration. Ne pas mélanger du matériel provenant de trousses de lots
différents. Mettre tous les réactifs a température ambiante avant utilisation.
Meélanger a fond tous les réactifs et les échantillons sous agitation douce.
Pour éviter toute contamination croisée, utiliser une nouvelle pointe de
pipette pour ’addition de chaque réactif et échantillon.

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

Mode opératoire

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

Agiter au vortex bricvement les calibrateurs, les échantillons et les
contrles. Puis distribuer 100 pl de chacun d’eux dans leurs tubes
respectifs.

Cette opération doit étre terminée dans 15 minutes.

Distribuer 50 pl de C peptide marquée a 1’ '"lIodine dans chaque tube, y
compris les tubes sans anticorps pour la détermination de I’activité totale.
Agiter gentiment le portoir de tube pour libérer toute bulle d’air
emprisonnée.

Incuber pendant 3 heures & température ambiante.

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

Laver les tubes avec 3 ml de Solution de Lavage (a I’exception des tubes
utilisés pour la détermination de I’activité totale) et aspirer. Eviter la
formation de mousse pendant 1’addition de la Solution de Lavage.

Laisser les tubes droits pendant 2 minutes et aspirer le reste de liquide.
Placer les tubes dans un compteur gamma pendant 60 secondes pour
quantifier la radioactivité.

CALCUL DES RESULTATS

Calculer la moyenne de chaque détermination réalisée en double.
Calculer la capacité de liaison de 1’essai comme un pourcentage de liaison
déterminé au point de calibration (0) en suivant la formule ci-dessous :

B/BO(%) = moyenne des cpm (CAL ou échantillon) <100

moyenne des cpm (CAL 0)

Utiliser un “3 cycle semi-logarithmic” ou un papier graphique “logit-log”,
porter en ordonnée les valeurs exprimées en pourcentage de liaison
(B/B0(%)) de chaque point de calibration et en abscisse leur concentration
respective en C peptide, écarter les valeurs aberrantes.

Des méthodes informatiques peuvent aussi étre utilisées pour construire la
courbe de calibration. Si un systéme d’analyse de traitement informatique
des données est utilisé, il est recommandé d’utiliser la fonction «4
parametres » du lissage de courbes.

L’interpolation des valeurs de chaque échantillon (B/B0(%)) détermine les
concentrations en C peptide a partir de la courbe de calibration.

Pour chaque essai, le pourcentage total de traceur li¢ en absence de C
peptide non marquée (BO/T) doit étre vérifié.



XIl. DONNEESTYPES

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

TEST DE RECUPERATION

C-Peptide cpm B/Bo (%)
Activité totale 75295
Calibrateur 0,0 pmol/ml 17690 100,0
0,09 pmol/ml 14319 80,9
0,29 pmol/ml 11618 65,7
0,95 pmol/ml 6534 36,9
2,98 pmol/ml 3361 19,0
9,94 pmol/ml 1379 7,8

Echantillon C peptide C peptide récupéré Recupération
ajouté (pmol/ml) (%)
(pmol/ml)

sérum 0.14 0.14 100
0.17 0.19 112
0.22 0.22 100
0.39 0.44 113
1.14 1.12 98
3.14 3.02 96

XIll. PERFORMANCE ET LIMITESDU DOSAGE

A. Limite de détection
Vingt calibrateurs zéro ont été testés en paralléle avec un assortiment
d’autres calibrateurs.
La limite de détection, définie comme la concentration apparente située 2
déviations standards en-dessous de la moyenne déterminée a la fixation
zéro, était de 0,04 pmol/ml.

B. Spécificité

Le pourcentage de réaction croisée estimé par la comparaison de la concentration
(indiquant une inhibition de 50 %) est respectivement :

Facteur de conversion:
De ng/ml a pmol/ml : 13

E. Délai entre la distribution du dernier calibrateur et celle de
I’échantillon
Comme mentionné ci-aprées, la distribution des échantillons doit étre
effectuée dans un délai maximum de 15 minutes aprés la distribution du
calibrateur.

DELAI
Sérum 0 5 10° 15 20° 30°
pmol/ml
Cl 0,66 0,53 0,55 0,61 0,52 0,41
C2 2,27 2,14 2,58 1,90 1,79 2,07

Composé Réactivité Croisée
(%)
Proinsuline biosynthétique humaine 5,6

Glucagon humain -
Insuline humaine -

C. Précision

INTRA-ESSAI INTER-ESSAI

Sérum N <X>+SD Ccv Sérum N <X>+SD Ccv
(pmol/ml) (%) (pmol/ml) (%)
A 24 0.28+0.03 | 10.7 A 21 0.28+0.03 10.7
B 26 1.21+£0.04 | 33 B 21 1.12+0.11 9.8
C 24 0.18+0.01 | 5.6 C 22 0.17+0.02 11.8
D 24 0.68+0.04 | 5.9 D 22 0.65+0.05 7.7
E 24 1.60+£0.11 | 6.9 E 22 1.68+£0.12 7.1

SD : Déviation Standard; CV: Coéfficient de variation

D. Exactitude

TEST DE DILUTION
Echantillon Dilution Concent. Théorique Concent. Mesurée
(pmol/ml) (pmol/ml)
sérum 1/1 - 6,99
1/2 3,50 3,04
1/4 1,75 1,56
1/8 0,87 0,80
1/16 0,44 0,46
1/32 0,22 0,28
1/64 0,11 0,07

L’échantillon a été dilué avec le calibrateur zéro.

XIV. CONTROLE QUALITE INTERNE

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

- Chaque laboratoire est libre de faire ses propres stocks d’échantillons
contréles, lesquels doivent étre congelés aliquotés.

- Les critéres d’acceptation pour les écarts des valeurs en duplicat des
échantillons doivent étre basés sur les pratiques de laboratoire courantes.

XV. VALEURSATTENDUES

Les valeurs sont données a titre d’information; chaque laboratoire doit établir ses
propres écarts de valeurs.

Dans un groupe de 79 sujets normaux, la moyenne de concentration en C Peptide
est de 1,02 pmol/ml (portée, basé sur les percentiles de 2,5% a 97,5% : 0,59 —
1,56 pmol/ml).

XVI . PRECAUTIONS ET AVERTISSEMENTS

Sécurité

Pour utilisation en diagnostic in vitro uniquement.

Cette trousse contient de 1"'*°I (demi-vie: 60 jours), une matiére radioactive
émettant des rayonnements ionisants X (28 keV) ety (35.5 keV).

Ce produit radioactif peut uniquement étre regu, acheté, possédé ou utilisé par des
personnes autorisées; ’achat, le stockage, 1’utilisation et 1’échange de produits
radioactifs sont soumis a la législation du pays de l'utilisateur final. Ce produit ne
peut en aucun cas étre administré a I’homme ou aux animaux.

Toutes les manipulations radioactives doivent étre exécutées dans un secteur
désigné, éloigné de tout passage. Un journal de réception et de stockage des
matiéres radioactives doit étre tenu a jour dans le laboratoire. L'équipement de
laboratoire et la verrerie, qui pourrait étre contaminée avec des substances
radioactives, doivent étre isolés afin d’éviter la contamination croisée de plusieurs
isotopes.

Toute contamination ou perte de substance radioactive doit étre réglée
conformément aux procédures de radio sécurité. Les déchets radioactifs doivent
étre placés de maniére a respecter les réglementations en vigueur. L'adhésion aux
régles de base de sécurité concernant les radiations procure une protection
adéquate



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

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

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

XVII. BIBLIOGRAPHIE

1. BEISCHER, W. et al. (1976).
Human C-Peptide. Part I Radioimmunoassay.
Klin. Wschr. 54, 709.

2. BEISCHER, W. et al. (1976).
Human C-Peptide. Part II: Clinical studies.
Klin. Wschr. 54, 717.

3. BLIX, P.M. et al. (1982).
Urinary C-Peptide: an indicator of B-cell secretion under different
metabolic conditions.
J. Clin. Endocrinol. Metab., 54/3, 574.

4. BONSER, A etal. (1984).
C-Peptide measurement: method and clinical utility.
CRC Critical Revievvs in Clinial Laboratory Sciences, 19 297.

5. HORWITZ, D.L. etal. (1975).
Proinsulin, insulin and C-Peptide concentrations in human portal and
peripheral blood.
J. Clin. Invest., 55, 1278.

6. RENDELL, M. (1983).
C-Peptide levels as a criterion in treatment of maturity onset diabetes.
J. Clin. Endocrinol. Metab., 57/6, 1198.

7. RUBENSTEIN, A.H. et al. (1977).
Clinical significance of circulating proinsulin and C-Peptide.
Rec. Prog. Horm. Res., 33, 435.

8. TROPEANO, G. et al. (1994).
Insulin, C-Peptide, androgens, and beta endorphin response to oral
glucose in patients with polycystic ovary syndrome.
J. Clin. Endocrinol. Metab., 78/2, 305-9.

9. CONGEL, I et al. (1993).
Effect of hyperlypocidemia on plasma C-Ptpdie concentration during
euglycemic hyperinsulinemic clamp.
Diabetes Res., 22/1, 41-8.

10. KREW, M.A. etal. (1994).
Relation of amniotic fluid C-Peptide levels to neonatal body
composition.
Obstet. Gynecol., 84/1, 96-100.

XVIII.RESUME DU PROTOCOLE
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contrdles
Traceur 50 50 50
Incubation 3 heures a température ambiante
Séparation - aspiration
Solution de Lavage 3,0 ml
Séparation aspiration
Comptage Temps de comptage des tubes : 60 secondes
(radioactivité)
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Vor Gebrauch des Kits lesen Sie bitte diese Packungsbeilage.

C-PEP II-RIA-CT

VERWENDUNGSZWECK

Ein Radio-Immunoassay fiir die quantitative in vitro Bestimmung von humanem C-Peptid in Serum.

A.

A.

ALLGEMEINE INFORMATION
Handelsbezeichnung : DIAsource C-PEP II-RIA-CT Kit

Katalognummer : KIP0409 : 96 Tests
KIP0408: 4 X 96 Tests

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

Fiir technische Unterstiitzung oder Bestellungen wenden Sie sich bitte an:

Tel : +32 (0)10 84.99.11 Fax : +32 (0)10 84.99.90
Fiir Deutschland : Kostenfreie Rufnummer : 0800 1 00 85 74 - Kostenfreie Faxnummer : 0800 1 00 85 75
E-mail Ordering : ordering@diasource.be

KLINISCHER HINTERGRUND

Biologische AKktivitit

Insulin wird in den Beta-Zellen der Langerhans-Inseln als ein Vorldufermolekiil, Proinsulin, synthetisiert.
In den Sekretgranula der Beta-Zellen wird Proinsulin in Insulin und in ein Peptid mit 31 Aminoséuren, das
so genannte C-Peptid (,Connecting Peptide’) gespalten. Insulin und C-Peptid werden in dquimolaren
Mengen sezerniert. Wegen seiner langeren Halbwertszeit ist die Plasmakonzentration von C-Peptid jedoch
hoher als jene von Insulin.

Die Bestimmung von C-Peptid im Plasma ermdglicht eine Beurteilung der endogenen Insulinproduktion,
auch bei Vorliegen exogener Insulinverabreichung oder in Anwesenheit zirkulierender Anti-Insulin-Anti-
korper.

Dariiber hinaus bietet die Bestimmung von C-Peptid im Harn einen zuverldssigen Index der
Insulinproduktion, wenn die Abnahme von Blutproben schwierig ist oder wenn eine integrierte Schitzung
der Sekretion von C-Peptid iiber einen Zeitraum von mehreren Stunden erforderlich ist.

B.

Klinische Anwendungen
Beurteilung der Restfunktion der Beta-Zellen bei Diabetes unter Insulintherapie.
Erkennung und Kontrolle der Remissionsphase von Typ-1-Diabetes.
Zusatz in der Differenzialdiagnose zwischen Typ-1- (insulinabhédngig) und Typ-2- (nicht insulin-
abhingig) Diabetes.
Diagnose insulininduzierter artifizieller Hypoglykamie.
Beitrag zur Diagnose von Insulinom (Insulin-Suppressionstest).
Prognostischer Index der Wirkung auf den Fotus bei schwangeren Diabetikerinnen.
Bewertung der Insulinsekretion bei Lebererkrankung.
Kontrolle von Pankreatektomie.

de
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V.

GRUNDSATZLICHES ZUR DURCHFUHRUNG

Eine festgesetzte Menge an '“I-markiertem C-Peptid konkurriert mit dem zu
messenden, in der Probe oder in dem Kalibrator vorhandenen C-Peptid um eine
Menge an Antikorperbindungsstellen, die an der Wand des Polystyren Rohrchens
fixiert sind. Weder Extraktions-, noch Vorbehandlungsschritt sind erforderlich, um
C-Peptid in den Proben zu bestimmen. Nach einer dreistiindigen Inkubation bei
Raumtemperatur, beendet das Absaugen die Verdrangungsreaktion. Die Réhrchen

werden anschliessend mit Waschlosung gewaschen,

danach wird nochmals

abgesaugt. Eine Kalibrationskurve wird gedruckt und die C-Peptid-Konzentrationen
der Proben werden {iber Dosis Interpolation der Kalibrationskurve bestimmt.

V. MITGELIEFERTE REAGENZIEN
Reagenz 96 Test Kit | 4 x 96 Test | Farbcode Rekonstitution
Kit
Mit anti C peptide 2x 48 8x48 Orange |gebrauchsfertig
beschichtete Réhrchen
1 Gefa 4 Gefille Rot 6 ml dest. Wasser
lyophilisiert | lyophilisiert zugeben
Tracer : '*lod-markiertes C- 175kBq | 4x175kBq
Peptid (HPLC grade) in
Phosphatpuffer mit
Rinderserumgelatin und Azid
(<0,1%)

1 Gefa 2 Gefal} Gelb 3 ml dest. Wasser
Null-Kalibrator in lyophilisiert | lyophilisiert zugeben
Humanserum und Thymol

CAL 5 Gefalle 10 GeféBe Gelb 1 ml dest. Wasser
. - lyophilisiert | lyophilisiert zugeben
Kalibratoren C-Peptid: N =1
bis 5 (genaue Werte auf
GefiaB-Etiketten) in
Humanserum und Thymol
| WASH SOLN | conc | ! GefiB 4 Gefifle Braun | 70x mit dest. Wasser
10 ml 10 ml (Magnetriihrer
Waschlésung (TRIS-HCI) verwenden)
verdiinnen.
| CONTROL N | 2 Gefille 4 Gefille Silber |1 ml dest. Wasser
lyophilisiert | lyophilisiert zugeben
Kontrollen : N =1 oder 2
in Humanserum und Thymol

Bemerkung: 1. Benutzen Sie den Null-Kalibrator zur Probenverdiinnung.

VI.

2. 1 ng der Standardzubereitung ist dquivalent zu 1 ng NIBSC IRR
84/510.

ZUSATZLICH BENOTIGTES MATERIAL

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

1.
2.

PNk W

VII.

cow

Dest. Wasser

Pipetten: 50 pl, 100 pl und 1 ml (Verwendung von Prézisionspipetten mit
Einwegpipettenspitzen wird empfohlen)

Einwegpolystyrenrohrchen (12 x 75 mm)

Vortexmixer

Magnetriihrer

5 ml automatische Spritze (Cornwall-Typ) zum Waschen

Absaugsystem (optional)

Jeder Gamma-Counter, der '®I messen kann, kann verwendet werden.
Maximale Messeffizienz sollte gewihrleistet sein.

VORBEREITUNG DER REAGENZIEN

Kalibratoren: Rekonstituieren Sie den Nullstandard mit 3 ml dest. Wasser,
die anderen Standards mit 1 ml dest. Wasser.

Kontrollen: Rekonstituieren Sie die Kontrollen mit 1 ml dest. Wasser.

Tracer: Rekonstituieren Sie den Tracer mit 6 ml dest. Wasser.

Waschlésung: Zur Vorbereitung eines angemessenen Volumens nutzbarer
Waschlosung, mischen Sie zu einem Volumen Waschlgsung (70x) 69
Volumen distilliertes Wasser. Benutzen Sie einen Magnetriihrer. Entsorgen Sie
nach jedem Arbeitstag die tiberfliissige Waschlosung.

VIII.

XI.

—_

AUFBEWAHRUNG UND LAGERUNG DER REAGENZIEN

Vor dem Offnen und Rekonstituieren sind alle Kitkomponenten bei 2 bis 8°C
bis zu dem auf dem Etikett angegebenen Verfallsdatum haltbar.

Nach der Rekonstituierung muss der Tracer sofort benutzt, oder bis zum
Verfallsdatum bei -20°C aufbewahrt werden.

Nach der Rekonstituierung sind die Kalibratoren und Kontrollen sehr
instabil, benutzen Sie sie deshalb sofort nach der Rekonstituierung. Werden
sie aliquotiert und eingefroren, sind sie bei —20°C 3 Monate haltbar.
Vermeiden Sie wiederholtes Einfrieren und Auftauen.

Die Waschlgsung sollte frisch hergestellt und am selben Tag aufgebraucht
werden.

Verdnderungen im Aussehen der Kitkomponenten konnen auf Instabilitét
bzw. Zerfall hindeuten.

PROBENSAMMLUNG UND -VORBEREITUNG

Serumproben miissen bei 2-8 °C aufbewahrt werden.

Falls der Test nicht innerhalb von 8 Std. durchgefiihrt wird, miissen die Proben
bei —20°C aufgehoben werden.

Vermeiden Sie wiederholtes Einfrieren und Auftauen.

DURCHFUHRUNG

Bemerkungen zur Durchfiihrung

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

Mischen Sie alle Reagenzien und Proben griindlich durch sanftes Schiitteln
oder Riihren. Verwenden Sie saubere Einwegpipettenspitzen, um
Kreuzkontamination zu vermeiden.

Prézisionspipetten oder ein automatisches Pipettiersystem erhdhen die
Prézision. Achten Sie auf die Einhaltung der Inkubationszeiten.

Erstellen Sie fir jeden Durchlauf eine Kalibrationskurve, verwenden Sie
nicht die Daten von fritheren Durchldufen.

Durchfiihrung

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

Vortexen Sie Kalibratoren, Proben und Kontrollen kurz und geben Sie 100 pl
von jedem in ihre Rohrchen.

Dieser Schritt muss innerhalb von 15 Minuten abgeschlossen sein.

Geben Sie 50 ul des '“lod-markierten C-Peptid in jedes Réhrchen,
einschlieBlich der unbeschichteten Rohrchen fiir die Gesamtaktivitét.
Schiitteln Sie vorsichtig die Halterung mit den Roéhrchen um Blasen zu
entfernen.

Inkubieren Sie 3 Stunden bei Raumtemperatur.

Saugen Sie den Inhalt jedes Rohrchens ab (auBer Gesamtaktivitit).
Vergewissern Sie sich, dass die Plastikspitze des Absaugers den Boden des
beschichteten Rohrchens erreicht, um die gesamte Fliissigkeit zu entfernen.
Waschen Sie die Rohrchen mit 3 ml Waschlosung (auBler Gesamtaktivitit)
und saugen Sie ab. Vermeiden Sie Schaumbildung bei Zugabe der
Waschlosung.

Lassen Sie die Rohrchen 2 Minuten aufrecht stehen, und saugen Sie den
verbleibenden Fliissigkeitstropfen ab.

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

BERECHNUNG DER ERGEBNISSE

Berechnen Sie den Durchschnitt aus den Doppelbestimmungen.
Berechnen Sie die gebundene Radioaktivitit als Prozentsatz des am Null-
Kalibratorpunkt (0) bestimmten Wertes nach folgender Formel:
Verwenden Sie semi-logarithmisches oder  doppelt-logarithmisches
Millimeterpapier (iiber 3 GroBenordnungen), tragen Sie die (B/B0(%))-Werte

Aktivitat (Kalibrato r oder Probe)
Aktivitat (Null-Kalib rator )
fir jeden Kalibratorpunkt ein als Funktion der C-Peptid-Konzentration fiir

jeden Kalibratorpunkt, schliefen Sie offensichtliche ,,Ausreifier aus.
Computergestiitzte Methoden konnen ebenfalls zur Erstellung der
Kalibrationskurve verwendet werden. Falls die Ergebnisberechnung mit dem
Computer durchgefiihrt wird, empfehlen wir die Berechnung mit einer ,,4
Parameter”-Kurvenfunktion.

B/BO (%) = x100



5. Bestimmen Sie die C-Peptid-Konzentrationen der Proben durch Interpolation
der Probenwerte B/B0(%)) aus der Referenzkurve.

6. Bei jedem Assay muss der Prozentsatz des gesamten gebundenen Tracers
ohne unmarkiertes C-Peptid (BO/T) gepriift werden.

XIl.  TYPISCHE WERTE

Die folgenden Daten dienen nur zu Demonstrationszwecken und konnen nicht als
Ersatz fiir die Echtzeitkalibrationskurve verwendet werden.

C-Peptid Cpm B/Bo (%)
Gesamtaktivitét 75295
Kalibrator 0,0 pmol/ml 17690 100,0
0,09 pmol/ml 14319 80,9
0,29 pmol/ml 11618 65,7
0,95 pmol/ml 6534 36,9
2,98 pmol/ml 3361 19,0
9,94 pmol/ml 1379 7,8

XI1. LEISTUNGSMERKMALE UND GRENZEN DER METHODIK

A. Nachweisgrenze
Zwanzig Null-Kalibratoren wurden zusammen mit einem Satz anderer
Kalibratoren gemessen.
Die Nachweisgrenze, definiert als die scheinbare Konzentration bei zwei
Standardabweichungen unterhalb des gemessenen Durchschnittswerts bei
Nullbindung, entsprach 0,04 pmol/ml.

B. Spezifitit

Der Prozentsatz der Kreuzreaktion, der im Vergleich der Konzentration geschétzt
wurde, welche eine 50%ige Inhibition ergibt, betrigt respektive:

Substanz Kreuzreaktivitit
(%)
Biosynthetisches humanes Proinsulin 5,6

Humanes Glukagon -
Humaninsulin -

C. Prizision

INTRA-ASSAY PRAZISION INTER-ASSAY PRAZISION

WIEDERFINDUNGSTEST

Probe Zugeg. C-Peptid Wiedergef. Wiedergefunden

(pmol/ml) C-Peptid (%)
(pmol/ml)

Serum 0.14 0.14 100
0.17 0.19 112
022 0.22 100
0.39 0.44 113
1.14 1.12 98
3.14 3.02 96

Umrechnungsfaktor:
Von ng/ml in pmol/ml:  :3

E. Zeitverzogerung zwischen letzter Kalibrator- und Probenzugabe
Wie im Folgenden gezeigt, muss die Probenzugabe innerhalb von hochstens
15 Minuten nach der Kalibratorzugabe erfolgen.

ZEITABSTAND
Serum 0’ 5 10° 15’ 20° 30
pmol/ml
Cl 0,66 0,53 0,55 0,61 0,52 041
C2 2,27 2,14 2,58 1,90 1,79 2,07

Serum N <X>*SD Ccv Serum N <X>+SD Ccv
(pmol/ml) (%) (pmol/ml) (%)
A 24 | 028+0.03 | 10.7 A 21 0.28+0.03 10.7
B 26 121+0.04 | 3.3 B 21 1.12+0.11 9.8
C 24 | 0.18£0.01 | 5.6 C 22 0.17+0.02 11.8
D 24 | 0.68+0.04 | 59 D 22 0.65+0.05 7.7
E 24 1.60+ 0.11 6.9 E 22 1.68+0.12 7.1
SD : Standardabweichung; CV: Variationskoeffizient
D. Genauigkeit
VERDUNNUNGSTEST
Probe Verdiinnung Theoretische Gemessene
Konzent. Konzent.

(pmol/ml) (pmol/ml)
Serum 1/1 - 6,99
172 3,50 3,04
1/4 1,75 1,56
1/8 0,87 0,80
1/16 0,44 0,46
1/32 0,22 0,28
1/64 0,11 0,07

Die Proben wurden mit den Null-Kalibrator verdiinnt.

XIV. INTERNE QUALITATSKONTROLLE

- Entsprechen die Ist-Werte nicht den auf den Fldschchen angegebenen Soll-
Werten, konnen diese Werte, ohne treffende Erklirung fir die
Abweichungen, nicht weiterverarbeitet werden.

- Falls zusitzliche Kontrollen erwiinscht sind, kann jedes Labor seinen eigenen
Pool herstellen, der in Aliquots eingefroren werden sollte.

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

XV. ZUERWARTENDER BEREICH

Diese Werte sind nur Richtwerte; Labor muss seinen eigenen

Normalwertbereich ermitteln.

jedes

In einer Gruppe von 79 gesunden Personen wurde eine mittlere Konzentration von
humanem C-Peptid von 1,02 pmol/ml festgestellt (Bereich basiert auf2,5% bis
97.,5% Perzentilen: 0,59 - 1,56 pmol/ml).

XV. VORSICHTSMASSNAHMEN UND WARNUNGEN

Sicherheit

Nur fiir diagnostische Zwecke.

Dieser Kit enthilt '*T (Halbwertzeit: 60 Tagen) , das ionisierende X (28 keV) und y
(35.5 keV) Strahlungen emittiert.

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

Der Umgang mit radioaktiven Substanzen sollte fern von Durchgangsverkehr in
einem speziell ausgewiesenen Bereich stattfinden. Ein Logbuch fiir Protokolle und
Aufbewahrung muss im Labor sein. Die Laborausriistung und die Glasbehélter, die
mit radioaktiven Substanzen kontaminiert werden konnen, miissen ausgesondert
werden, um Kreuzkontaminationen mit unterschiedlichen Radioisotopen zu
verhindern.

Verschiittete radioaktive Substanzen miissen sofort den Sicherheitsbestimmungen
entsprechend entfernt werden. Radioaktive Abfdlle miissen entsprechend den
lokalen Bestimmungen und Richtlinien der fir das Labor zustindigen Behorden
gelagert werden. Das Einhalten der Sicherheitsbestimmungen fiir den Umgang mit
radioaktiven Substanzen gewéhrleistet ausreichenden Schutz.

Die menschlichen Blutkomponenten in diesem Kit wurden mit européischen und in
den USA erprobten FDA-Methoden getestet, sie waren negativ fiir HBsAg, anti-
HCV und anti-HIV | und 2. Keine bekannte Methode kann jedoch vollkommene
Sicherheit dariiber liefern, dass menschliche Blutbestandteile nicht Hepatitis, AIDS
oder andere Infektionen iibertragen. Deshalb sollte der Umgang mit Reagenzien,



Serum oder Plasmaproben in Ubereinstimmung mit den Sicherheitsbestimmungen
erfolgen.

Alle tierischen Produkte und deren Derivate wurden von gesunden Tieren
gesammelt. Komponenten von Rindern stammen aus Léndern in denen BSE nicht
nachgewiesen wurde. Trotzdem sollten Komponenten, die tierische Substanzen
enthalten, als potentiell ansteckend behandelt werden.

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

Bitte rauchen, trinken, essen Sie nicht in Threm Arbeitsbereich, und verwenden Sie
keine Kosmetika. Pipettieren Sie nicht mit dem Mund. Tragen Sie Schutzkleidung
und Wegwerfhandschuhe.
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Lees het hele protocol voor gebruik.

C-PEP II-RIA-CT

I. BEOOGD GEBRUIK

Radioimmunoassay voor de kwantitatieve bepaling in vitro van menselijk C-Peptide in serum.

II. ALGEMENE INFORMATIE
A. Gedeponeerd handelsmerk: DIAsource C-PEP II-RIA-CT kit

B. Catalogusnummer: KIP0409 : 96 testen
KIP0408: 4 x 96 testen

C. Geproduceerd door: DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue du Bosquet, 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgi€.

Voor technische assistentie of voor bestelinformatie
kunt u contact opnemen met :
Tel : +32 (0)10 84.99.11 Fax: +32 (0)10 84.99.90

1. KLINISCHE ACHTERGROND

A. Biologische activiteiten
Insuline wordt gesynthetiseerd in de beta-cellen van de eilandjes van Langerhans als een
precursor molecule, proinsuline. In de afscheidingsgranules van de beta-cellen, wordt
proinsuline gesplitst in insuline en in een peptide met 31 aminozuren, Connecting Peptide
genoemd of C-Peptide. Insuline en C-Peptide worden afgescheiden in equimolaire
hoeveelheden. Nochtans is de plasmaconcentratiec van C-peptide hoger dan die van insuline
door zijn langere halfleven.
De bepaling van plasma C-peptide laat een schatting toe van de endogene insulineproductie,
zelfs bij exogene insulinetoediening of bij circulerende anti-insuline antilichamen.
Meer nog, de bepaling van C-Peptide in urine voorziet een betrouwbare index van de
insulineproductie als bloedstalen moeilijk te nemen zijn of als een geintegreerde schatting van
de afscheiding van C-peptide over een periode van verschillende uren nodig is.

B. Klinische toepassingen
Schatting van de overgebleven beta-cel functie bij diabetici onder insulinetherapie
Opsporing en opvolging van de remissiefase van type I diabetes
Hulp bij de differenti€le diagnose tussen type I (insuline-athnkelijk) en type II (niet-
insuline-afhankelijk) diabetes
Diagnose van insuline-geinduceerde kunstmatige hypoglycemie
Bijdrage tot de diagnose van insulinoom (insuline onderdrukkingstest)
Prognose index van het foetale resultaat bij zwangere vrouwen die aan diabetes lijden
Evaluatie van de insuline secretie bij leverziekten
Opvolgen van pancreatectomie



1V.  BESCHRIJVING VAN DE METHODE

Een vaste hoeveelheid '*I gelabeld C-Peptide concurreert met C-Peptide dat
bepaald moet worden en aanwezig is in het monster of in de kalibrator voor een
vast aantal plaatsen met antilichamen die geimmobiliseerd zijn aan de wand van
een buisje van polystyreen. Er is geen extractie of chromatografie vereist. Na een
incubatie van 3 uur bij kamertemperatuur, wordt de concurrentiereactie be€indigd
door een aspiratiefase. Daarna worden de buisjes gewassen met 3 ml werk-
wasoplossing en opnieuw afgezogen. Een kalibratiecurve wordt uitgezet en de

concentraties van C-Peptide van de monsters worden bepaald door
dosisinterpolatie van de kalibratiecurve.
V. GELEVERDE REAGENTIA
Reagens Kit voor Kit voor Kleur- Reconstitutie
96 testen 4x96 code
testen
Buisjes gecoat met 2x 48 8x48 Oranje | Klaar voor
H anti C peptide gebruik
Ag 1251 1 flacon 4 flacons Rood 6 ml gedestilleerd
gevries- gevries- water toevoegen
droogd droogd
Tracer : C peptide gelabeld
met Zjood (HPLC-kwaliteity | > KB4 4 l’(‘B] 75
in fosfaat buffer met bovien 4
gelatine en azide (< 0,1%)
1 flacon, 2 flacons, Geel 3 ml gedestilleerd
evries- evries- water toevoegen
NulKalibrator in humaan %lroogd %lroogd &
serum en thymol
5 flacons, 10 flacons, Geel 1 ml gedestilleerd
. - gevries- gevries- water toevoegen
:(etal;brators C peptide : N =1 droogd droogd
0
(zie de exacte waarden op de
flaconetiketten) in humaan
serum en thymol
| WASH | SOLN | CONC | 1 flacon 4 flacons Bruin 70x met
10 ml 10 ml gedistilleerd water
Wasoplossing 70x : TRIS- verdupnen
HCI (gebrullf een
magnetische
roerder)
CONTROL | N | 2 flacons, 4 flacons, zilver 1 ml gedestilleerd
— gevries- gevries- water toevoegen
Controles :N=10f2 droogd droogd
in humaan serum met thymol

Opmerking: 1. Gebruik de nulkalibrator voor monsterverdunningen.
2. 1 ng van de kalibratorbereiding is gelijk aan 1 ng NIBSC
IRR 84/510

VI. NIET MEEGELEVERDE MATERIALEN

De volgende materialen zijn noodzakelijk maar worden niet meegeleverd met de
kit:

1. Gedestilleerd water.

2. Pipetten voor een volume van 50 pl, 100 pl en 1 ml (het gebruik van
nauwkeurige pipetten met plastic wegwerptips wordt aanbevolen).
Wegwerpbuisjes van polystyreen (12 x 75 mm)

Vortexmenger.

Magnetische roerder.

Automatische spuit van 5 ml (type Cornwall) voor de wasfase.
Afzuigsysteem (facultatief).

Een gammateller die geschikt is voor de bepaling van 1251. Een maximale
telefficiéntie moet worden gegarandeerd.

PN kW

VIlI. BEREIDING VAN HET REAGENS

A. Kalibrators: Reconstitueer de nulkalibrator met 3 ml gedestilleerd water en
de andere kalibrators met 1 ml gedestilleerd water.

Controles: Reconstitueer de controles met 1 ml gedestilleerd water.

Tracer: Reconstitueer de tracer met 6 ml gedestilleerd water.
Werk-wasoplossing: Bereid een voldoende hoeveelheid werk-wasoplossing
door 69 eenheden gedestilleerd water toe te voegen aan 1 eenheid
wasoplossing. Gebruik een magnetische roerder voor de homogenisering.
Op het eind van de dag moet de ongebruikte werk-wasoplossing afgevoerd
worden.

oaw

VIII.

XI.

—

OPSLAG EN VERVALDATUM VAN REAGENTIA

Voor opening of reconstitutie zijn alle kitcomponenten houdbaar tot de
vervaldatum, zoals vermeld op het etiket, indien zij bewaard werden bij 2
tot 8°C.

Na reconstitutie moet de tracer onmiddellijk gebruikt worden of kan hij
bewaard worden bij -20°C tot de vervaldatum.

Na reconstitutie zijn de kalibratoren en controles erg onstabiel, gebruik hen
onmiddellijk na reconstitutie. Bevries onmiddellijk in aliquots en bewaar
hen bij —20°C gedurende 3 maanden.

Vermijd herhaalde invriezing en ontdooiing.

Een vers bereide werk-wasoplossing moet op dezelfde dag nog gebruikt
worden.

Wijzigingen in het fysieke aspect van kitreagentia kunnen wijzen op
instabiliteit of op een kwaliteitsvermindering.

MONSTERAFNAME EN MONSTERBEREIDING

Serummonsters moeten bij 2-8°C bewaard worden.

Indien de test niet binnen 8 uur uitgevoerd wordt, dan wordt aanbevolen
om ze bij -20°C te bewaren.

Vermijd herhaalde invriezing en ontdooiing.

PROCEDURE

Opmerkingen bij de procedure

Gebruik de kit of de componenten niet langer dan de aangegeven
vervaldatum. Materialen van kits van verschillende loten mogen niet
gemengd worden. Laat alle reagentia op kamertemperatuur komen voor
gebruik.

Meng alle reagentia en monsters goed door ze voorzichtig te bewegen of
door er voorzichtig mee te draaien. Om kruisbesmetting te vermijden,
moet een propere wegwerpbare pipettip gebruikt worden voor toevoeging
van elk reagens en monster.

Pipetten met een grote precisie of geautomatiseerde pipetteerapparatuur
zullen de precisie verhogen. Respecteer de incubatietijden.

Bereid een kalibratiecurve voor elke run; men mag geen gegevens
gebruiken van voorafgaande runs.

Procedure

Etiketteer de gecoate buisjes in duplo voor elke kalibrator, voor elk
monster, voor elke controle. Etiketteer 2 normale buisjes voor de bepaling
van de totaaltellingen.

Vortex de kalibrators, monsters en controles gedurende korte tijd en
pipetteer 100 pl van elk in het desbetreffende buisje.

Deze handeling moet binnen 15 minuten uitgevoerd zijn.

Pipetteer 50 pl C peptide dat met '*’I gelabeld werd in elk buisje, inclusief
de niet gecoate buisjes voor de totaaltellingen.

Schud het rek met de buisjes voorzichtig zodat eventuele ingesloten
luchtbellen vrijkomen.

Incubeer gedurende 3 uur bij kamertemperatuur.

Zuig de inhoud van elk buisje (met uitzondering van de totaaltellingen) op
Zorg ervoor dat de plastic tip van de aspirator tot aan de bodem van het
gecoate buisje komt zodat alle vloeistof verwijderd wordt.

Was de buisjes met 3 ml werk-wasvloeistof (met uitzondering van de
totaaltellingen) en zuig op. Vermijd schuimvorming tijdens toevoeging van
de werk-wasvloeistof.

Na de wasfase moeten de buisjes gedurende twee minuten rechtop blijven
staan en zuig daarna de overblijvende vloeistof op.

Tel de buisjes in een gammateller gedurende 60 seconden.

BEREKENING VAN DE RESULTATEN

Bereken het gemiddelde voor de bepalingen in duplo.
Bereken het percentage binding van de gebonden radioactiviteit, bepaald op
het punt van de nulkalibrator (0), aan de hand van de volgende formule:

cpm (Kalibrator of monster)

B/B0(%) = x100

cpm (Nulkalibrator)

Zet de (B/B0(%)) waarden uit voor elk kalibratorpunt, als een functie van de
C peptide concentratic van elk kalibratorpunt, op 3-cyclisch semi-
logaritmisch of dubbellogaritmisch papier, verwerp hierbij de duidelijke
uitschieters.

Ook computergestuurde methoden kunnen worden gebruikt om de
kalibratiecurve te vormen. Indien de resultaten automatisch verwerkt
worden, wordt de 4 parameter logistische functie aanbevolen voor de
gepaste curve.

Bepaal de C peptide concentraties van de monsters uit de referentiecurve
door de monsterwaarden (B/B0(%)) te interpoleren.

Voor elke bepaling moet het totaalpercentage van de tracer, gebonden in
afwezigheid van ongelabeld C peptide (B0/T), gecontroleerd worden.



XIl.  KENMERKENDE GEGEVENS

De volgende gegevens dienen enkel ter illustratie en mogen in geen geval
gebruikt worden ter vervanging van de real time kalibratiecurve.

C-Peptide cpm B/Bo (%)
Totaaltelling 75295
Kalibrator 0,0 pmol/ml 17690 100,0
0,09 pmol/ml 14319 80,9
0,29 pmol/ml 11618 65,7
0,95 pmol/ml 6534 36,9
2,98 pmol/ml 3361 19,0
9,94 pmol/ml 1379 7,8

XI1. EIGENSCHAPPEN EN GRENZEN

A. Detectielimiet
Twintig nulkalibrators werden bepaald, samen met de serie andere
kalibrators. De detectielimiet, omschreven als de schijnbare concentratie
van twee standaarddeviaties onder de gemiddelde tellingen bij nulbinding,
bedroeg 0,04 pmol/ml.

B. Specificiteit

De percentages van kruisreactiviteit geschat naar de vergelijking van de
concentraties (een remming van 50% toegevend) zijn respectievelijk:

RECOVERY-TEST

Monster C PEPTIDE Recovery van C Recovery
toegevoegd PEPTIDE (%)
(pmol/ml) (pmol/ml)
Serum 0.14 0.14 100
0.17 0.19 112
0.22 0.22 100
0.39 0.44 113
1.14 1.12 98
3.14 3.02 96

Conversiefactor :
Van ng/ml tot pmol/ml : :3

E. Tijdspanne tussen de laatste kalibrator en distributie van het monster
Zoals hierna aangetoond moet het verdelen van de monsters gebeurd zijn
binnen maximum 15 minuten na het verdelen van de kalibrator.

TIJDSPANNE
Serum 0 5 10° 15° 20° 30’
pmol/ml
Cl 0,66 0,53 0,55 0,61 0,52 0,41
C2 2,27 2,14 2,58 1,90 1,79 2,07

Bestanddeel Kruisreactiviteit
(%)
Biosynthetisch humaan Proinsuline 5,6
Humaan Glucagon -
Humaan Insuline -
C. Precisie
PRECISIE BINNEN EEN TEST PRECISIE TUSSEN TESTEN
Serum N <X>=SD vC Serum N <X>=+SD vC
(pmol/ml) (%) (pmol/ml) (%)
A 24 | 028+0.03 | 10.7 A 21 0.28 +0.03 10.7
B 26 1.21£0.04 | 33 B 21 1.12£0.11 9.8
C 24 | 0.18+0.01 | 5.6 C 22 0.17+0.02 11.8
D 24 | 0.68+0.04 | 59 D 22 0.65+0.05 7.7
E 24 1.60+0.11 | 6.9 E 22 1.68+0.12 7.1

SD: standaarddeviatie; VC: variatiecoéfficiént

D. Nauwkeurigheid

VERDUNNINGSTEST
Monster Verdunning Theoretische Concentratie die
concentratie bepaald werd
(pmol/ml) (pmol/ml)

Serum 1/1 - 6,99
172 3,50 3,04

1/4 1,75 1,56

1/8 0,87 0,80

1/16 0,44 0,46

1/32 0,22 0,28

1/64 0,11 0,07

Monsters werden verdund met de nulkalibrator.

XIV. INTERNE KWALITEITSCONTROLE

- Indien de resultaten, die verkregen werden voor controle 1 en/of controle 2,
niet binnen het bereik vallen zoals vermeld op het flaconetiket, dan mogen
de resultaten niet gebruikt worden tenzij een bevredigende uitleg gegeven
wordt voor de discrepantie.

- Indien gewenst, kan elk laboratorium zijn eigen pools voor
controlemonsters maken, die dan in aliquots bewaard moeten worden in de
diepvriezer.

- Aanvaardingscriteria voor het verschil tussen de resultaten in duplo van
monsters moeten steunen op gangbare laboratoriumpraktijken.

XV. REFERENTIE-INTERVALS

Deze waarden worden slechts als leidraad gegeven; elk laboratorium moet zijn
eigen normaal bereik van waarden uitmaken.

In een groep van 79 normale individuen werd een gemiddelde C-peptide
concentratie gemeten van 1,02 pmol/ml (de range, gebaseerd op 2.5% tot 97.5%
percentielen, bedroeg : 0,59 — 1,56 pmol/ml).

XVI. VOORZORGSMAATREGELEN EN WAARSCHUWINGEN

Veiligheid

Uitsluitend voor in vitro diagnostisch gebruik.

Deze kit bevat ' (halfwaardetijd: 60 dagen) , dat ioniserende X- (28 keV) en y-
stralen (35.5 keV) uitzendt.

Dit radioactieve product mag enkel overhandigd worden aan en gebruikt worden
door bevoegd personeel; ontvangst, opslag, gebruik en overdracht van
radioactieve producten zijn onderworpen aan de wetgeving van het land van de
eindgebruiker. In geen geval mag het product toegediend worden aan mensen of
dieren.

Alle handelingen met radioactief materiaal moeten plaatsvinden in een daartoe
bestemde ruimte, waar uitsluitend bevoegd personeel toegelaten wordt. Een
logboek met ontvangst en opslag van radioactieve materialen moet worden
bijgehouden in het laboratorium. Laboratoriumapparatuur en glaswerk, dat
eventueel gecontamineerd werd met radioactieve bestanddelen, moeten worden
gesegregeerd om kruisbesmetting van verschillende radioisotopen te vermijden.
Als radioactief materiaal gemorst werd, dan moet dat onmiddellijk gereinigd
worden in overeenstemming met de procedure voor stralingsveiligheid. Het
radioactieve afval moet worden weggegooid in overeenstemming met de
plaatselijke voorschriften en richtlijnen van de autoriteiten waaronder het
laboratorium valt. Naleving van de basisregels van stralingsveiligheid zorgt voor
een juiste bescherming.



De componenten, afkomstig van menselijk bloed, in deze kit werden getest door
in Europa goedgekeurde en/of door de Amerikaanse FDA goedgekeurde
methoden op aanwezigheid van HBsAg, anti-HCV, anti-HIV-1 en 2 en gaven een
negatief resultaat. Geen enkele bekende methode kan echter volledige garantie
bieden dat derivaten van menselijk bloed geen hepatitis, aids of andere infecties
overdragen. Daarom moet men reagentia, serum- of plasmamonsters behandelen
in overeenstemming met de plaatselijke veiligheidsprocedures.

Alle producten en derivaten van dierlijke oorsprong zijn afkomstig van gezonde
dieren. Boviene componenten komen uit landen waar BSE niet gerapporteerd
werd. Toch moeten componenten die bestanddelen van dierlijke oorsprong
bevatten, behandeld worden als potentieel besmettelijk.

Vermijd dat de reagentia (natriumazide als conserveermiddel) in contact komen
met de huid. Azide in deze kit kan reageren met lood en koper in de
afvoerleidingen en op die manier zeer explosieve metaalaziden vormen. Tijdens
de wasfase moeten de afvoerleidingen ruimschoots met water nagespoeld worden
om ophoping van azide te vermijden.

Niet roken, drinken, eten of cosmetica aanbrengen in de werkruimte. Niet met de
mond  pipetteren. Draag  beschermende  kleding en  gebruik
wegwerphandschoenen.
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TOTAAL- KALIBRATORS MONSTER(S)
TELLINGEN CONTROLES
o) ) )
Kalibrators (0 tot 5) - 100 -
Monsters, controles - - 100
Tracer 50 50 50
Incubatie 3 uur bij kamertemperatuur
Scheiding - opzuigen
Werk-wasoplossing 3,0 ml
Scheiding opzuigen
Telling Tel buisjes gedurende 60 seconden
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Leer el protocolo completo antes de usar.

C-PEP II-RIA-CT

.  INSTRUCCIONESDE USO

Radioinmunoensayo para la determinacion cuantitativa in vitro del Péptido-C humano en suero.

[I. INFORMACION GENERAL
A. Nombre: DIAsource C-PEP II-RIA-CT Kit

B. Numero de Catilogo: KIP0409 : 96 tests
KIP0408: 4 x 96 tests

C. Fabricado por: DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue du Bosquet, 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgium.

Para cuestiones técnicas y informacion sobre pedidos contactar :
Tel : +32 (0)10 84.99.11 Fax : +32 (0)10 84.99.90

[11. INFORMACION CLiNICA

A. Actividades bioldgicas

La insulina es sintetizada en las células beta de las islas de Langerhans como una molécula precursora,
la proinsulina. En los granulos secretorios de las células beta la proinsulina es escindida en insulina y
en un peptido con 31 aminoacidos, el Peptido de Conexion o el Peptido-C. La insulina y el Peptido-C
son segregados en cantidades equimolares. Sin embargo, la concentracion en plasma del Peptido-C es

mas elevada que la concentracion de la insulina por su media-vida mas larga.

La determinacion del Peptido-C en plasma permite una evaluacion de la produccion de insulina
endodgena, incluso en caso de administracion de insulina exdgena o en caso de presencia de anticuerpos

anti-insulina circulantes.

Ademas, la determinacion del Peptido-C en orina presenta un indice seguro para la produccion de
insulina si muestras sanguineas se obtienen dificilmente o si una evaluacion integrada de la secrecion

del Peptido-C durante un periodo de unas horas es necesaria.

B. Aplicaciones clinicas

Evaluacion de la funcidon de las células beta residual en diabéticos bajo tratamiento con

insulina
Deteccion y observacion de la fase de remision de las diabetes tipo |

Medio auxiliar para el diagnostico diferencial entre las diabetes tipo I (dependiente de la

insulina) y tipo II (no dependiente de la insulina)

Diagnostico de la hipoglicemia facticia inducida por la insulina

Contribucion al diagnostico de la insulinoma (test de supresion de la insulina)
Indice de prognosis para el resultado fetal en mujeres diabéticas embarazadas
Evaluacion de la secrecion de insulina en caso de enfermedad del higado
Observacion de la pancreatectomia

CS



IV. PRINCIPIOSDEL METODO

Una cantidad fija de C peptide marcada con I'** compite con el C peptide a medir,
presente en la muestra ¢ en el calibrador, por los puntos de union del anticuerpo
inmovilizado en las paredes de un tubo de poliestireno. No se requiere ni
extraccion ni cromatografia. Después de 3 horas de incubacion a T.A., una
aspiracion termina con la reaccion de competicion. Los tubos se lavan con 3 ml
de Solucion de lavado y se aspiran otra vez. Se dibuja la curva de calibracion y
las concentraciones de C peptide de las muestras se determinan por interpolacion
de la dosis en la curva de calibracion.

V. REACTIVOS SUMINISTRADOS

Reactivos Kiit 96 test Kit 4 x 96 Codigo de | Reconstituci
test Color on
Tubos recubiertos con 2x48 8x48 anaranjado | Listo para
anti C peptide uso
Ag 1251 1 vial 4 viales 10j0 Aiiadir 6 ml
liofilizado | Liofilizados de agua
175 kBq 4x 175 kBq destilada
TRAZADOR: C peptide
marcado con I'* (grado HPLC)
en tampon fosfatico con
gelatina bovina y azida (<0,1%)
1 vial 2 viales amarillo Aifiadir 3 ml
n liofilizado | liofilizados de agua
destilada
Calibrador cero en suero
humano y thymol
5 viales 10 viales amarillo | Afadir 1 ml
liofilizados | liofilizados de agua
. . destilad.
Calibradores C peptide - N = 1 estilada
al 5
(mirar los valores exactos en las
etiquetas) en suero humano y
thymol
1 vial 4 viales marrén Diluir 70 x
| WASH | SOLN |CONC | 10 ml 10 ml con agua
. ilad
Solucion de lavado ( TRIS- degt{ ada
(utilizar
HCI) )
agitador
magnético)
2 viales 4 viales plateado | Afadir I ml
| CONTROL | N | liofilizados | liofilizados de agua
destilada
Controles -N =102
en suero humano y thymol

Nota: 1.

VI.

Para diluciones de muestras utilizar estandar cero.
2. 1 ngde la preparacion del calibrador es equivalente a 1 ng NIBSC IRR
84/510.

MATERIAL NO SUMINISTRADO

El material mencionado a continuacion es necesario y no esta incluido en el kit

1.

Agua destilada
Pipetas de 50ul, 100m y 1 ml (Se recomienda el uso de pipetas precisas

I'* (minima eficiencia 70%)

Calibradores: Reconstituir el calibrador cero con 3 ml de agua destilada y

Controles: Reconstituir los controles con 1 ml de agua destilada.
Trazador: Reconstituir el trazador con 6 ml de agua destilada.

2.
con puntas desechables de plastico)

3. Tubos de polistireno desechables (12 x 75 mm)
4. Vortex
5. Agitador magnético
6. Jeringa automatica 5 ml (tipo Cornwall) para el lavado
7. Sistema de aspiracion (opcional)
8. Contador de radiaciones gamma para medir
VIlI. PREPARACION REACTIVOS
A.

otros calibradores con 1 ml de agua destilada.
B.
C.
D.

Solucion de lavado de trabajo: Preparar el volumen necesario de Solucion
de lavado de trabajo mezclando 69 partes de agua destilada por 1 parte de
Soluciéon de lavado (70x). Utilizar un agitador magnético para
homogeneizar. Desechar la solucién de lavado de trabajo no utilizada al
final del dia.

VIII.

—

XI.

ALMACENAJE Y CADUCIDADESDE LOS REACTIVOS

Antes de abrir 6 reconstituir todos los componentes de los kits son estables
hasta la fecha de caducidad indicada en la etiqueta, si se guardan a 2-8°C.
Dopo ricostituzione, il tracciante deve essere usato immediatamente o
conservato a -20 °C fino alla data di scadenza.

Dopo ricostituzione, i calibratori e i controlli sono molto instabili,
utilizzarli immediatamente dopo la ricostituzione. Congelar
inmediatamente en alicuotas y guardar a —20°C durante 3 meses.

Evitar congelar y descongelar sucesivamente.

La solucion de lavado de trabajo recién preparada solo debe utilizarse en el
mismo dia.

Las alteraciones de los reactivos en el aspecto fisico pueden indicar
inestabilidad ¢ deterioro.

RECOGIDA Y PREPARACION DE MUESTRAS

Las muestras de suero deben ser guardadas a 2-8°C.
Si el ensayo no se realiza en 8 hrs., almacenar las muestras a —20°.
Evitar congelar y descongelar sucesivamente.

PROTOCOLO

Notas de manejo

No utilizar el kit 6 componentes después de la fecha de caducidad. No
mezclar reactivos de diferente numero de lote. Llevar todos los reactivos a
temperatura ambiente antes de su uso.

Agitar municiosamente todos los reactivos y muestras, agitindolos o
girandolos suavemente. Con el fin de evitar ninguna contaminacion
utilizar puntas de pipetas desechables y limpias para la adicion de cada
reactivo y muestra.

El uso de pipetas de precision 6 equipamiento de dispensacion automatica
mejorara la precision. Respetar los tiempos de incubacion.

Preparar la curva de calibracion en cada ensayo, no utilizar los datos de un
ensayo previo.

Protocolo

Marcar los tubos recubiertos por duplicado para cada unos de los
estandares, muestras y controles. Para la determinacion de las Cuentas
Totales, marcar 2 tubos normales.

Agitar brevemente los calibradores, muestras y controles y dispensar 100
m de cada uno en sus respectivos tubos.

Esta operacién debe ser terminada en menos de 15 minutos.

Dispensar 50 pl de C peptideE marcadé con I'** en cada tubo, incluyendo
los tubos descubiertos a las Cuentas Totales.

Agitar suavemente la gradilla de tubos para soltar cualquier barbuja
cautiva de las paredes de los tubos.

Incubar durante 3 horas a T.A.

Aspirar el contenido de cada tubo (excepto los de Cuentas Totales).
Asegurarse que la punta de la pipeta de aspiracion toca el fondo del tubo
con el fin de aspirar todo el liquido.

Lavar los tubos con 3 ml de Solucion de lavado de trabajo (excepto los de
Cuentas Totales) y aspirar. Evitar la formacion de espuma durante la
adicion de la Solucion de lavado

Dejar los tubos en posicion inversa durante 2 minutos y aspirar el liquido
restante.

Medir la actividad de cada tubo durante 60 segundos en un Contador
Gamma.

CALCULO DE RESULTADOS

Calcular la media de los duplicados.
Calcular la radiactividad enlazada como un porcentaje de la unién con
respecto al calibrador cero (0) de acuerdo con la siguiente formula:

Cuentas (Calibrador 6 muestra)
Cuentas ( Calibrador Cero )
Utilizando papel 3 ciclo semilogaritmico 6 logit-log, representar los
valores de (B/B0%) de cada calibrador frente a las contraciones del C

peptide de cada calibrador, rechazando los extremos claros.

Métodos computarizados de computacion de resultados pueden ser
utilizados para la construccion de la curva de calibracion. Si se utiliza un
sistema automatico de calculo de resultados, se recomienda usar la
representacion grafica “ 4 parametros”.

Por interpolacion de los valores (B/B%) de las muestras, se determinan los
valores de las concentraciones de las mismas desde la curva de calibracion.
El porcentaje total de enlace del trazador en ausencia de C peptide no
marcado (BO/T) debe ser calculado en cada ensayo.

B/B0 (%) = x100




XIl.  EJEMPLO DE RESULTADOS

Los datos mostrados a continuacién sirven como ejemplo y nunca deberan ser
usados como una calibracion real.

C-Peptide cpm B/Bo (%)
Cuentas Totales 75295
Calibrador 0,0 pmol/ml 17690 100,0
0,09 pmol/ml 14319 80,9
0,29 pmol/ml 11618 65,7
0,95 pmol/ml 6534 36,9
2,98 pmol/ml 3361 19,0
9,94 pmol/ml 1379 7.8

XIIl. REALIZACION Y LIMITACIONES

A. Limite de detecciéon
Veinte calibradores cero fueron medidos en una curva con otros
calibradores.
El limite de deteccion, definido como la concentracion aparente resultante
de dos desviaciones estandares debajo de la media de enlace del calibrador
cero, fue de 0,04 pmol/ml.

B. Especificidad

El porcentaje de reaccion cruzada estimada por la comparacion de la
concentracion (indicando una inhibicion de 50 %) es respectivamente :

TEST DE RECUPERACION
Muestra C peptide C peptide Recuperado
afiadido Recuperado (%)
(pmol/ml) (pmol/ml)
suero 0.14 0.14 100
0.17 0.19 112
0.22 0.22 100
0.39 0.44 113
1.14 1.12 98
3.14 3.02 96
Factor de conversion :
De ng/ml a pmol/ml : 13
E. Tiempo de espera entre la dispensacion del wltimo calibrador y la de

la muestra
Como indicado mas abajo, la dispensacion de las muestras debe ser
terminada en menos de 15 minutos después de la dispensacion del

calibrador.
TIEMPO DE ESPERA
Suero 0 5 10° 15° 20° 30’
pmol/ml
Cl 0,66 0,53 0,55 0,61 0,52 0,41
2 227 2,14 2,58 1,90 1,79 2,07

Componente Reaccién-cruzada
(%)
Proinsulina Biosintética humana 5,6

Glucagén humano -
Insulina humana -

C. Precision

PRECISION INTRA-ENSAYO PRECISION INTER-ENSAYO

Suero N <X>=+SD Ccv Suero N <X>=+SD Ccv
(pmol/ml) (%) (pmol/ml) (%)
A 24 0.28 +0.03 10.7 A 21 0.28 +0.03 10.7
B 26 1.21£0.04 33 B 21 1.12+£0.11 9.8
C 24 0.18+0.01 5.6 C 22 0.17+0.02 11.8
D 24 0.68+0.04 | 5.9 D 22 0.65+0.05 7.7
E 24 1.60+0.11 6.9 E 22 1.68+0.12 7.1
SD : Desviacion Estandar; CV: Coeficiente de Variacion
D. Exactitud
TEST DILUCION

Muestra Dilucion Concent. Concent.
Tedbrica Medida

(pmol/ml) (pmol/ml)
suero 1/1 - 6,99
1/2 3,50 3,04
1/4 1,75 1,56
1/8 0,87 0,80
1/16 0,44 0,46
1/32 0,22 0,28
1/64 0,11 0,07

Las muestras fueron diluidas con el calibrador cero.

XIV. CONTROL DE CALIDAD INTERNO

- Si los resultados obtenidos para el Control 1 y/6 Control 2 no estan dentro
del rango especificado en la etiqueta del vial, los resultados obtenidos no
podran ser utilizados a no ser que se pueda dar una explicacion
convincente de dicha discrepancia

- Si es conveniente, - cada laboratorio puede utilizar sus propios pools de
controles, lo cuales se guardan en alicuotas congeladas.

- Los criterios de aceptacion de la diferencia entre los resultados in duplo de
las muestras se apoyan en las practicas de laboratorio corrientes.

XV. INTERVALOSDE REFERENCIA

Estos valores solamente sirven de pauta; cada laboratorio tiene que establecer sus
propios valores normales.

En un grupo de 79 individuos normales, la concentracion mediana del péptido C
humano fue 1,02 pmol/ml (alcance basado en percentilos de 2,5% a 97,5%:0,59 -
1,56 pmol/ml).

XVI. PRECAUCIONESY ADVERTENCIAS

Seguridad

Para uso solo en diagnostico in vitro.

Este kit contiene I'** (vida media : 60 dias) emisor de rayos X (28 keV) y de rayos
v (35.5 keV) ionizantes.

Este producto radiactivo solo puede ser manejado y utilizado por personas
autorizadas; la compra, almacenaje, uso y cambio de productos radiactivos estan
sujetos a la legislacion del pais del usuario. En ningun caso el producto debera ser
suministrado a humanos y animales.

Todo el manejo de producto radiactivo se hara en una area sefalizada, diferente
de la de paso regular. Debera de utilizarse un libro de registros de productos
radiactivos utilizados. El material de laboratorio, vidrio que podria estar
contaminado radiactivamente debera de descontaminarse para evitar la
contaminacion con otros isotopos.

Cualquier derramamiento radiactivo debera ser limpiado de inmediato de acuerdo
con los procedimientos de seguridad. Los desperdicios radiactivos deberan ser
almacenados de acuerdo con las regulaciones y normativas vigentes de la
legislacion a la cual pertenezca el laboratorio. El ajustarse a las normas basicas de
seguridad radioldgica facilita una proteccion adecuada.



Los componentes de sangre humana utilizados en este kit han sido testados por
métodos aprobados por la CEE y/6 la FDA dando negativo a HBsAg, anti-HCV,
anti-HI'V-1 y 2. No se conoce ningin método que asegure que los derivados de la
sangre humana no transmitan hepatitis, SIDA ¢ otras infecciones. Por lo tanto el
manejo de los reactivos y muestras se hara de acuerdo con los procedimientos de
seguridad locales.

Todos los productos animales y derivados han sido obtenidos a partir de animales
sanos. Componentes bovinos originales de paises donde BSE no ha sido
informado. Sin embargo, los componentes conteniendo substancias animales
deberan ser consideradas como potencialmente infecciosas.

Evitar cualquier contacto de los reactivos con la piel (azida sodica como
conservante). La azida en este kit puede reaccionar con el plomo y cobre de las
caflerias y producir azidas metalicas altamente explosivas. Durante el proceso de
lavado, hacer circular mucha cantidad de agua por el sumidero para evitar el
almacenamiento de la azida.

No fumar, beber, comer 6 utilizar cosméticos en el area de trabajo. No pipetear
con la boca. Utilizar ropa de proteccion y guantes.
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XVIII.RESUMEN DEL PROTOCOLO

CUENTAS CALIBRADO | MUESTRA(GS)
TOTALES RES CONTROL(S)
() () ®h
Calibradores (0 al 5) - 100 -
Muestras, controles - - 100
Trazador 50 50 50
Incubacion 3 horas a T.A.
Separacion - aspirar
Solucioén de lavado de - 3,0 ml
trabajo )
Separacion - aspirar
Contaje Contar los tubos durante 60 segundos
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Prima di utilizzare il kit leggere attentamente le istruzioni per I’uso

C-PEP 11 -RIA-CT

. USODEL KIT

Kit radioimmunologico per la determinazione quantitativa in vitro del Peptide-C umano nel siero.

I1. INFORMAZIONI DI CARATTERE GENERALE
A. Nome commerciale: DIAsource C-PEP II-RIA-CT Kit

B. Numero di catalogo: KIP0409: 96 test
KIP0408: 4 x 96 test

C. Prodotto da: DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue du Bosquet, 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgio.

Per informazioni tecniche o su come ordinare il prodotto contattare:
Tel: +32 (0) 10 84.99.11 Fax: +32 (0) 10 84.99.90

. INFORMAZIONI CLINICHE

A. Attivita biologiche

L'insulina viene sintetizzata nelle cellule beta delle isole di Langerhans come una molecola precursore, la
proinsulina. Nei granuli secretori delle cellule beta, la proinsulina viene scissa in insulina e in un peptide di 31
aminoacidi, denominato Peptide di Collegamento o Peptide C. L'insulina e il Peptide C vengono secreti in
quantita equimolari. Tuttavia, per la sua emivita lunga, la concentrazione plasmatica di Peptide C ¢ maggiore
rispetto a quella dell'insulina.

La determinazione del Peptide C nel plasma consente una valutazione della produzione di insulina endogena,
anche in presenza di somministrazione di insulina esogena o di anticorpi anti-insulina circolanti.

Inoltre, la determinazione del Peptide C nelle urine fornisce un indice affidabile della produzione di insulina
quando il prelievo del sangue ¢ difficile o quando viene richiesta una stima integrata della secrezione di Peptide
C in un periodo di alcune ore.

B. Applicazioni cliniche
Valutazione della funzione residua delle cellule beta nei pazienti diabetici in terapia insulinica
Rilevamento e monitoraggio della fase di remissione del diabete tipo I
Aggiunta nella diagnosi differenziale tra diabete tipo I (insulino-dipendente) e tipo II (non insulino-
dipendente)
Diagnosi di ipoglicemia fittizia insulino-indotta
Contributo alla diagnosi di insulinoma (test di soppressione dell'insulina)
Indice prognostico dello stato del feto nelle donne diabetiche gravide
Valutazione della secrezione di insulina nelle epatopatie
Monitoraggio della pancreatectomia



1V.  PRINCIPIO DEL METODO

Una quantitd definita di C-Peptide marcata con '>°I compete con il C-Peptide
presente in calibratore e campioni per un numero definito di siti di un anticorpo
adsorbito sulla superficie interna di provette di polistirene. Non ¢ richiesta
estrazione né cromatografia. Dopo 3 ore di incubazione a temperatura ambiente,
la reazione di competizione viene interrotta per aspirazione della miscela di
reazione. Le provette vengono quindi lavate con tampone di lavaggio diluito e
aspirate. La concentrazione di C-Peptide nei campioni viene calcolata per
interpolazione sulla curva calibratore.

V. REATTIVI FORNITI

Reattivi Kit da 96 Kit da Codice Volume di
test 4 x 96 test colore ricostituzione
Provett; senmb]ll;zate 2x48 8 x 48 arancione | p .o per I'uso
]] con anticorpo anti C-
Peptide
Ag 1 1 flacone 4 flaconi 0SS0 Aggiungere 6 ml
liofilizzati liofilizzati di acqua distillata
Marcato: c-pEPTIDE | 173 KBa 4 I’(‘B] 75
marcato con '*I (grado q
HPLC), in tampone fosfato
con gelatina bovina e sodio
azide (<0,1%)
n 1 flacone 2 flaconi giallo Aggiungere 3 ml
. - . liofilizzati liofilizzati di acqua distillata
Calibratore zero in siero
umano e timolo
5 flaconi 10 flaconi giallo Aggiungere 1 ml
Calibratore  1-5  di  C- liofilizzati liofilizzati di acqua distillata
PEPTIDE, (le
concentrazioni esatte degli
calibratore sono riportate
sulle etichette dei flaconi),
in siero umano e timolo
‘ WASH ‘ SOLN ‘ CONC ‘ 1 flacone 4 flaconi bruno | Diluire 70 x con
10 ml 10 ml acqua distillata
usando un
Tampone di lavaggio (TRIS- agitatore
HCI) magnetico
CONTROL | N 2 flaconi 4 flaconi argento | Aggiungere 1 ml
A _ e liofilizzati . istill
Controlli: N=1 0 2, n sicro liofilizzati iofilizzati di acqua distillata
umano e timolo

Note : Usare lo calibratore zero per diluire i campioni
1 ng della preparazione standard ¢ equivalente a 1 ng di NIBSC IRR

84/510.

VI.  REATTIVI NON FORNITI

11 seguente materiale ¢ richiesto per il dosaggio ma non ¢ fornito nel kit.

1. Acqua distillata.

2. Pipette per dispensare 50 pl, 100 m e 1 ml (Si raccomanda di
utilizzare pipette accurate con puntale in plastica monouso).

Provette monouso in polistirene (12 x 75 mm)

Agitatore tipo vortex.

Agitatore magnetico.

Pipetta a ripetizione automatica 5 ml per i lavaggi.

Sistema di aspirazione dei campioni (facoltativo).

Contatore gamma con finestra per 1251 (efficienza minima 70%)

PNk w

VIl. PREPARAZIONE DEI REATTIVI

A. Calibratore: Ricostituire lo calibratore zero con 3,0 mL di acqua distillata
e gli altri calibratore con 1,0 mL di acqua distillata..

Controlli: Ricostituire i controlli con 1,0 ml di acqua distillata.

Marcato: Ricostituire il marcato con 6,0 ml di acqua distillata.

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

vAw

VIII.

IX.

—_

XI.

—_

CONSERVAZIONE E SCADENZA DEI REATTIVI

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

Dopo ricostituzione, il tracciante deve essere usato immediatamente o
conservato a -20 °C fino alla data di scadenza.

Dopo ricostituzione, i calibratori ¢ i controlli sono molto instabili,
utilizzarli immediatamente dopo la ricostituzione. Congelarli subito in
aliquote e conservarli a —20°C per 3 mesi.

Evitare ripetuti cicli di congelamento-scongelamento dei campioni.

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

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

RACCOLTA E PREPARAZIONE DEI CAMPIONI

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

Se non si desidera eseguire il dosaggio entro 8 ore dal prelievo, si
raccomanda di conservare i campioni a —20°C.

Evitare ripetuti cicli di congelamento-scongelamento dei campioni.

METODO DEL DOSAGGIO

Avvertenze generali

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

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

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

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

Metodo del dosaggio

Numerare le provette sensibilizzate necessarie per dosare in duplicato ogni
calibratore, campione o controllo. Numerare 2 provette non sensibilizzate
per la determinazione dell’attivita totale.

Agitare brevemente su vortex calibratore, campioni e controlli. Dispensare
100 m di calibratore, campioni e controlli nelle rispettive provette.
Effettuare questa operazione entro 15 minuti.

Dispensare 50 rmi di C-PEPTIDE marcato con '*’I in tutte le provette,
comprese quelle per I’attivita totale.

Scuotere gentilmente il portaprovette per liberare eventuali bolle d’aria
intrappolate nel liquido contenuto nelle provette.

Incubare 3 ore a temperatura ambiente.

Aspirare il liquido contenuto in tutte le provette, tranne in quelle per
I’attivita totale, facendo attenzione che il puntale dell’aspiratore raggiunga
il fondo delle provette e che aspiri tutto il liquido.

Lavare tutte le provette, tranne quelle per Iattivita totale, con 3 ml di
soluzione di lavoro di tampone di lavaggio, evitando di provocare la
formazione di schiuma.

Lasciare decantare le provette in posizione verticale per due minuti circa e
aspirare eventuali gocce di liquido residue.

Contare tutte le provette per 1 minuto con il contatore gamma.

CALCOLO DEI RISULTATI

Calcolare la media delle determinazioni in duplicato.

Calcolare il rapporto (rapporto di competizione) tra radioattivita legata
alle provette di calibratore 1-5, campioni e controlli (B) e la radioattivita
legata alle provette dello calibratore zero (BO).

cpm (Calibratore, campioni o controlli)

B/BO (%) = x100

cpm (Zero Calibratore )

Usando carta semilogaritmica a 3 cicli o logit-log e ponendo in ordinata i
rapporti di competizione. B/B0 (%) per ogni calibratore e in ascissa le
rispettive concentrazioni di C-PEPTIDE, tracciare la curva di taratura,
scartare i valori palesemente discordanti.



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

5. Per interpolazione sulla curva di taratura dei rapporti di competizione di
campioni e controlli, determinare le rispettive concentrazioni di C-
PEPTIDE.

6. Per ogni dosaggio determinare la capacita legante BO/T.

XIl.  CARATTERISTICHE TIPICHE

I sotto riportati sono forniti a titolo di esempio e non devono essere utilizzati per
calcolare le concentrazioni di C-PEPTIDE in campioni e controlli al posto della
curva calibratore eseguita contemporaneamente.

TEST DI RECUPERO

Campione C-PEPTIDE C-PEPTIDE Recupero

aggiunto recuperato (%)
(pmol/ml) (pmol/ml)

Siero 0.14 0.14 100
0.17 0.19 112
0.22 0.22 100
0.39 0.44 113
1.14 1.12 98
3.14 3.02 96

C-PEPTIDE cpm B/Bo (%)
Attivita totale 75295
Calibratore 0,0 pmol/ml 17690 100,0
0,09 pmol/ml 14319 80,9
0,29 pmol/ml 11618 65,7
0,95 pmol/ml 6534 36,9
2,98 pmol/ml 3361 19,0
9,94 pmol/ml 1379 7.8

Fattore di conversione:
da ng/ml a pmol/ml: 13

E. Tempo trascorso tra I’aggiunta dell’ultimo calibratore e il campione
Come mostrato nella seguente tabella, il dosaggio si mantiene accurato

anche quando un campione viene aggiunto nelle provette sensibilizzate 15
minuti dopo 1’aggiunta del calibratore.

XIll. CARATTERISTICHE E LIMITI DEL METODO

A. Sensibilita

La sensibilita, calcolata come concentrazione apparente di un campione con cpm
pari alla media meno 2 deviazioni calibratore di 20 replicati dello calibratore
zero, ¢ risultata essere 0,04 pmol/ml.

B. Specificita

Le percentuali di cross-reattivita stimata rispetto alla concentrazione in grado di
produrre un’inibizione al 50% sono rispettivamente:

TEMPO TRASCORSO
Siero 0 5 10° 15° 20° 30’
pmol/ml
Cl 0,66 0,53 0,55 0,61 0,52 0,41
C2 2,27 2,14 2,58 1,90 1,79 2,07

Composto Cross-Reattivita
(%)
Proinsulina umana di biosintesi 5,6%
Glucagone umano -
Insulina umana -
C. Precisione
INTRA SAGGIO INTER SAGGIO
Siero N <X>=SD Ccv Siero N <X>=SD Ccv
(pmol/ml) (%) (pmol/ml) (%)
A 24 | 028+0.03 | 10.7 A 21 0.28 +0.03 10.7
B 26 1.21+0.04 | 33 B 21 1.12£0.11 9.8
C 24 | 0.18+0.01 | 5.6 C 22 0.17+0.02 11.8
D 24 | 0.68+0.04 | 59 D 22 0.65+ 0.05 7.7
E 24 1.60+0.11 | 6.9 E 22 1.68+0.12 7.1
SD : Deviazione Standard; CV: Coefficiente di Variazione
D. Accuratezza
TEST DI DILUIZIONE
Campione Diluizione Concentrazione Concentrazione
teorica misurata
(pmol/ml) (pmol/ml)
Siero 1/1 - 6,99
1/2 3,50 3,04
1/4 1,75 1,56
1/8 0,87 0,80
1/16 0,44 0,46
1/32 0,22 0,28
1/64 0,11 0,07

I campioni sono stati diluiti con calibratore zero.

XIV. CONTROLLO DI QUALITAINTERNO

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

- Ogni laboratorio pud preparare un proprio pool di sieri da utilizzare come
controllo, da conservare congelato in aliquote.

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

XV.INTERVALLI DI RIFERIMENTO

Questi valori sono puramente indicativi, ciascun laboratorio potra stabilire i
propri intervalli normali.

In un gruppo di 79 soggetti normali, la concentrazione media di Peptide-C umano
riscontrata ¢ stata di 1,02 pmol/ml (range, basato su percentili da 2,5% a 97,5%:
0,59 - 1,56 pmol/ml).

XVI. PRECAUZIONI PER L'USO

Sicurezza

11 kit & solo per uso diagnostico in vitro.

Il kit contiene '*°I (emivita: 60 giorni) emettente raggi X (28 keV) ey (35.5 keV)
ionizzanti.

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

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

In caso di contaminazione o dispersione di materiale radioattivo, fare riferimento
alle norme locali di radioprotezione. I rifiuti radioattivi devono essere smaltiti
secondo le norme locali di radioprotezione. Lo scrupoloso rispetto delle norme
per 1’uso di sostanze radioattive fornisce una protezione adeguata agli utilizzatori.
I reattivi di origine umana presenti nel kit sono stati dosati con metodi approvati
da organismi di controllo europei o da FDA e si sono rivelati negativi per HBs
Ag, anti HCV, anti HIV1 e anti HIV2. Non sono disponibili metodi in grado di
offrire la certezza assoluta che derivati da sangue umano non possano provocare
epatiti, AIDS o trasmettere altre infezioni. Manipolare questi reattivi o i campioni
di siero o plasma secondo le procedure di sicurezza vigenti.

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



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

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

Attivita totale Calibratore Campioni
Controlli
m m nl
Calibratore (0 - 5) - 100 -
Campioni, controlli - - 100
Marcato 50 50 50

Incubazione 3 ore a temperatura ambiente
Separazione Aspirare
Soluzione di lavoro del 3ml
tampone di lavaggio

Separazione Aspirare
Conteggio Contare le provette per 1 minuto

Numero di catalogo di DIAsource :

KIP0409 — KIP0408

Revisione numero :
110218/1

P.I. numero :
1700444/it
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Awpacte 0L0KANPO TO TPOTOKOALO TPV €O TN YP1iON.

C-PEP II-RIA-CT

1. XPHXHTIA THN OIIOIA IIPOOPIZETAI

Pad100v0G0mpocdoptotdg yio TV in vitro Tocotiky pHETpnon tov avipdnivov C-rentidiov oe 0po.

II. TENIKEX INAHPO®OPIEX

A. Epmopwua] ovopaocia: Kur C PEP II-RIA-CT g DIAsource

B. ApwOpog kataroyov: KIP0409: 96 mpocdlopicpol
KIP0408: 4 x 96 mpocodlopiG Lol

I Koatackevaletor amo mv:  DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue du Bosquet, 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgium.

TN teyviki fo10gia | AANPoPopies GYETIKG pe TOPAYYEMES EMKOIVOVI|OTE GTA:
Tnh.: +32 (0)10 84.99.11 Do +32 (0)10 88.99.90

[1l. KAINIKO YIIOBAGPO

A. Buwhloyua opaon

H cvvBeon g weovrivig Aapfdavel ydpa ota B-kottopa tov ynoidwv tov Langerhans og tpodpopo
Uop1o, TNV TPOIVOOLAIVY. XTo EKKPITIKG KOKKiOL TOV B-KUTTAp®V, 1 TPOIVGOLAIVI SlooTdToL GE
woovAiv kat o€ éva mentido 31 apvo&émv, to onoio ovopdletol cuvdeTikd mentido 1| C-memtido. H
woovAivn Kot to C-entido EKKPIvovTal G 1IGOUOPLUKEG TOGOTNTEG. Q0TOGO, AOY® TNG UEYOADTEPTS
nuong tov, N cvykévipmon Tov C-mentidiov 610 TAGGHA gival VYNASTEPN ad EKEIVN TNG IVGOLAIVIC.
O 7pocdloptopds Tov C-enTIdI0V 6TO TAAGHLO EMLTPETEL EVOV VITOAOYIOUO TNG TOPAYDYNG EVOOYEVODG
WWOOVAIVIG, OKOUN Kol €v TN mapovoio e£myevovg YOpNyNong WoOoVAiviig M €V 1 Topovsia
KUKAOQOPOOVIMY OVIICOUATMY OVTI-IVGOVAIVIG.

Emumléov, o mpocdiopiopdg tov C-nentidiov ota ovpo mopéyet Evay aEdmeTo SikTn TG TopoyYNS
WooVAivng, Otav gival dVoKOAN 1 AfuM delypatog aipatog | OTOV O amolTeital OAOKANP®UEVOS
VITOAOYIGLLOG TG EKKPLoNG Tov C-memTIO0L Y10, [ia, TEPiod0 OPKETOV OPMV.

B. Khlwvikéc gpappoyég
. A&1oMdyNoN TS AEITOVPYIOG TOV VTOASIUUATIKDV B-KUTTAPp®V 0€ S1ofntTikovg Tov Aappdavouy
Oepomeio [l VGOLAIVY
Aviyvevon Kot Topakolovdnon g edong veeong dtaprn tomov I
Bonnua ot dpopikny didyveoon peta&d dwfntm tomov [ (voovAivoe&oaptdpevov) Kot
Swaprytn tomov 11 (un wveovivoe&uptdLEeVoD)
Aldyvoon texvnTig VTOYAVKALING ETAYOUEVNG At VGOVAIVN
Svuforn ot S1dyvmor veovAvopatog (££Ta0T KATUGTOANG VGOLAIVIC)
Agiktng mpdyvmong g mopeiog Tov euPpvov oe dofnTikEg £YKVES YUVOIKEG
A&loldynon ¢ £KKPLoTG IVGOVAIVIG GE TTEPITTMGT NIATIKNG VOGOV
[Mopoakorovdnon ToyKpEATEKTOUNG



IV.  BAZIK EX APXEX THX MEGOA0Y

Mua otabepfi mosotta Tyr-C-nentidiov onpacuévov pe »I aviayoviletor pe o
C-nentidio mov Oo petpnbei, to omoio vapyel oto deiypa | oto Baduovountn,
vy otafepn mocdTNTO HECEMV AVTICOUATOV TOL EIVOL OKIVI)TOTOMUEVO GTO
Tolyope evog cmAnvapiov molvotupeviov. Agv amouteitar oOTE EKYOAON 00TE
xpopatoypapio. Metd and endaocn 3 opdv oe Beppokpacio dopatiov, m
avtidpaon avtayoviopob teppatiCetan pe éva o avappdenong. Ta cornvaplo
katomy  mAévovtan  pe 3 ml  SwAdpatog mADONG KOl avOpPOPOVVTAL.
Iapotdveron ypopikd pio kopmddn Pobuovounong kot mpoodiopiloviar ot
GUYKEVTIPOOELS TOV C-ENTIO0N TV SELYUATOV HE OVAY Y] GVYKEVIPOCEDY Od
™mv KaumOAn Badpovounone.

V. ITAPEXOMENA ANTIAPAXTHPIA

AvridpoosTijpra K 96 Kwt4x96 | Xpopotuké
£&eTdosmV | sEETAGEWV | ¢ KMOUKON

AvacivoeTaon

ZoMvipuo emotpopévae 2 x 48 8x48 moptokoAl | "Etorpo yio
H pe ovti-C mentidio xPnon
Ag 1251 1 puakido | 4 eroAidio KOKKLVO Mpocbéote 6 ml

Avogptho- Avoptho- AMEGTAYUEVOL
TomHéEVO TomHéEVO vepol

IXNHOETHE: Tyr-C- 175 kBq 4x 175

MENTIOO GNUACUEVO HE 1251 kBq

(xatnyopiag  HPLC) oe

puOpoTIKO Siéhopa

QPOoQOPIKAOY  pe  Poela
Cehativn ko alidio (<0,1%)

CAL n 1 groAidio | 2 groAidia Kitpvo Mpocbiote 3 ml

Avogptho- Avoptho- AMEGTAYUEVOL
Mndevikég  Badpovounts | momuévo | momuévo vepoD
oe avlpdmvo opd  pe
Bopoin
CAL - 5 QroAidia 10 Kitpvo MpocOéote 1 ml
Avoptho- Qraridwa AMEGTAYUEVOL
Babpovopntés - N = 1 émg TOMUEVO Avo@iio- vEPOL
5 TOMuéEVO

(deite TG akpiPeic Tipég oTIg
ETIKETEG TOV QOAMSiOV o€
avOpdrvo opo pe Bopdin

1 puakido | 4 eroAidio Kopé Apurdote 70 X
WASH ‘ SOLN ‘ CONC ‘ 10 ml 10 ml UE ATECTAYUEVO
vepd
Awdopo  mdong  (TRIS- (xpnoponomote
HCI) HOyVITIKO
avadevTHpaL).
2 puekidwa | 4 QroAidio aonui Mpocbéote 1 ml
| CONTROL | N | Avoptho- Avoptho- AMEGTAYUEVOL
TOmHEVO TOmHEVO vepol

Opoi eréyyov -N =172
oe avlpdmvo opd  pe

Bopoin

Inueioon: 1.  Xpnowonoweite 10 undevikd Pobpovountn yuo 0poLOOEG
opaV.
2. 1 ng tov mopackevdcpatog fadpovount eivar 1odvvapo pe 1
ng tov NIBSC IRR 84/510.

VI.  ANAAQXIMA IIOY AEN ITAPEXONTAI

Ta axdrovBa VA amortodvtor GAAG Sev TAPEXOVTOL GTO KLT:

1. Amectaypévo vepd

2. Twéteg yio Sravopny: 50 pl, 100 pl kou 1 ml (cvvietdton N xpion TTETOV
axpiBeiog pe avard@opo TAacTIKE poyyn)

Avordoipo coAnvapla and moivotupévio (12 x 75 mm)

Avapeikmg otpoPihiopod (thmov vortex)

MoyvnTikog avadenTnpog

Avtopatn oOpryye tov 5 ml (tomov Cornwall) yia Thoon

Zootpa avappdenong (TpoatpeTikd)

Mmnopei va ypnoipomombei omoroodnmote petpntg Y oxtivoforiog pe
duvardtnra pétpnong tov I (eAdyiom amddoon 70%).

PN kW

VII. IAPAXKEYH ANTIAPAXTHPIOY

A. BoOpovountés: Avoovotiote to undevikd Pabupovount pe 3,0 ml
OTESTAYHEVOV VEPOV KOl TOVG GAlovg PBobuovountég pe 1,0 ml omeotaypévov
vEPOUL.

B. Opoi gréyyov: AvacvoTioTte TOVG 0povg eAEYYOL pe 1 ml ameotoypévou
vEPOUL.

T. Ixvn0émg: Avaovotiiote Tov YyvnOéty e 6 ml angotaypuévov vepoo.

A. Awdopa whdong spyosiog: Ilpostoldote emapkn Oyko Stoddpartog
mAooNnG epyociog pe mpooHnkn 69 Oykwv amectaypévov vepod o 1 Oyko
StoAdpotog mAvong (70x). XpnoHOmowoTe HayvNTIKO avadevTHpe Yoo TV
OLLOYEVOTOINGT. ATOPPIYTE TO U1 XPNOLHLOTOUEVO SLdAVUO TAVONG €pYOciog
670 TEAOG TG NUEPAGS.

VIII. ®@YAAZEH KAI HMEPOMHNIA AHEHX TQN ANTIAPAXTHPIQN

- Ipwv ond 10 Gvorypo M v avacVotaot, OO TO GUOTOTIKG TOV KIT
mapopévouy otabepd g v nuepounvie AMENG, N omoia avaypaeeTat
oV £TIKETA, EQOoOV dratnpovviat og Oeppokpacio 2 g 8° C.

- Metd ™mv avacvotoon, o yvnoétng npémet va xpnooromdel apéome 1
vo, uAayBei otovg — 20°C, émc TV nuepounvia Anéne.

- Metd v avacvotoot, ot Babiovountés Kat ot 0poi EAEYXOL givar TOAD
aotofeic. Xpnoyomomote tovg auéowg HETE TV avocvotaon. o
peyadvtepeg  mepiodovg  eOlalng,  mpémer  vo  oynuatilovron
KAGopota/dooelg g xpnong Kot va dttnpodviar otovg —20° C yio 3
WUAVEG TO avVATEPO.

Amopehyete Tovg emakdAovBovg KHKAOVG KATAWVENG-UTOYVENGC.

- DpéoKo, TOPUCKELOOUEVO OldALUe TADoNG epyociog Oa mpémer vo
xpnoyLomoteitol Ty idio uépa.

- Toxov petoforésg ™G QLOIKNG EUPAVIONS TV AVTIOPACTNPIOV TOL KIT
evdE eTOL VL VTTOdINA®VOLV aoTtdfeta 1| odloimon.

IX.  2YAAOTI'H KAI IIPOETOIMAZIA AEITMAT2N

- Ta deiypora opov mpémet va purdccovtal og Beppokpacio 2-8° C.

- Eav 1 e&étaon dev mpaypatoromdei evidg 8 mpdv, cuviotdtar 1 eOAAEN
otovg -20° C.

- Amopehyete Tovg emakdAovBovg KHKAOVG KATAWVENG-UTOYVENGC.

X. ATAAIKAZIA

A. INUEIDCELS CYETIKA PUE TO YEPLGUO
Mn %PNOYLOTTOLEITE TO KIT 1} TO. GLGTATIKG HETA TV NUEPOUN Vi ARENG.
Mnv ovoperyviete VAKE arnd d10popeTIKEG TaPTIOES KIT.
Dépete Oho. To. avridpaotiple o€ Beppokpocio dopatiov Tpw amnd ™
xphon.
Avapei&te kohd Oho To ovTIOPAOTAPIO Kot T Ogiypoto pHE omadn
avokivion 1 avadevon.
Xpnowonoteite Eva KoBapd aveddoo pOyyog mmETag Yo v Tpochnikn
KGbe SlapopeTikoy  ovTdpacTNPiov Kot SEIYHOTOC TPOKEWWEVOL VO
amo@Vyete v empdrvovon. H axpifeia Bedtidveron pe ypnon mmetdv
VYNNG aKpiPELOG 1) CVTOUATOTONUEVOL EEOTAGHOD SLOVOUNG HE TITETES.
Tnpeite TOVG XPOVOLS EXDACTC.
Ipoetopdote pio kKopmdAn Pabpovounong y kabe avalvon kot pn
xpNoyLonoteite dedopéva and mponyodueves avardoeLs.

B. Awdikaoio

INUAveTE EMOTPOUEVE GOANVEPLO €1¢ dumAoby yuo k@bs Bobuovounty,

delypa kot opd er&yyov. T Tov TPocdLopopd TV HETPNGE®Y TOV YvndET

1] ("total"), onpévete 2 Ko (1 ETGTPOUEVE) COAVEPLOL.

2. Avopiéte 7y Alyo (pne  ovapeiktny  otpoPihopod  tHmTOL  vortex)
Bobpovountég, mpooparopéve deiypato Kot 0podg EAEYXOV Kot SOVEILETE
100 pl and éxaoto o€ avtioToyyo cOANVAPLO.

AvTi 1] Owodkacia 0o TPETEL VA OAOKANPAOVETOL EVTOG 15 AemTDV.

3. Awveipete 50 pl C-peptide onuoaopévov pe 1 o kébe cwinvipio,
GUUTEPIAOUPAVOVTOC TO UN ETOTPOUEVE COANVAEPLL TOL APOPODY TIG
petprioeig Tov yvnoé 21 ("total") .

4. Avokwniote amadd pe to xépL T Bdon otHpENg ToV coAnvapiov yio vo
ameAeVOEPDOETE TVYOV TAYIOEVUEVEG PLUOAADEG aéPaL.

5.  Enwdote eni 3 dpeg o€ Heppokpacio dopotiov.

6.  Avoppopnote (| petayyiote) 10 mEpLEXOHEVO kGOe ocwinvapiov (ue
eEaipeon exeiva mov agopodv Tig petpfioelc Tov yvndétn 21 ["total"]).
Befawmbeite 611 10 TAaoTikd puyyog Tov avappoenth eBEvel oTov mubuéva
TOV EMOTPOUEVOV COANVAPIOL Tpokeévoy va apotpedel OAn 1 ToooTTAL
TOV VYPOV.

7. IIAdvete o coinvapia pe 3 ml dodvpatog mivong epyaciog (Le eEaipson
ekeivo mOL a@opodv TG petpfioelc tov ywndéty I ["total"]) kon
avappoenote (1 HETAYYIOTE). ATOQVYETE TO GYNUOTIGUO O@POV KOTO TN
duapketa ™G TpocOnkng Tov SLHAVHATOG TAVGNG EPYACIOG.

8. Aopnote 10 colvaple vo otabodv oe Opbia Béon Yo dVvo Aemtd Ko
OVOPPOPTOTE TN GTOLYOVO VYPOL TOV ATOUEVEL.

9.  Metpnote Ta cOANVAPLO 6€ PETPNTH ¥ akTvoPoAiag yio 60 devteporenta.

—



Xl.  YHHOAOTIZMOZX TQN AIIOTEAEXMATQN

1. Ymohoyiote 1 péon Tiun TV SITAGOV TPOcSIOpIGUOV.

2. Ymoloyiote TN deOHELUEVN PASIEVEPYELD (OG TOGOOTO TNG SEGUEVONG TOL
mpoodiopileTon 610 onueio undevikov Pabuovount (0) cvpewva pe tov
akoAovfo Tomo:

Metpioeig (Babpovountg 1 deiypa)
Metprioeig (Mndevikog Badpovountig)

100

B/B0 (%) =

3. Me ypion MUAOYapLOUIKOD YOPTIOD YPAGHLOTOS T XUPTIOD Y POQTIATOS
logit-log 3 kokAwv, mapoactiote ypaeikd Tig Tpég (B/B0(%)) yoo kabe
onueio Babpovounty wg cvvaptnon g cvykévipmong tov C peptide yio
kabe onueio Babpovountn. AmoppiyTe TIg EUPAVEIS U1 ATOSEKTEG TILES.

4. Tw ™V KoTookevy TG KopmdAng Pobuovounong eivar Suvatd v
xpnoworomBovv eniong pébodot pe tn Ponbdeta nAeKTPOVIKOD VITOAOYIOTY.
Edav ypnowonoeitor avtopatn enelepyncio omoTEAEGUATOV, GUVIGTOTOL
TPOCUPLOYT KOUTVANG AOYIOTIKNG GUVAPTNONG 4 TUPAUETPOV.

5. Me avayoyq tov twov tev derypdtov (B/BO (%)), mpoodiopicte Tig
ovykevipooelg C peptidel Towv detypdtov and Ty kopmdin Pabuovounonc.

6. T kdBe TPocdlopIoO, TPEMEL VO EAEYYETOL TO TOGOGTO TOV GUVOAKOD
yvnBé mov deopevetat amovoio Tov un onuacpévov C peptide (BO/T).

XII.  TYINIKA AEAOMENA

Ta axohovBa dedopéva mpoopiloviar pOVo ®g Topadelypo kot dev mPEMEL Vo
APNOYLOTOLOVVTOL TTOTE AVTE TG KAUTVUANG Bafpovounong mpayHatikov xpovov.

C-peptide cpm B/Bo (%)
Kpovoeg tov yvndém 121 ("total”) 75295
Bafpovountg 0,0 pmol/ml 17690 100,0
0,09 pmol/ml 14319 80,9
0,29 pmol/ml 11618 65,7
0,95 pmol/ml 6534 36,9
2,98 pmol/ml 3361 19,0
9,94 pmol/ml 1379 7,8

XIII. AIIOAOXH KAI IIEPIOPIZMOI1

A. ‘Opro aviyvevong
YropMibnkav og mpocdiopiopd gikoot pndevikoi Pabuovountés pali pe
£vo, 6UVOLO ALV Babpovountov.
To 6plo aviyvevong, opilOHEVO ®G 1M (QOLVOUEVIKY GLYKEVTIp®ON 600
TUTK®OV OTOKMoE®Y KAT® 0omd TIC HECEC KOTUUETPNOELS 0 WUNOEVIKN
déopevon, nrov 0,04 pmol/ml.

B. Ewwétmra
To m0606TH S10UGTAVPOVHEVNG OVTIdPAUOTG, TOV LITOAOYILETON [E GVYKPLON TNG
GUYKEVTPOONG TOL aodidel avactoAn 50%, sival avtictoyo:

A. OpBoTTO

AOKIMAZIA APAIQXHX
Agiypa Apaioon OepNTIKN) MetpnOsica
GUYKEVTP O] GUYKEVTP O
(pmol/ml) (pmol/ml)
0pog 1/1 - 6,99
1/2 3,50 3,04
1/4 1,75 1,56
1/8 0,87 0,80
1/16 0,44 0,46
1/32 0,22 0,28
1/64 0,11 0,07
Ta deiypora apardOnkay pe undevikd Boadpovountr.
AOKIMAZIA ANAKTHXIHX
Agiypa Mpootedeic AvaxtnOgig AvaxtnOsig
C peptide C peptide (%)
(pmol/ml) (pmol/ml)
opdg 0.14 0.14 100
0.17 0.19 112
0.22 0.22 100
0.39 0.44 113
1.14 1.12 98
3.14 3.02 96

ZUVTELEOTNG UETOTPOTNG:
An6 ng/ml oe pmol/ml:  : 3

E. Msoodwaotnua petagd g owavopng teievtaiov Padpovounti) ko
dsiypotog
Onwg eaivetar o KAT®, 1N Svoun TV JEYUATOV TPETEL Vo YivETUL
evtog dlooThuatog 15 Aemtd®v TO pEYIOTO UETG TN SVOUT  TOL

Bobuovounty.
MEZOAIAXTHMA
Opég 0’ 5’ 10’ 15’ 20° 30
pmol/ml
Cl 0,66 0,53 0,55 0,61 0,52 0,41
2 227 2,14 2,58 1,90 1,79 2,07

Evoon Awotavpodpevn avtidpaon
(%)
BroouvvOetiki] avBpdmivn mpoivoovdivn 5,6
AvOpdmvo yhvkayovo -
AvOpdTIVN tvooLAivn -
T. Axpipara
AKPIBEIA I'TA TON IAIO AKPIBEIA METAEY
ITPOXAIOPIZEMO ATA®OPETIKOQN ITPOXAIOPIZTMON
Opog N | <X>zT.A. Z.A. Opog N <X>=+T.A. Z.A.
(pmol/ml) (%) (pmol/ml) (%)
A 24 0.28+0.03 10.7 A 21 0.28+0.03 10.7
B 26 1.21£0.04 | 33 B 21 1.12£0.11 9.8
C 24 0.18+0.01 5.6 C 22 0.17+0.02 11.8
D 24 0.68+0.04 | 5.9 D 22 0.65+0.05 7.7
E 24 1.60+0.11 6.9 E 22 1.68+0.12 7.1

T.A.: Tomkn amokAion, X.A.: ZovteheoThg dtakdpovong

XIV. EXQTEPIKOX IIOIOTIKOX EAETX0X

- Edav ta amoteléopato mov Aappavovor yio Tov opd eAéyxov 1 B/kon tov
0pd eXéyyov 2 de Bpiokovtal evtog Tov TEdiov THdV Tov Kabopiletar otnv
eTikétoe  TOv  QuoMdiov, To  amotedéopato  dgv  eivar  dvvotd Vo
xpnoyomomBovv, exktog dv Exel dobei kavomomtikny e€qynon yo Ty
ACVUP®VICL.

- Eav eivon embounto, kdbe epyootnplo umopei va dnpuiovpynoet to Sk
Tov peiypota detypdtov edéyyov (pools), Ta omoia Tpémet va dtotnpodvTol
KOTEYVYUEVE 6E KAAOUATO/SO0ELS pag xpiong.

- Ta kpreipro. amodoyns yio ™ dopopd peta&h Tmv SIMAMY TOTEAECUATMV
tov dsiypdtov 0o mpéner va Pacifoviar oe opbég epyaoTnplokég
TPOKTIKEG.

XV. TIMEX ANA®OPAX

O tipég avtég mapéyoviar pdvov wg odnyds. Kabe epyoaotipio Ba mpénetr va
Kab1EpOOEL TO S1KO TOV TESIO PLUOLOLOYIKDV TIHDV.

g (o opddo 79 pUGIOAOYIK®V 0TOH®Y, 1) HEGT) GLYKEVTPOGT TOL avBpdrivoy C-
mentidiov Ppédnke ot Nrav 1,02 pmol/ml (medio Twdv pe Pdon T
gkatooTuopLo. amod 2,5% éwg 97,5%: 0,59 - 1,56 pmol/ml).

XVI. IIPODPYAAZEIY KAI IPOEIAOIIOIHXEIY

Acopdieia

Movo yia dtoyveotiky ypfion in vitro.

To Kkt avtd mepigyet 0 2> 1 (Xpdvog quilwnc: 60 Nuépec), o padievepyli ovoio
1 omoia ekméumet 1oviCovoa aktivoforio X (28 keV) kot y (35.5 keV).

Avtd 10 podievepyd mpoidv givar dvvatd vo petapepbei ko vo xpnotporomdei
puovo amd e€ovorodomuéva drtopa. H ayopd, @vra&n, ypnon kot avioilayn
padIEVEPYDV TTPOIOVIMV VIOKEWVTOL oTN vopobesic ™G xdpag Tov TEMKOD
xpnotn. Xe kapio mepintmon dev mpémet va yopnyeital To Tpoidv oe avlpmdnovg
L{oa.



Olog 0 yepopds TOL poadievepyod VAIKOD Oo Tpémel vo exTEAEiTOL OF
KaBOPIoUEVO XDPO, HOKPLEL 0O XDPOVS TAKTIKNG S1EAEVLONG. XTO EPYACTIPLO
TPEMEL VaL LT PEiTOL MUEPOLOYIO Yiar TV Tapodafr| Kot T @OAAEN padIEVEPYDV
VAKOV. EEomAopog kot yudAive oKebn Tov gpyaoctnpiov, Ta onoia Oo propovcav
vo. poAvvBovv pe padievepyég ovoieg, Oo mpémel vo puAdocovtal og EgYmploTod
ADOPO Y10 TNV TPOANYT EXLLOAVVONG TOV SOPOPDY POSLOIGOTOTMOV.

Tuydv S1appoég padievepydv VYPOV TPEREL Vo, Kabapilovtat apécmc GOUPOVO. LE
T1g dadkooisg acparelog amd padievépyela. Ta padievepyd amopAnta Tpémet va
ATOPPIRTOVTOL GOUPMOVO LE TOVG TOTIKOVG KUVOVIGHOVG Kot TIG KOTELOLVTAPLEG
odnyieg Twv apydv mov £xovv dikatodocio. oto gpyactipro. H thpnon tov
BOooIKOV KOvOV®V Ao QAAELNG 0O PASIEVEPYELD TAPEYEL ETOPKT TPOCTUCTOL.

Ta cvotatikd avBpdTIvoV aiparog Tov TEPIAAUPAVOVTAL 6TO KIT QUTO £YOLV
eleyyBel pe pebodovg eykekpuyéveg oy Evpodnn Bk and tov FDA kot éyet
Swumotmbel 6T givan apvnTikd g mpog v mapovoio HbsAg, avii-HCV, avti-
HIV-1 kot 2. Kopio yvootry pébodog dev eivar dvvatd va mopéyel minpn
Slac@diion 0Tt Tapdywya Tov avlpdrivov aipatog de Oo petaddoovy nratitida,
AIDS 71 dMleg howméelc. Emopévag, o yepopdg aviidpaotnpiov, detypdtov
0po¥ N Thdopatog Oo Tpémel vo yivetar cOUPOVO UE TIG TOTIKEG dladikacies mepi
ACPOAELOG.

Oha o Cod Tpoidvto Kot mapdywyo £xovv cuAieydei amd vy (oa. Ta Posia
GLOTATIKG TPoEPYOVTAL amd YDPeG Omov dev Exetl avapepbei BSE. TTop' OA' avtd,
ovotatikd mov mepiEyovy Lwikég ovoieg Ba mpémer vo avtetonifovior g
SVVNTIKAOG LOAVGHOTIKG.

Amopehyete  omoladNmoTe  €maPN)  TOL  JEPUOTOC  HE  OVTIOPACTIPLOL
(xpnowonoteitor olido tov vatpiov ®g cvvtnpntikd). To alido oo KIT AWTO
evOE eTOL VoL avTIOPAoEL e LOAVPO Kat YOAKO TV VIPAVAMKDV COAVAOCEMY KoL
Vo, oxnpotiost pe tov Ipomo avtd Waitepo exkpnrtikd alidio petddlov. Kot
S1dpkeln, Tov PHHOTOG TAVONG, EKTAVVETE TNV OTOYETEVOT UE HEYOAN TOCHTNTO
VEPOL, Yo TNV TPOANYN TUY OV cvocdpeVoNS alidiov.

Mnv konvilete, unv mivets, unv TPOTE KOl U1 XPNOLLOTOIEITE KAAADVTIKG GTO
AOpo epyociog. Mnv Savépete pe TIETO YPNOYOTOIOVTOG TO OTOUO GOG.
XpNOUOTOLEITE TPOCTUTEVTIKO POVYIGUO KoL YOVTLLL OGS XPTONG.
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XVIIT. ITIEPIAHYH TOY IIPQTOKOAAOY
KPOYZEIZ BAGMONO AEII'MA (TA)
"TOTAL" MHTEX OPOI EAEI'X0OY

ul ul ul
Babpovountég (0 - 100 -
£0¢ 5) - - 100
Astypora, opot 50 50 50
EAEYYOV
Iymbémg
Endaon 3 dpeg o€ Heppokpacio dopatiov
Aoy opiopog - Avappoéenon (1 petdyyon)
Addopa TAvong 3,0 ml
epyaciog Avappoenon (1 petdyyion)
Aoy opiopog
Métpnon Métpnon coinvapiov eni 60 devtepoienta
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IIpoueTeTe meUsi MPOTOKOJ NMPeEIN yOTpeda

C-PEP II-RIA-CT

|. YIIOTPEBA

PanuionMyHHO H3ClienBaHEe 32 KOJNMYECTBECHO M3MEpBAaHE in Vitro Ha ChIbpKaHHETO Ha doBemku C-
MIENTHUJI B CEPYM.

Il. OBLIA HH®OPMALIUA

A. IlaTeHTOBaHO MMe: DIAsource C-PEP II-RIA-CT Kit

B. Karanosxken Homep: KIP0409: 96 Tecta
KIP0408: 4 x 96 Tecta

C. IlpousBeneHo ot: DIAsource ImmunoAssays S.A.

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

3a TexHUYeCKAa MOMOLI UM MOPBbYKa:
Tea.: +32 (0)10 84.99.11 ®axc: +32 (0)10 84.99.90

1. KIHHHUYEH IIPEIJIE]]

A. DBuojJornyHa akTUBHOCT

HHCYTMHBT ce CHHTe3upa B OeTa-KICTKUTE Ha JIaHrepXaHCOBUTE OCTPOBU KaTO MOJICKYNa-IpeKypcop,
HpOI/IHch'II/IH. B CereTOpHI/ITe I’paHyJ'II/I Ha 66Ta-KJ'IeTKI/ITe HpOI/IHch'II/IH’LT ce pa3z[en${ Ha I/IHch'II/IH nu
31-aMI/IHOKI/ICCJ'H/IH6H ICITUA, Hapequ CB’LpSBaH_[ IernTua Uin C-HCHTI/IZ[. I/IHch'II/IH’LT nu C-HCHTI/IZ[’LT ce
CereTI/IpaT B eKBI/IMOJ'IapHI/I KOJIM4YeCTBA. Hopazu/l ITIO-TOJICMMUAIAT HOJ'Iy)KI/IBOT Ha C-HCHTI/II[a, 06aqe,
HEromwarTa Inia3MEcHa KOHLIEHTpaL[I/IH € I10O-BHUCOKa OT Ta3u Ha I/IHch'II/IHa.

OHpeI[eJ'IfIHETO Ha cwmpmamnﬂ CC B IJi1asMaTta C-HCHTI/IZ[ I103BOJIsIBA I/ISB’I)pIJ_IBaHeTO Ha KOJIMYCCTBCHA
OILICHKAa Ha HpOI/ISBe)KZ[aHI/IH CHIOI'CHCH I/IHch'II/IH, )Z[OpI/I nu HpI/I aI[MI/IHI/ICTpI/IpaHe Ha CK30I'CHCH I/IHch'II/IH
NIn HpI/I HaJIM4YUEC HaA HI/IpKyJ'H/IpaIJ_[I/I aHTI/I-I/IHch'II/IHOBI/I aHTUuTeJAa.

HCH_IO IIOBCYC, C’I)Z[’I)p)KaHI/IeTO Ha C-HCHTI/IZ[ B ypI/IHaTa € HaACXKICH HHIACKC 3a HpOI/ISBe)KZ[aHI/IH
I/IHch'II/IH, KOratTo B3HMMAHETO Ha Kp’LBHa np06a c prZ[HO NI Korato TpHGBa Jaa ce HaHpaBI/I
HUHTErprupaHa OIICHKAa Ha CCKpELUATa Ha C-HCHTI/II[ 3a I€puo OT HAKOJKO 4Yaca.

B. KiaunHuYHM NpHJIOKEHUS
Ananu3 Ha QpyHKIMATA HA OCTATHYHUTE OeTa-KJIETKH IIpU AMadeT ¢ MHCYJIMHOBA Tepamus
Jlerexnus v HaOJIr0JaBaHe HA peMHUCHOHHATa (a3a npu quader T I
[omorien ananu3 Ha AudepeHIratHaTa TMarHoCTHKa Ha auadeT tui | (MHCYIMHO3aBUCUM) U
tun 11 (HeMHCYTMHO3aBHUCHM )
JlnarHocTuka Ha MHCYJIMH-MHAYIMpaHaTa (allinBa XUIOTITHKEMHSI
[Toamomarane Ha TMarHOCTHKATa HA MHCYJIMHOM (M3CIIeIBaHE Ha UHCYIMHOBATA CYNPECHUs)
Kpurepwmii 3a nporaosupane Ha U3Xoa oT OpEMEHHOCTTA MPHU JKEHH, CTPaJally OT JruadeT
OmnpezessiHe Ha CEKpeIMsATa Ha WHCYJIMH TPH 3a00JIABaHe HA YSPHUS IPO0
CrneneHe Ha MaHKPEATEKTOMUU

u



\V. HDPHHIHUIIH HA METO/JA

OnpeeneHo KONMuecTBo HaToBapeH ¢ ‘21 TuposuH C-TENnTH ce KOHKYpHpa ¢
nouiexamss Ha wu3MepBaHe C-menTua OT 1poOHTE, KOHTPOJIHUTE WK
KanuOpaTOPHUTE 32 ONPEAEICHO KOJIMYECTBO LICHTPOBE Ha CHELU(UIHY aHTHTENA,
UMOOHMIM3HPaHK HA CTEHHTE Ha IMOJMCTHPOJIOBH erpyBeTkd. He e HeoOxomnma
HHUTO EKCTpakius, HUTO Xxpomartorpadpmus. Ciem TpuuacoBa HHKYOAlHMs MpH
cTaiiHa TeMmIepaTypa KOHKYPEHTHATa peakius IpHKIouBa ¢ acrupaius. Cien
TOBa ENPYBETKUTE CE M3MHUBAT ¢ 3 ml W3MHBAIIl Pa3TBOP M OTHOBO CE aCIHUPUPAT.
HavepraBa ce kanmOpalnoHHA KpHBa M CE ONPEACISIT KOHLeHTpauuute Ha C-
nenTua B npobure Ha 06a3aTa Ha MHTEPIOJNALMS HA JO3UTE OT KaJuOpalMOHHATA
KpHBa.

V. H3IIOJI3BAHH PEATEHTH

Pearentn KoamnuecTso KoamnuecTBo IBeTen Ipuroresine
96 TecTa 4 x 96 Tecta KO
Enpyserku,
[ MOKPUTH € aHTH-C- 2x48 8x48 OpaHKeB T'oTos 3a
TeTITU] ynorpeba
Ab 1251 1 dmakon 4 pnaxona YepBeH JobaBere
THOGUITH3HD THOGUITH3HD 6 ml
MPOCJIEAABALLO anu 175 kBq ann 4 x 175 JleCTHIIMpaHa
BEIIECTBO: Tuposun C- kBq BOMA
HEITH]], HATOBAPEH C
%01 (HPLC ckana) BB
docdaren 6ydep ¢
BOJICKH JKEJIaTUH U a3u]
(<0.1%)
1 dmakon 2 makoHa HKBIT Jlo6aBere
Hynee KamuGparop B oMU mohuIH3Up 3ml
YOBEIIKH CEPYM C THMOI au au AccTmpana
BOJIA
CAL N 5 dmakona 10 ¢makona HKBIT JobaBere
Kama6parop -N =1 510 5 mohuIH3up mohuIH3up 1 ml
(BMK TOYHHTE CTOMHOCTH aHK aHK JIeCTUIINPaHa
Ha eTHKeTa Ha (JIakoHHTE) BoOzIa
B YOBEIIKH CEPYM C THMOJ
WASH SOLN CONC | 1 dmakon 4 pnaxona Ka(siB Pa3penere
W3muBarn pasreop (TRIS- 10 ml 10 ml 70x ¢
HCl) JIeCTUIINPaHa
BOJIA
(u3nomn3Baiite
MarHuTeH
ceraparop)
CONTROL | N | 2 akona 4 nakona cpebbpen | Jlobasete
Kontpomn 112 5 mohuIM3up mohuIH3Up 1 ml
aHK aHK JIeCTUIINPaHa
YOBEIIKH CEPYM C THMOI Boxa

3abenexka: 1. Vsnon3Baiite  HyneBHs KanuOpaTop 3a  CEpyMHHTE
paspexiaHus.
2. 1 ng ot xa;mmOpaunoHHuUs npenapat e pasex Ha 1 ng NIBSC
IRR 84/510

VI. CPE/ICTBA, KOHUTO HE CE OCHT'YPABAT

CrieqHuTE MaTepHay ca HeOOXOANMH, HO HE CE OCHTI'YpsIBAaT B Habopa:

1. Jlectunmpana Boga

2. Tuneru or: 50 ul , 100 pl u 1 ml (npenopbuBa ce H3MOI3BAHETO Ha
IPELU3HU MTUIETH ¢ HAKPAHULH 32 eJHOKpaTHA yroTpeda ).
IMonucTHPOIOBY ENPYBETKH 3a eAHOKpaTHa ynoTpeba (12 x 75 mm)
3aBUXPSIL CMECUTEN

MarnuTeH cenapaTop

5 ml aBromaTnyHa cupunioska (tun Cornwall) 3a u3MuBaHe
AcnupannoHna cucrema (1o u3bop).

BesikakbB rama Oposiu, KOHTO MOXKe 13 H3MEPU yHOTPEOCHOTO KOJIMYECTBO
'] (MunnManen kanamurer ot 70%)

PN kW

VII. IPUTI'OTBAHE HA PEATEHTA

A. Kammuoparopu: PexoHcrutyupaiite HyneBust kamubOparop ¢ 3,0 ml
JIeCTHIINpaHa BOJa, a ocTaHaIuTe Kanubparopu ¢ 1,0 ml nectuimpana Boza.

B. Kontposn: Pexoncrurynpaiite kontposute ¢ 1,0 ml necrunmpana Boga

C. [IlpociuensiBamo BemecTBO: PexoHctutympaiite Ttpeiicepa ¢ 6,0 ml
JIECTUIIPaHa BOJA.

D. PaGoren usmuBaul pastop: Iloarorsere ajgekBateH ob6em OT pabOTHHMS
M3MHBAILl Pa3TBOP 4pe3 AobaBsiHeTO Ha 69 obeMa aecTuiMpaHa Bojga KbM 1
ob6eM ot u3MuBanms pa3teop (70x). M3mnosns3BaiiTe MarHUTEH ceraparop, 3a
na  xoMmoreHusupate. M3xBbpiieTe HEYNoTpeOEHOTO KOJMYECTBO OT
PabOTHHUSI K3MHBAILL PA3TBOP B Kpasi HA JACHS.

VIII. CbXPAHEHHE H CPOK HA I'OJHOCT HA PEATEHTHTE

- Benuky KOMIIOHEHTH Ha KMTa ca CTaOMJIHY [0 JaTaTa Ha CpOKa Ha FOJHOCT,
MOCOYEH Ha OMaKOBKaTa, IPU TeMIiepatypa Ha cbxpaHenue ot 2 °C go 8°C
IPEAU OTBAPSHE MIIM PEKOHCTUTYUPAHE.

- Cren pasTtBapsiHe, TPEWChpPbT / MPOCIESBALIO BewlecTBo/ TpsiOBa jaa ce
U3M0J3Ba He3abaBHO WIIM Jla Ce ChXpaHsBa mpu Temmneparypa - 20°C 1o
atata Ha Cpoka Ha TOAHOCT.

- Cren pastBapsiHe KalMOpaTOPUTE M KOHTPOJMTE Ca MHOTO HECTaOWIIHH,
U3M0M3BaiiTe I'm He3abaBHO ciex pasTBapsiHe. [IpH MO-IPOABIDKUTENHU
nepuoau Ha CbXPaHCHHUE TpﬂﬁBa Ja C€ MNPUTOTBAT aJIMKBOTH MU Ja C€
cexpansBar npu —20°C 3a He mnoBede oOT 3 Meceua. M36sraaiite
HOCIIEBALIMTE [IUKJIN Ha 3aMpa3siBaHe - pa3MpassiBaHe.

- Ipsicho mnpurorBeHuss PaboTeH wu3MuBall pa3TBOp TpsiOBa na Obae
M3IM0JI3BAH CHLIUS JACH.

- IlpoMenn BBB (U3MYECKHS BHJ HAa pEAreHTHTE HA KUTAa HHAMLMpAT
HECTaOMITHOCT MITH HETOJHOCT.

IX. CBBUPAHE HA ITPOFUTE H OBPABOTKA

CepyMbT TpsiOBa fa ce cbXpaHsBa Ipu Temiepatypu 2-8°C.

AKO TecTbT HE C€ HamlpaBd B paMKUTE Ha 8 uyaca, ce HpernopbysBa
CcbXpaHeHue npu remmneparypa -20°C.

W36srBaiiTe nmocieaBaliy KM Ha 3aMpa3siBaHe-pa3MpassiBaHe.

X. MPOLEAYPA

A. OO des1eRKH

He u3nonspaiite kuta WM KOMIIOHEHTHTE My CJIe]] AaTaTa Ha U3THYaHE CpOoKa Ha
rogHoct. He cmecBaiite MaTtepuanu OT pasiuyHuM naptuau kurtose. Ilpenun
ynotpeba ocTaBere BCHYKU PEarcHTH Ha CTaiiHa TemiiepaTypa.

BHUMATEIHO CMECBalTe BCHYKH PEArcHTH C MPOOHUTE 4Ype3 HEKHO pakiiallaHe
WM BBPTEIMBO pa3MecBaHe. 3a Ja W30er€ere KpbCTOCaHa KOHTAMUHALMS,
M3I0JI3BAlTE YMCT NMUIICTEH HaKPalHHK 3a eHOKpaTHA yrnorpeda 3a 100aBsiHEeTO
Ha BCEKU PEArcHT KbM ChOTBETHATA NPoba.

Bl/lCOKO NPEUU3UPAHUTE MMUNETA WM ABTOMAaTUYHUTE IMUIICTHU 614xa 1'10}106]31/[,1'11/[
ToyHoctTa. ChoOpassiBaiiTe ce ¢ BpEeMETO 3a HHKyOanusl.

IMoarorsere KanMOpaLOHHA KPHBA 33 BCAKO M3MEPBAHE U HE W3I10J3BaiTe JaHHH
OT NPEANIITHU U3MEPBaHUs.

B. IIpoueaypa

1. OsnHauere jaBe IO JBE IIOKPUTHTE CHPYBETKM 3a BCEKH KaauOpaTop,
KOHTpOJIa 1 1po0ba. 3a onpezesiHe Ha o0wust Opoi UMITysicH, o6o3Hauere 2
HOPMAJIHH EIPYBETKH.

2. Pasknartere 3a KpaTKO BpeMe KauuOpaTopuTe, KOHTPOIHMTE U IPOOHTE M
pasmnpenenere mo 100 pl ot BCSIKO B CbOTBETHHTE CIPYBETKH.

Ta3u onepanusi TpsAdBa Aa ce M3BBPIIM B PAMKHTE HAa 15 MUHYTH.

3. Pasupenenere 50 pl Tuposun C-nenTui, HATOBApeH C 'O BBB BCSKA
eNpyBETKa, BKIIOYUTEIHO B HEMOKPUTHTE ENPYBETKH 3a 00LIOTO
npedposiBaHe.

4.  Pasiatere H&KHO ¢ pbKa KOHTEHHepa ¢ CHPYBETKHTE, 3a Ja OCBOOOIHTE

BCSIKO OCTAaHAJIO BB3IYIIHO MEXypUe.

WukyOupaiite 3a 3 yaca rpu crailHa TeMIeparypa.

6.  Acnupupaiite (WM NpenenTe) ChIbPKAHUETO HAa BCsIKA erpyBeTka (OCBEH
CNPYBETKUTE 3a OMpelessiHe Ha obus Opoil mmiyiick). YBepere ce, 4ye
IUIACTMACOBHAT Kpail Ha acmuparopa IOCTMra IHHOTO HA MOKpHUTaTa
eNpyBeTKa, 32 a MOXKE [1a OTCTPAHHU LSUIaTa TEIHOCT.

7. Uswmmiite enpyBetkute ¢ 3 ml PaGoren Pa3tBop 3a wu3muBaHe (c
M3KJIIOYeHHE Ha o01us Opoil) u actupupaiite (wu npeneiite). U30sraaiite
pasrieHBaHe 110 BpeMe Ha jgo0aBsiHeTo Ha PaGoTHus Pa3TBop 3a M3MHUBaHe.

8. OcraBere enpyBeTKUTE B M3IPABEHO MOJOKEHUE 3a JIBE MUHYTH U
acIHpUPaiTe OCTAHAINTE KAIKH TEIHOCT.

9.  Oruerere enpyBeTKUTe B ramMa Oposid 3a 60 CeKyHIH.

W

Xl. H3YHCIIABAHE HA PE3YJIITATHTE

1. H3uucnere cpeaHOTO apUTMETHYHO HA PE3YJITATUTE, OJYYEHHU OT JBE IO
JIBE EIIPYBETKUTE.

2. V3uucnere cBbp3BaIlaTa PagMOAKTUBHOCT KAaTO MPOLCHT OT CBBP3BAHETO,
onpejielieH NpH HyJeBarta KanuOpanponHa todka (0) cropen cieaHaTa
dhopmyia :

3. V3nom3Baiiku 3 nukiIMyHa ceMH-nIorapuTMuaHa i logit-log rpaduuna
xapTusi, Hanecete (B/B0(%)) croitHOCTUTE 32 BCsiKa KaTHOpalMoOHHA TOYKA
kato (yHkuus Ha C-enTH KOHLEHTPALUsTa Ha BCSIKA KaTHOpalnoHHa
TOYKa. OTXB”pr'leTC OYCBHIHUTEC OTKJIOHCHHU. .



B/BO0 (%) = 6poii (Kanubparop u npoba) x 100

D. Tounoct

6poii (Hyses Kanubparo) TECT C PASPEXXIAHE
ITpoda Paspexnane Teopernuna H3mepena
4.  KOMMIOTBPHO acHCTHPaHH METOIM CBILO MOraT Aa ObaT M3IOJIBAHH, 32 a KO?:::]T/E::SM KO?;;*;T/E::SM
ce MOCTPOH KaanOpalMoHHATa KpUBa. AKO ce H3M0J13Ba aBTOMATHYEH METO.
Ha 00paboTKa Ha pe3yaTaTHTe, ce IPernopbyBa MOAXOsIA 4-TapaMeTpoBa Cepym 11 R 6,99
JIOTUCTUYHA KPUBA. 172 3,50 3,04
5. Upes unrepnonauus Ha (B/BO (%)) croiiHocTHTe OT IpodaTa ce OnpeaesT 1/4 1,75 1,56
C-nenTuj KOHIEHTPALMUTE Ha TPOOUTE OT KaanOpalnoHHATa KPHBA. 18 0,87 0,80
6.  IIpoumeHTHT Ha OOIIOTO HPOCIEASBALIO BELIECTBO, CBBP3AHO MPH JIUIICA HA 1/16 0,44 0,46
HeHnaroBapen C-mentun (BO/T), TpsibBa nma ce mnpoBepH 3a BCSKO :;éi g’ﬁ g%i
U3CJIeBaHe. ’ ’
IIpoGure 6s1xa pa3peieHu ¢ HyJIeB KalubpaTop
XIl. XAPAKTEPHHU JAHHHU
BB3CTAHOBUTEJIEH TECT
JlaHHHTE, H3JI0XKEHHU MTO-JI0JTy Ca CaMO 3a HJIIOCTpALUs ¥ HUKOra He OuBa jaa ce Ipo6a TloGasen C- BuicTaHoBen BuicTaHoBeH
U3I0JI3BAT BMECTO HCTHHCKATA KaJIMOpallnOHHA KpUBa. MenTux C-nentun (%)
(pmol/ml) (pmol/ml)
C-nentupg cpm B/Bo (%) CepyM 0.14 0.14 100
0.17 0.19 112
O6u 6poit 75295 0.22 0.22 100
0.39 0.44 113
Kamu6parop 0,0 pmol/ml 17690 100,0 1.14 1.12 98
0,09 pmol/ml 14319 80,9 3.14 3.02 96
0,29 pmol/ml 11618 65,7
0,95 pmol/ml 6534 36,9
2,98 pmol/ml 3361 19,0 KonBepcroneH hakrop:
9,94 pmol/ml 1379 7.8 Or ng/ml o pmol/ml : : 3

XU . A3IITBJIHEHHE H OTPAHHYEHUA

A. OnpeneJsieH TUMUT

JlBanecer HyseBH Kanubparopa ca OMIM M3MUTaHHU 3a€[HO C KOMIUICKT OT APYr'H
kamubpatopu. OnpeneneHus JIMMHT, Ae(pUHAPAH KAaTo sIBHATA KOHLEHTPALHS HA
JIBE CTAHIAPTHHU OTKJOHEHHs HaJl CPeIHUsI OpOii MpH HYJIEBO CBbp3BaHE, € OWII
0,04 pmol/ml.

B. Cnenn¢gununoct
IIpoueHThT Ha KpbCTOCAHA pEAKLUMs, MPELEHEH 4Ype3 CpaBHSABaHE C
KOHILIeHTpauusTa npu 50% noTrckaHe, € CbOTBETHO:

C'belll/lHeHl/le Kp'bcTOcaHa PEAKTHBHOCT
(%)
BuocuHTETHYEH YOBEIIKU TPOUHCYIIMH 5,6%
YoBewUIKHU III0KaroH -
YoBeLIKN UHCYIINH -
I'. Ipenusnoct
110 BPEME HA N3ITUTBAHETO MEXAY U3IIMTBAHETO
Cepym | N | <X>xSD cv || Cepym | N <X>SD cv
(pmol/ml) (%) (pmol/ml) (%)
A 24 028+0.03 | 10.7 A 21 0.28+0.03 10.7
B 26 1.21+£0.04 | 33 B 21 1.12£0.11 9.8
C 24 0.18+0.01 | 5.6 C 22 0.17+0.02 11.8
D 24 0.68+0.04 | 59 D 22 0.65+0.05 7.7
E 24 1.60+0.11 | 6.9 E 22 1.68+0.12 7.1

SD : Crangaptro otkioHenune; CV: KoeduuneHnT Ha Bapuanus

1. 3akbcHeHHe

Kakro e mokasaHo 1o-joiy, pe3yiaraTuTe OT M3[MHTBAHETO OCTAaBAT TOYHH JOPH
Koraro npobara e pasmpenencHa 15 MHHYTH ciiell KaTO KajiuOpartopbT € Oui
J100aBEH KbM [OKPHTATA EIPYBETKA.

3aKkbCHEHNE
Cepym 0’ 5 10° 15’ 20° 30’
pmol/ml
Cl 0,66 0,53 0,55 0,61 0,52 0,41
C2 2,27 2,14 2,58 1,90 1,79 2,07

XIV. BBTPELIEH KAYECTBEH KOHTPOJI

- Ako pesynratute, nonydenu 3a Konrtpona 1 w/mmm Konrtpona 2 He ca B
paMKUTE Ha HHBOTO, YKa3aHO Ha €THKETa Ha (JIaKoHA, TO PE3YJITATHTE He
Morar Aa ObJaT M3MOJI3BaHH, OCBEH aKO HE Ce PEIOCTaBH 33aI0BOJIUTEIHO
00sICHEeHHE HA TOBa HECHOTBETCTBHE.

- Ilo sxenaHue, Besika J1abOpaTOPUsl MOXKE Jla CH HalpaBH COOCTBEH KOMILIEKT
OT KOHTPOJIHH NPOOH, KOUTO TPSOBa [1a ce ChbXPaHsIBAT 3aMpPa3eHH B KPaTHH
CbOTHOILICHHUSI.

- Kpurepunte 3a mpueMaHe Ha pa3iukaTta OT ABOWHUTE pe3ysNTaTH Ha
npodute TpsiOBa jaa ce onupat Ha JloOpara JlabopatopHa ITpakTuka.

XV. PEQEPEHTHH HHTEPBATH

CTOlHOCTHTE, II0Ka3aHU MO-/0Jy, Ca HPEAOCTABEHH CaMO 3a HAIIBTCTBHE; BCSKA
nabopaTopusi TpsOBa Ja yCTAHOBH CBOM COOCTBEH HOpMaJieH 00XBar Ha
CTOHHOCTH.

B rpyma or 79 HopMamHH cyOeKkTa H3YMCICHATa CpEAHAa CTOMHOCT Ha
KOHLeHTparuaTa Ha 4oBewmku C-mentug 6e 1.02 pmol/ml (a aumanma3oHsT - OT
2.5% 10 97.5%: 0.59 - 1.56 pmol/ml).

XVI. IIPEJITA3SHH MEPKH U IIPE/]YIIPEK/ITEHHA

Be3onacnoct

Camo 3a in Vitro quarsocruka.

To3u HabOp ChaBpxKA 125 (nonyxuBot: 60 nHu), emutHpain ionusupamm X (28
keV) uy (35.5 keV) ibueHmust.

To3u paanoakTHBEH MPOAYKT MOXKE Ja Ce IPEeHacs M Ja Ce U3IO0J3Ba CaMoO OT
OTOPH3MpPAHU JMI[A; IOKyNKaTa, ChXPaHCHHETO, ymoTpebaTa M pa3MsHarTa Ha
PaJMOaKTHBHU MPOAYKTH ca MPEIMeT Ha 3aKOHOJATEeJICTBOTO HAa JbpikaBara, Ha
KpaiiHus nmotpebuten. To3u npoaykT He OMBa B HUKAKBB CIydail 1a ce mpuiara
Ha XOopa HJIk )KUBOTHHU.

bopaBeHeTo ¢ paanakTHBHHS HPOAYKT TPsiOBa [1a ce M3BHPLIBA B OHpe/eiicHa 3a
LIeJITa TEPUTOPUSL, Jajied OT PEery/sIpHU 30HM Ha NpeMuHaBaHe. B maGoparopusita



TpﬂﬁBa Ja c€ noaabpKa AOHECBHUK 3a II0JIy4aBaHETO W CBXPAHCHHETO Ha
pasMoaKTHBHUH MaTepuanu. JlaboparopHaTta eKMIMPOBKA M CTBKIAPHUs, KOHTO
Morar Ja 0bJaT KOHTAMHHHPAHU C PaJHOAKTUBHHU CyOCTaHINH, TPs1OBa aa Obaar
OTHCNCHH C el fAa ce H30erHe KPbCTOCaHa KOHTAMHUHALMS C Pa3IndHH
PaZMOU30TOIH.

BesikakBH  pafiMioOaKTHBHM HPBCKH TPsiOBa 1Oa ce IOYMCTBAT He3abaBHO B
CHOTBETCTBHE € MPOLEAYPUTE 3a pajualioHHa Oe30macHOCT. PagnoakTHBHHTE
oTmagblM TpAOBa 1a ce U3XBBPILIT, CIEIBAKH MECTHHTEC HapeabH U
PBKOBOJICTBA HA BIJIACTHTE, YIPAXKHABSAIM IOPUCAUKIHATA, HAJ JabOpaTOPHUTE.
IlpuaspkaHeTo KbM —OCHOBHHUTE MpaBWiIa 33 PaJMIMOHHA OE30MaCHOCT
OCHI'YpsIBaT a[JeKBaTHA 3aIlHTa.

YoBeUIKUTE KPHBHH KOMITOHEHTH, BKJIIOYEHH B KUTA, ca OWJIM TECTyBaHH 4pe3
onobpenn ot Espomneiicku n/mmn FDA (AMepHkaHCKa areHIys 10 XpaHHTE H
JIeKapcTBaTa) METOIM M ca JanM oTpuuareneH pesyntar 3a HbsAg, antu-HCV,
antu-HIV-1 u 2. Hama u3BecteH MeToj1, KOWTO J1a 1aBa II'bJIHA rapaHlMs 3a TOBa,
4ye YOBELIKUTE KPBbBHU jaepuBatd He npeHacsart xenatut, CIIMH wm npyru
uHpekunu. ETo 3a1o, 60paBEeHETO ChC PEareHTHTE, CEPYMHHUTE WIIH IIa3MEHHUTE
1podu TpsioBa aa Ob/e B ChOTBETCBHE C MECTHHTE MPOLIEAYPH MO 6€30I1aCHOCT.
Benukd JKMBOTHHCKM TPONYKTH W JACpHBATH ca OWiM CcbhOMpaHH OT 3ApaBH
JKUBOTHU. BOJICKMTE KOMIIOHEHTH ca ¢ IPOMU3X0J OT cTpaHu, kbaero BSE (Boicka
cepyMHa eHuedanonatus) He ¢ Ouia ycraHoBsiBaHa. HesaBucumo oT ToBa,
KOMITOHEHTHTE, ChIbPXKAIIN KUBOTHHCKHA CYOCTaHIIMH TPOBa 1a ce TpEeTHpaT
KaTo MOTCHIIMAJIHO l/lH(beKLll/l03Hl/l.

W30srBaiiTe KakbBTO M Ja OWJIO KOXKEH KOHTAKT C pearcHTUTe (ChIbpiKaT
HATPHEB a3MJ KaTO KOHCEPBAHT). A3UIBT B TO3H KUT MOXE [ja pearupa ¢ 0JI0BOTO
U ME€ATa BbB BOAOIPOBOJHHUTE MHCTAJALlMM KAaTO IO TO3UW HAYMUH CC MoOJy4daBaT
CHJIHO €KCIUIO3MBHM MeTayHM a3uau. Ilo BpeMe Ha M3MHMBHUS €Tal, NPOMHUHTE
ChC CHJIHA M OOMJIHA CTPYsl BOJIa KaHAIIM3alMsITa, 3a jJa u3bernere GopMupaHero
Ha a3uu.

He nyuwiere, He mnuiiTe, HE SDKTE M HE CH Cllaraiite Ko3MeTHKa B paboTHaTa
Teputopus. He munetupaiite ¢ ycra. M3non3saiite 3aiuTHO 00JIEKI0 ¥ PHKaBULU
3a eJIHOKpaTHa yrnorpeda.
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XVII. OBOBIEHHUE HA IIPOTOKOJIA
OBLIA IMPOBA (M)
AKTHBHOCT KAJIHBP]ATOPI/I KOHTPOJIN
ul * ul
Kamu6paropu (0-5) - 100 -
ITpo6u, KOHTpOIN - - 100
Tpeiicsp 50 50 50
nkyGaums 3 yaca rpu craiiHa Temneparypa
Cenaparys - acniupupaiite (M npeneiire)
HW3muBaIi pasrop - 3.0ml
Cenaparus - acniupupaiite (M npeneiire)
Bbpoene Oruerere enpyseTkuTe 3a 60 cexyHam

DIAsource karaor Homep:
KIP0409 - KIP0408

P.I. Homep:
1700444/bu

Howmep Ha peBu3us:
110218/1

Jlata Ha peBususi: 2011-02-18



C€

Lzes hele protokollen for brug

C-PEP II-RIA-CT

I.  ANVENDELSESFORMAL

Radioimmunoanalyse til in vitro kvantitativ méling af human C-peptid i serum.

I. GENERELLE INFORMATIONER
A. Indregistreret navn: DIAsource C-PEP II-RIA-CT kit

B. Katalog nr.: KIP0409 : 96 test
KIP0408: 4 x 96 test

C. Fremstillet af: DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue du Bosquet, 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgien.

For at fa teknisk assistance eller bestillingsoplysninger, kontakt:
TIf.: +32 (0)10 84.99.11 Fax: +32 (0)10 84.99.90

1. KLINISK BAGGRUND

A. Biologisk aktivitet

Insulin syntetiseres i beta-cellerne i Langerhans-gerne som et praecursormolekyle, proinsulin. I beta-
cellernes sekretgranula klaber proinsulin til insulin og til en 31-aminosyrepeptid, der kaldes
"Connecting Peptide” eller C-Peptid. Insulin og C-peptid afsondres i a&kvimolare mangder. Da
halveringstiden er leengere, er C-peptids plasmakoncentration imidlertid hgjere end insulins.
Bestemmelse af plasma i C-peptid ger det muligt at vurdere den endogene insulinproduktion, selv hvor
der er samtidig eksogen insulinadministration, eller hvor der cirkulerer anti-insulin antistoffer.

Desuden giver bestemmelsen af C-peptid i urin et palideligt indeks for insulinproduktionen, nér det er
vanskeligt at tage blodprever, eller nar der anmodes om en integreret vurdering af udskillelsen af
C-peptid for en periode pa flere timer.

B. Kliniske anvendelsesformal
Vurdering af resterende beta-cellers funktion i diabetes, mens der behandles med insulin.
Registrering og overvagning af bedringsfasen ved diabetes af type 1
Hjelpemiddel til differentialdiagnose mellem diabetes af type I (insulinathangig) og type 11
(ikke insulinathaengig)
Diagnosticering af insulinfremkaldt falsk hypoglykaemi
Bidrag til diagnosen af insulinoma (test af insulinsuppression)
Prognoseindeks af fosterresultat hos gravide kvinder med diabetes
Evaluering af insulinsekretion i forbindelse med leversygdom
Overvagning af pancreatektomi

da



V.

METODENS PRINCI PPER

En bunden mangde '**I market Tyr-C-peptid konkurrerer med C-peptid om at
blive malt som tilstedevaerende i praven eller i kalibratoren til et bundet antal
antistofpunkter, der immobiliseres mod vaggen i en polystyrentube. Der er
hverken brug for ekstraktion eller kromatografi. Efter 3 timers inkubation ved
stuetemperatur afslutter et aspirationstrin konkurrencereaktionen. Dernast vaskes
tuberne med 3 ml vaskeoplosning og aspireres igen. En kalibreringskurve
indtegnes, og prevernes koncentrationer af C-peptid bestemmes ved at interpolere
dosis fra kalibreringskurven.

V. MEDF@LGENDE REAGENSER
Reagenser 96 testkit 4x96 Farve- Rekonstituering
testkit kode
2x48 8x 48 . .
-l' Tuber coatet med appelsin | Klar til brug
i anti C-peptid
Ag 1251 1 4 rod Tilsaet 6 ml destilleret
haetteglas haetteglas vand
lyofiliseret | lyofiliseret
MARKOR: 'PJod mearket | 175kBq 4x 175
Tyr-C-peptid (HPLC grad) i kBq

fosfatbuffer — med
gelatine og azid (<0,1%)

bovin

Tilszet 3 ml destilleret
vand

o Jo] | 0 | 2 |

heetteglas heetteglas

Nulkalibrator i human serum | lyofiliseret | lyofiliseret
og thymol
CAL - 5 10 gul Tilszet 1 ml destilleret
haetteglas haetteglas vand
Kalibratorer - N =1 til 5 lyofiliseret | lyofiliseret
(se de praecise verdier pa
hatteglassenes etiketter) i
human serum og thymol
WASH ‘ SOLN ‘ CONC ‘ 1 4 brun Fortynd 70 x med
heetteglas heetteglas destilleret vand
Vaskeoplesning (TRIS-HCI) 10 ml 10 ml (anvend
magnetomrerer).
2 4 selv Tilszet 1 ml destilleret
haetteglas haetteglas vand
lyofiliseret | lyofiliseret

Kontroller - N =1 eller 2
i human serum med thymol

Bemerk: 1.

VI.

Benyt nulkalibratoren til serumfortyndinger.
2. 1 ng klargjort kalibrator er lig med 1 ng NIBSC IRR
84/510

FORSYNINGER DER IKKE LEVERES

Der er brug for nedenstaende materialer, som ikke medfalger i kittet:

1.
2.

PNk w

SO® B>

Destilleret vand

Pipetter til levering af: 50 ul, 100 ul og 1 ml (det anbefales at benytte
nejagtige pipetter med plasticspidser til engangsbrug)

Tuber af polystyrene til engangsbrug (12 x 75 mm)

Hvirvelmikser

Magnetomrerer

5 ml automatisk kanyle (af typen Cornwall) til vask

Aspirationssystem (ekstra)

Der kan anvendes enhver gammatzller, der kan male '**I (minimumsresultat
70%).

KLARG@RING AF REAGENS

Kalibratorer: Gendan nulkalibratoren med 3,0 ml destilleret vand og de
andre kalibratorer med 1,0 ml destilleret vand.

Kontroller: Gendan kontrollerne med 1,0 ml destilleret vand.

Marker: Gendan markeren med 6,0 ml destilleret vand.
Arbejdsvaskeoplesning: Klarger en passende mengde
arbejdsvaskeoplosning ved at tilsette 69 x destilleret vandmeengde til 1
mangde vaskeoplosning (70 x). Benyt en magnetomrorer til at
homogenisere. Kassér ubrugt vaskeoplosning, nar dagen er omme.

VIII.

XI.

REAGENSERS OPBEVARING OG UDL@BSDATO

For de abnes eller gendannes er komponenterne i alle kit stabile indtil
udlebsdatoen, som ses pa etiketten, forudsat de opbevares ved 2 til 8° C.
Efter rekonstituering skal markeren straks bruges eller opbevares ved
-20°C indtil udlgbsdatoen.

Efter rekonstituering er kalibratorer og kontroller meget ustabile, og skal
derfor bruges straks efter rekonstituering. Til laengere opbevaringsperioder
skal der laves aliquoter, som opbevares ved —20° C i hgjst 3 maneder.
Undgé senere cyklusser med frysning og optening.

Nytilberedt arbejdsvaskeoplesning skal anvendes samme dag.
Forandringer af reagensernes fysiske udseende kan vare et tegn pa
manglende stabilitet eller nedbrydning.

INDSAMLING OG KLARGZRING AF PRGVER

Serumprever skal opbevares ved 2-8° C.

Hvis testen ikke keres inden for 8 timer, anbefales opbevaring i aliquoter
ved -20° C.

Undgé senere cyklusser med frysning og optening.

PROCEDURE

Bemzrkninger vedrerende handtering

Kittet eller komponenterne ma ikke anvendes efter udlebsdatoen.

Bland aldrig materialer fra forskellige kitpartier.

Serg for at alle reagenser har faet stuetemperatur, for de tages i brug.

Alle reagenser og prover blandes grundigt ved hjelp af forsigtig omrering
eller hvirvlen rundt.

Benyt en ren pipettespids til engangsbrug til at tilsette hver eneste forskellig
reagens og prove, sa krydskontaminering undgas. Nejagtigheden forbedres
med meget precise pipetter eller automatisk pipetteudstyr.

Serg for at overholde inkubationstiderne.

Udarbejd en kalibreringskurve for hver kersel. Data fra tidligere kersler ma
ikke anvendes.

Procedure

St etikette pa coatede duplikattuber til hver kalibrator, kontrol og preve.
Til bestemmelse at de totale tzellinger sattes der etikette pa 2 normale tuber.
Kalibratorer, kontroller og prever hvirvles rundt et kort gjeblik, og der
dispenseres 100 pul af hver i de respektive tuber.

Denne opgave skal gennemfores pa mindre end 15 minutter.

Dispensér 50 pl '*Jod maerket Tyr-C-peptid i hver tube, inklusive i de ikke-
coatede tuber til totaltellinger.

Ryst forsigtigt tubereekken manuelt, sd eventuelle indfangede luftbobler
frigores.

Inkuberes i 3 timer ved stuetemperatur.

Aspirér (eller dekantér) hver tubes indhold (undtagen totaltzllingerne). Se
efter at aspiratorens plasticspids nar ned til bunden af den coatede tube, sa al
vaeske fjernes.

Vask tuberne med 3 ml arbejdsvaskeoplesning (undtagen totaltellinger) og
aspirér (eller dekantér). Undgd skumdannelse, mens der tilsattes
arbejdsvaskeoplosning.

Lad tuberne sta i opret stilling i 2 minutter, hvorefter de sidste draber veske
aspireres.

Teel tuberne i en gammateller i 60 sekunder.

BEREGNING AF RESULTATER

Beregn duplikaternes gennemsnitlige bestemmelser.
Beregn den bundne radioaktivitet som en procentdel af den binding, der
fastsattes ved nulkalibratorpunktet (0) ifelge nedenstaende formel:

Indtegn pa et 3-cyklus halvlogaritme- eller “logit-log”-millimeterpapir
verdierne (B/B0(%)) for hvert kalibratorpunkt som en funktion af hvert
kalibratorpunkts koncentration af C-peptid. Afvis vardier, der ligger klart
uden for det tilladte.

B/BO (%) = Tellinger (kalibrato 1 el. prove) <100
Teelliner (nulkalibr  ator)

Der kan ogsd benyttes computerstottede metoder til at konstruere
kalibreringsskurven. Hvis der benyttes automatisk resultatbearbejdning,
anbefales en logistisk funktionskurvetilpasning med 4 parametre.

Ved at interpolere provens (B/BO (%)) veardier bestemmes praovernes
koncentration af C-peptid ud fra kalibreringskurven.

Til hver analyse skal den procentdel af marker kontrolleres, der er bundet,
hvor der ikke forefindes umarkeret C-peptid (BO/T).



XIl.  TYPISKE DATA

Nedenstdende data er kun et eksempel og ma aldrig benyttes i stedet for
kalibreringskurven i realtid.

C-peptid cpm B/Bo (%)
Total teelling 75295
Kalibrator 0,0 pmol/ml 17690 100,0
0,09 pmol/ml 14319 80,9
0,29 pmol/ml 11618 65,7
0,95 pmol/ml 6534 36,9
2,98 pmol/ml 3361 19,0
9,94 pmol/ml 1379 7,8
XIII. PRASTATIONER OG BEGRANSNINGER

A. Registreringsgraense

Der blev analyseret 20 nulkalibratorer samtidig med et szt andre kalibratorer.
Registreringsgraensen, der er defineret som den tydelige koncentration af 2
standardafvigelser under de gennemsnitlige tellinger ved nulbinding, var 0,04
pmol/ml.

B. Specificitet

Procentdelen af krydsreaktion, anslaet ved at sammenligne den koncentration, der
gav et resultat pa 50% inhibering, er henholdsvis:

GENINDVINDINGSTEST
Prove Tilsat C-peptid Genindvundet Genindvundet
(pmol/ml) C-peptid (%)
(pmol/ml)
Serum 0.14 0.14 100
0.17 0.19 112
0.22 0.22 100
0.39 0.44 113
1.14 1.12 98
3.14 3.02 96
Konverteringsfaktor:
Fra ng/ml til pmol/ml: 13

E. Tidsforsinkelsen mellem sidste kalibrator og prevens dispensering.
Som det ses herunder, skal prevernes dispenseres inden for en forsinkelse
pa hejst 15 minutter, efter kalibratoren er dispenseret.

TIDSFORSINKELSE
Serum 0 5 10° 15° 20° 30’
pmol/ml
Cl 0,66 0,53 0,55 0,61 0,52 0,41
C2 2,27 2,14 2,58 1,90 1,79 2,07

Forbindelse Krydsreaktivitet
(%)
Biosyntetisk human proinsulin 5,6

Human glukagon -
Human insulin -

C. Praecision

INTRAANALYSES PRZECISION INTERANALYSES PRACISION

Serum N <X>=SD Ccv Serum N <X>=SD Ccv
(pmol/ml) (%) (pmol/ml) (%)
A 24 | 028+0.03 | 10.7 A 21 0.28+0.03 10.7
B 26 1.21£0.04 | 33 B 21 1.12£0.11 9.8
C 24 | 0.18+£0.01 | 5.6 C 22 0.17+0.02 11.8
D 24 | 0.68+0.04 | 59 D 22 0.65+0.05 7.7
E 24 1.60£0.11 6.9 E 22 1.68£0.12 7.1
SD: Standardafvigelse, CV: Variations koefficient
D. Nojagtighed
FORTYNDINGSTEST
Prove Fortynding Teoretisk Malt koncent.
koncent. (pmol/ml)
(pmol/ml)
Serum 1/1 - 6,99
1/2 3,50 3,04
1/4 1,75 1,56
1/8 0,87 0,80
1/16 0,44 0,46
1/32 0,22 0,28
1/64 0,11 0,07

Proverne blev fortyndet med nulkalibrator.

XIV. INTERN KVALITETSKONTROL

- Hyvis de resultater, der fis for Kontrol 1 og/eller Kontrol 2 ikke ligger
inden for det omrade, der er specificeret pa heetteglassets etikette, sa
kan resultaterne ikke bruges, medmindre der er givet en
tilfredsstillende forklaring pa uoverensstemmelsen.

- Hvis det er bedst, kan hvert laboratorium lave sine egne puljer med
kontrolprever, som skal opbevares frosne i aliquoter.

- Kriterierne for accept af forskellen mellem provernes duplikatresultater
skal hvile pa god laboratoriepraksis.

XV. REFERENCEINTERVALLER

Disse veerdier er kun anfert som vejledende, og hvert laboratorium skal
fastsaette sit eget normale veerdiomrade.

I en gruppe med 79 normale forsegspersoner fandt man, at den gennemsnitlige
humane koncentration af C-peptid var 1,02 pmol/ml (interval, baseret pa 2,5% til
97,5% percentiler: 0,59 - 1,56 pmol/ml).

XVI. FORHOLDSREGLER OG ADVARSLER

Sikkerhed

Kun til in vitro diagnosticering.

Dette kit indeholder '*I (halveringstid: 60 dage), som udsender ioniserende
rontgen — (28 keV) og gammastraler (35.5 keV).

Dette radioaktive produkt ma kun overlades til og anvendes af autoriserede
personer. Indkeb, opbevaring, brug og udveksling af radioaktive produkter
henherer under lovgivningen i slutbrugerens land. Produktet ma under ingen
omstendigheder gives til mennesker eller dyr.

Al handtering af radioaktive materialer skal udferes pa et omrade, der er specielt
afsat til det formal, vaek fra regelmeessig gennemgang. Laboratoriet skal opbevare
en logbog til modtagelseskvittering og opbevaring af radioaktive materialer.
Laboratorieudstyr og -glasartikler, som muligvis kontamineres med radioaktive
stoffer, skal holdes strengt adskilte, sa krydskontaminering af forskellige
radioisotoper forhindres.

Ethvert radioaktivt udslip skal straks renses op i henhold til procedurerne for
stralingssikkerhed. Det radioaktive affald skal bortskaffes i henhold til de stedlige
love og retningslinier fra myndigheder med jurisdiktion over laboratoriet.
Overholdelse af de grundleggende regler for stralingssikkerhed yder tilstraekkelig
beskyttelse.



De humane blodkomponenter, der findes i dette kit, er blevet testede ved hjalp af
europzisk godkendte og/eller FDA-godkendte metoder og fundet negative over
for HbsAg, anti-HCV, anti-HIV-1 og 2. Der findes ingen kendte metoder, der
kan give fuldstendig sikkerhed for at humane blodderivater ikke spreder
hepatitis, AIDS eller andre infektioner. Derfor skal handtering af reagenser,
serum- eller plasmaprover udferes i overensstemmelse med de stedlige
sikkerhedsprocedurer.

Alle dyriske produkter og derivater er hentet fra sunde dyr. Bovine komponenter
stammer fra lande, hvor BSE (kogalskab) ikke er blevet rapporteret. Ikke desto
mindre skal komponenter, der indeholder dyriske stoffer, behandles som
potentielt smittefarlige.

Reagenser mé aldrig komme i kontakt med huden (de indeholder natriumazid som
konserveringsmiddel). Azid i dette kit kan reagere sammen med bly og kobber i
aflobsrer, hvorved der dannes hgjeksplosive metalazider. 1 forbindelse med
vaskestadiet skal aflobet skylles med rigelige vandmengder, sd opbygning af
azider forhindres.

Man mé ikke ryge, drikker, spise eller anvende kosmetik pa arbejdsomradet. Der
ma ikke pipetteres med munden. Ver ifort beskyttelsesdragt og -handsker til
engangsbrug.
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XVIII. OPSUMMERING AF PROTOKOLLEN
TOTAL- KALIBRA- PROVE-
TALLINGER TORER KONTROL
ul ul
ul
Kalibratorer (0 til 5) - 100 -
Prover, kontroller - - 100
marker 50 50 50
Inkubation 3 timer ved stuetemperatur
Separation - Aspirér (eller dekantér)
Arbejdsvaskeoplesning 3,0ml
Separation Aspirér (eller dekantér)
Telling Tellingstuber til 60 sekunder

Revision nr:
110218/1

P.I. nummer:
1700444/da

DIAsource katalog nr:
KIP0409 — KIP0408

Udstedelsesdato: 2011-02-18



C€ pt

Leia todo o protocolo antes de utilizar.

C-PEP II-RIA-CT

|.  UTILIZAGCAO PREVISTA

Radioimunoensaio para a determinagdo quantitativa in vitro da proteina C no soro humano.

Il. INFORMACOES GERAIS
A. Nome do proprietario: DIAsource C-PEP II-RIA-CT Kit

B. Numero do catalogo:  KIP0409 : 96 testes
KIP0408: 4 x 96 testes

C. Produzido por: DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue du Bosquet, 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Bélgica.

Para obter informacdes sobre aquisi¢io ou assisténcia técnica, contacte:
Tel : +32 (0)10 84.99.11 Fax : +32 (0)10 84.99.90

[11. SIGNIFICADO CLIiNICO

A. Actividade Bioldgica

A insulina ¢ sintetizada nas células beta das ilhotas de Langerhans como uma molécula precursora, a
proinsulina. Nos granulos secretérios das células beta, a proinsulina ¢é clivada em insulina e no peptideo
aminoacido 31, também designado como Proteina Conectora ou Proteina C. A Insulina ¢ a Proteina C
sdo segregadas em quantidades equimolares. Contudo, devido a sua maior semi-vida, a concentragdo
plasmatica de proteina C é superior a da insulina.

A determinacdo da Proteina C plasmatica permite uma avaliagdo da produg@o de insulina endogena,
mesmo na presenca de administragdo de insulina exdgena ou na presenca de anticorpos circulantes.
Além disso, a determinagdo da Proteina C na urina fornece um indice fidvel de produgdo de insulina
sempre que a analise sanguinea seja dificultada ou quando ¢é solicitada uma estimativa integrada da
secregdo de Proteina C durante um periodo de varias horas.

B. Aplicacdes clinicas
Avaliagdo da funcdo residual das células beta em diabéticos sujeitos a insulinoterapia
Detec¢@o e monitorizagdo da fase de remissdo da diabetes de tipo I
Adjuvante no diagnoéstico diferencial entre diabetes do tipo I (insulinodependente) e do tipo II
(ndo insulinodependente)
Diagnoéstico de hipoglicémia facticia induzida por insulina.
Contribuigdo para o diagnéstico do insulinoma (teste de supressdo de insulina)
Prognostico do indice de outcome fetal em mulheres diabéticas gravidas
Avaliagdo da secregdo de insulina na doenga hepatica
Monitorizac¢ao da pancreatectomia



V.

PRINCIPIO DO METODO

Uma quantidade fixa de peptideo C marcado com '**I compete com o peptideo C
a ser medido, presente na amostra ou no calibrador, para uma quantidade fixa de
locais de anticorpo, que é imobilizado nas paredes dos tubos de poliestireno. Nem
a extracgdo nem a cromatografia sdo necessarias. Apés uma incubagdo de 3 horas
a temperatura ambiente, a reac¢do de competi¢do termina com a operagdo de
aspiragdo. A seguir os tubos sdo lavados com 3ml de solugdo de lavagem de
trabalho e novamente aspirados. Traga-se uma curva de calibragdo e as
concentragdes de peptideo C nas amostras sio determinadas por interpolagdo da
dose a partir da curva de calibragio.

V. REAGENTES FORNECIDOS
Reagentes 96 Te.stes 4x96 Testes Codigo Reconstituicio
Kit Kit
de cor
H Tubos revestidos 2x48 8x48 ;:or-dF:- Pr.().nm para
. . aranja utilizar
com anti C peptide
1 recipiente 4 recipientes | vermelho | Adicione 6 ml
liofilizado liofilizados de agua
Marcador: Peptideo C 175 kBq 4x 175 kBq destilada
marcado com I (grau
HPLC) em tampao fosfato
com gelatina bovina e
azida (<0,1%)
n 1 recipiente 2 recipientes amarelo | Adicione 3 ml
liofilizado liofilizados de agua
Calibrador Zero em soro destilada
humano e timol
5 recipientes | 10 recipientes | amarelo | Adicione 1 ml
. liofilizados liofilizados de agua
Calibradores 1-5 em soro destilada
humano e timol (ver
valores exactos nos rotulos
dos recipiente)
1 recipiente | 4 recipientes castanho | Dilua 70 x com
‘ WASH ‘ SOLN ‘ CONC ‘ 10 ml 10 ml agua destilada
(use um agitador
Solugio de lavagem magnético).
2 recipientes | 4 recipientes prateado | Adicione 1 ml
| CONTROL | N liofilizados liofilizados de agua
destilada
Controlos 1 ¢ 2 em soro
humano com timol
Nota: 1. Utilize o Calibrador zero para dilui¢des de amostras
2. 1 ng da preparagdo do calibrador equivale a 1 ng NIBSC IRR
84/510
VI. MATERIAL NAO FORNECIDO

O seguinte material ¢ necessario, mas ndo ¢ fornecido com o kit:

1.
2.

PN bW

Agua destilada

Pipetas automaticas: 50 pl, 100 pul ¢ 1 ml (recomenda-se a utilizagdo de
pipetas precisas, com pontas descartaveis)

Misturador vortex

Agitador magnético

Tubos de poliestireno de utilizagdo tinica (12 x 75 mm)

Seringa automatica de 5 ml (tipo Cornwall) para lavagem

Dispositivo de aspira¢do e lavagem.

Qualquer contador gama com capacidade para medir 1251 pode ser
utilizado (alcance minimo 70%)

PREPARACAO DOS REAGENTES

Calibradores: Reconstitua o calibrador zero com 3 ml de agua destilada e
os outros calibradores com 1 ml de dgua destilada.

Controlos: Reconstitua os controlos com 1 ml de agua destilada.
Marcador: Reconstitua com 6 ml de dgua destilada.

Soluciio de Lavagem de Trabalho: Prepare um volume adequado de
Solugdo de Lavagem de Trabalho, adicionando 69 volumes de agua
destilada para 1 volume de solugdo de lavagem (70x). Use um agitador
magnético para homogeneizar. Elimine a solu¢do de lavagem néo utilizada
no final do dia.

VIII.

—

ARMAZENAMENTO E PRAZO DE VALIDADE DOS REAGENTES

Antes de serem abertos ou reconstituidos, todos os componentes dos kits
sdo estaveis até ao final do prazo de validade, indicado no rotulo, desde
que mantidos entre 2 a 8°C.

Apds a reconstituicdo, o marcador deve ser usado imediatamente ou
armazenado a - 20 ° C, até a data de validade.

Apbs a reconstituigdo, os calibradores e controles sdo muito instaveis, usa-
los imediatamente apos a reconstitui¢do. Para periodos de armazenamento
mais prolongados, as aliquotas deverdo ser preparadas e mantidas a
temperaturas de —20°C por um periodo de tempo maximo de 3 meses.
Evite ciclos de congelamento e descongelamento sucessivos

A solugdo de lavagem de trabalho deve ser feita e utilizada no mesmo dia.
As alteragdes na aparéncia fisica dos reagentes do kit podem indicar
instabilidade ou degradagéo.

RECOLHA E PREPARAGCAO DE AMOSTRAS

Amostras de soro devem ser mantidas entre 2-8°C.

Se a analise ndo for realizada em 8 h, é recomendado o seu armazenamento
em aliquotas a uma temperatura de -20°C.

Evite ciclos de congelamento e descongelamento sucessivos

PROCEDIMENTO

Notas de manipulacio

Naio utilize o kit ou qualquer componente depois da expira¢do do prazo de
validade. Ndo misture componentes de diferentes lotes. Antes de utilizar
todos os componentes devem estar a temperatura ambiente (TA).

Misture bem os reagentes e as amostras, por agitagdo ou rotagdo suaves.
Para evitar contaminagdes cruzadas, utilize uma ponta de pipeta limpa e
descartavel, para adi¢do de cada componente.

Pipetas de alta precisio ou equipamento automatico de pipetagem
melhoram a precisdo. Respeite os periodos de incubagio.

Prepare uma curva de calibragdo para cada analise, ndo utilize dados de
andlises prévias.

Procedimento

Rotule os tubos revestidos em duplicado, para cada calibrador, amostra,
controlo. Para a determinagdo das contagens totais, rotule 2 tubos normais.
Agite ligeiramente no vortex calibradores, amostras e controlos e dispense
100 pl de cada, para os tubos respectivos.

Esta operacio devera ser concluida num prazo de 15 minutos.
Dispense 50 pl de peptideo C marcado com I '** para cada tubo, incluindo
os tubos normais para as contagens totais.

Agite suavemente o suporte dos tubos, para libertar possiveis bolhas de ar.
Incube durante 3 horas a temperatura ambiente.

Aspire o contetdo de cada tubo (excepto os das contagens totais).
Assegure-se que a ponta plastica do aspirador atinge o fundo do tubo
revestido, para remover todo o liquido.

Lave os tubos com 3 ml de solugdo de lavagem de trabalho (excepto os das
contagens totais) e aspire. Evite a formagao de espuma quando adiciona a
solugdo de lavagem.

Depois da lavagem, deixe os tubos direitos durante 2 minutos e
seguidamente aspire a Gltima porg¢do de liquido.

Conte os tubos num contador gamma durante 60 segundos.

CALCULO DOSRESULTADOS

Calcule a média das determinagdes em duplicado.

Calcule a radioactividade de ligagdo como uma percentagem da ligacdo
determinada no ponto do calibrador zero (0), de acordo com a formula
seguinte:

Contagens (Calibrador ou amostra)

B/BO (%) = x100

Contagens (calibrador Zero )

Utilizando um papel de grafico semi-logaritmico de 3 ciclos ou logit-log,
trace os valores (B/B0(%)) para cada ponto de calibragem como uma fungao
da concentragdo peptideo C em cada ponto, rejeitando os resultados
aberrantes Obvios.

Os métodos informaticos também podem ser utilizados para construir a
curva de calibragem. Se o processamento dos resultados for automatico, é
recomendavel um ajustamento de curvas de fungdo logistica de 4
pardmetros.

Por interpolagdo dos valores das amostras (B/B0(%)), determine as
concentragdes de peptideo C das amostras da curva de referéncia.

Para cada analise, a percentagem de marcador total ligado na auséncia de
Peptideo C(BO/T) sem rétulo deve ser verificada.



XIl. DADOSTIPICOS

Os dados seguintes servem apenas de exemplo e nunca devem ser utilizados em
detrimento dos dados reais da curva de calibragem.

E. Atraso de tempo entre o ultimo calibrador e a dispensa da amostra
Tal como sera demonstrado daqui em diante, o dispensar das amostras tem
de ser feito dentro de um intervalo de tempo maximo de 15 minutos apds o
dispensamento do calibrador.

XIll. DESEMPENHO E LIMITES

A. Limite de detec¢ao

Foram analisados 20 calibradores zero , juntamente com um conjunto de outros
calibradores.

O limite de detecgdo, definido como a concentragdo aparente, 2 DP abaixo das
contagens médias com zero ligagdes, foi de 0,04 pmol/ml.

B. Especificidade
A percentagem de reacgdes cruzadas estimada por comparagdo com o
rendimento da concentragdo com inibi¢ao de 50 % é, respectivamente, de:

Composto Reacc¢io cruzada (%)

Proinsulina humana biossintética 5,6
Glucagon Humano -
Insulina Humana -

C. Precisao

INTRA-ENSAIO INTER-ENSAIO

Soro N <X>*DP C.V. Soro N <X>*DP C.V.
(pmol/ml) (%) (pmol/ml) (%)
A 24 0.28+0.03 10.7 A 21 0.28+0.03 10.7
B 26 1.21+0.04 33 B 21 1.12+0.11 9.8
C 24 0.18+0.01 5.6 C 22 0.17+0.02 11.8
D 24 0.68+0.04 59 D 22 0.65+0.05 7.7
E 24 1.60+0.11 6.9 E 22 1.68£0.12 7.1

DP: Desvio Padrdao; CV: Coeficiente de variagio

—

D. Sensibilidade

TESTE DE DILUICAO
Amostra Diluicao Concent. Teorica Concent. Medida.
(pmol/ml) (pmol/ml)
Soro 1/1 - 6,99
1/2 3,50 3,04
1/4 1,75 1,56
1/8 0,87 0,80
1/16 0,44 0,46
1/32 0,22 0,28
1/64 0,11 0,07
As amostras foram diluidas com calibrador zero.
TESTE DE RECUPERACAO
Amostra C peptide C peptide Recuperag¢io
adicionada dida (pmol/ml) (%)
(pmol/ml)
soro 0.14 0.14 100
0.17 0.19 112
0.22 0.22 100
0.39 0.44 113
1.14 1.12 98
3.14 3.02 96

Fator de conversio : de ng/ml em pmol/ml : :3

Peptideo C Cpm B/Bo (%) ATRASO DE TEMPO
Soro s s s s 20° 30
Contagem Total 75295 pmol/ml 0 5 10 15
Calibrador oot Emgm e 1009 cl 0,66 0,53 0,55 0,61 0.52 041
g ’ 2 1 1 2

0,29 pmol/ml 11618 65,7 €2 227 214 8 90 79 07

0,95 pmol/ml 6534 36,9

2,98 pmol/ml 3361 19,0

9,94 pmol/ml 1379 7.8

XIV. CONTROLO INTERNO DE QUALIDADE

- Se os resultados obtidos para o controlo 1 e/ou controlo 2 ndo estdo dentro
do intervalo especificado no rotulo do recipiente, os resultados ndo podem
ser utilizados, a menos que seja dada uma explicacdo satisfatoria para a
discrepancia encontrada.

- Se for desejavel, cada laboratério pode fazer os seus proprios conjuntos de
amostras de controlo, que podem ser mantidas congeladas em aliquotas.

- Os critérios de aceitagdo para a diferenga entre os resultados duplos das
amostras devem basear-se nas Boas Praticas de Laboratorio.

XV. INTERVALOSDE REFERENCIA

Os valores normais indicados a seguir ndo deverdo ser considerados como
absolutos.

Num grupo de 79 sujeitos normais, a concentragdio média de C-Peptideos
humanos encontrada foi de 1,02 pmol/ml (intervalo baseado em percentagens de
2,5% a 97,5%: 0,59 - 1,56 pmol/ml).

XVI. AVISOSE PRECAUCOES

Seguranca
Apenas para uso em diagndstico in vitro.

Este kit contém '*°I (meia-vida: 60 dias), emitindo radiagdes X (28 keV) e y (35.5
keV) ionizantes.

Este produto radioactivo pode apenas ser transportado e utilizado por pessoal
autorizado: a compra, armazenamento, utiliza¢do e troca de produtos radioactivos
estdo sujeitas a legislagdo nacional vigente. Em nenhum caso, este produto pode
ser administrados a seres humanos ou a animais.

Toda a manipulagio radioactiva deve ser efectuada em local proprio e exclusivo
para tal. Deve ser mantido no laboratorio, um livro de registo para a recepgdo e
armazenamento de material radioactivo. O equipamento do laboratério e
equipamento de vidro que possa ser contaminado com radioactividade, deve ser
segregado para evitar contaminagdo cruzada com diferentes isdtopos. Qualquer
derrame de material radioactivo deve ser imediatamente limpo, de acordo com os
procedimentos de radioprotecgdo. O lixo radioactivo deve ser rejeitado de acordo
com a legislacdo vigente e as regras do laboratdrio. A adesdo as regras basicas da
radio-seguranga, fornece a protec¢do adequada.

Os componentes de sangue humano incluidos neste kit foram testados por
métodos aprovados pela legislagdo europeia e/ou FDA e dados como negativos
para o HBsAg, anti-HCV, anti-HIV-1 e 2. Nao existe nenhum método, até agora
conhecido, que oferece total seguranga quanto a impossibilidade de transmissdo
de hepatite, HIV ou outras infecgdes, por via do sangue humano. Por isso, deve
manipular os reagentes, o soro ou o plasma de acordo com as regras locais de
seguranga, quanto a materiais potencialmente infecciosos.

Todos os produtos de origem animal e seus derivados foram recolhidos de
animias saudaveis. Os componentes bovinos, vieram de paises sem casos
notificados de BSE. No entanto, todos estes componentes devem ser manipulados
como potencialmente infecciosos.

Evite o contacto da pele e mucosas com os reagentes (azida sodica como
conservante). A azida pode reagir com o chumbo e o cobre das canalizagdes e
formar compostos explosivos. Rejeitar com abundante quantidade de agua
corrente para evitar acumulagdes destes compostos.

Nio fume, coma, beba ou aplique cosméticos na area de trabalho. Nio pipete com
o auxilio da boca. Use vestuario adequado de protec¢do e luvas.
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XVIII. RESUMO DO PROTOCOLO
CONTAGENS CALIBRA- CONTROLO
TOTAIS DORES SDAS
AMOSTRAS
(ul) (ul) (ul)
Calibradores (0 to 5) - 100 -
Amostras, controlos - - 100
Marcadores 50 50 50
Incubagio 3 horas a temperatura ambiente
Separagdo - aspirar
Solugao de lavagem de 3,0 ml
trabalho
Separagdo aspirar
Contagem Contar os tubos durante 60 segundos
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Przed zastosowaniem nalezy przeczytaé caly protokol.

C-PEP II-RIA-CT

PRZEZNACZENIE

Oznaczenie radioimmunoenzymatyczne do iloSciowego pomiaru peptydu C, w surowicy ludzkiej metoda in

vitro.

INFORMACJE OGOLNE
Nazwa firmowa: DIAsource C-PEP II-RIA-CT
Numer katalogowy: KIP0409 : 96 oznaczen

KIP0408: 4 x 96 oznaczen

Wyprodukowano przez: DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue du Bosquet, 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgia.

Dzial pomocy technicznej oraz informacje dotyczace zamowien:
Tel.: +32 (0)10 84.99.11 Fax: +32 (0)10 84.99.90

INFORMACJE KLINICZNE

Aktywnos$¢ biologiczna

Insulina jest syntetyzowana w komoérkach beta w wysepkach Langerhansa trzustki, w postaci czasteczki
prekursorowej, proinsuliny. W ziarnisto$ciach wydzielniczych komorek beta, proinsulina jest
przeksztatcana do insuliny i peptydu sktadajacego si¢ z 31 aminokwaséw, zwanego peptydem C (ang.
Connecting Peptide). Insulina i peptyd C sa wydzielane w ilosciach rownomolarnych. Jednak, ze wzgledu
na dhuzszy okres poltrwania, stezenie peptydu C w osoczu jest wyzsze, niz insuliny.

Oznaczenie poziomu peptydu C w osoczu, umozliwia ocen¢ endogennej produkcji insuliny, nawet w
obecnosci podawanej insuliny egzogennej lub przeciwciat antyinsulinowych we krwi krazace;.

Ponadto, oznaczenie peptydu C w moczu, pozwala na wlasciwa oceng wytwarzania insuliny, gdy pobranie
krwi obwodowej jest utrudnione lub wymagana jest caloSciowa ocena wydzielania peptydu C w okresie
kilku godzin.

Zastosowania kliniczne
Ocena resztkowej czynnosci komorek beta trzustki u chorych na cukrzyce, leczonych insuling
Wykrywanie i monitorowanie fazy remisji w cukrzycy typu 1
Wspomaganie diagnostyki réznicowej pomigdzy cukrzyca typu 1 (zalezna od insuliny) a cukrzyca typu
2 (niezalezna od insuliny)
Diagnostyka hipoglikemii poinsulinowe;j
Element diagnostyki wyspiaka (test hamowania insuliny)
Wskaznik prognostyczny ptodu u cigzarnych kobiet z cukrzyca
Ocena wydzielania insuliny w chorobach watroby
Monitorowanie pankreatektomii



IV.  ZAGADNIENIA DOTYCZ4CE METODY

Stata ilos¢ peptydu Tyr-C znakowanego '*’I wspotzawodniczy z peptydem C,
obecnym w badanej probce lub w kalibratorze, o stata ilos¢ miejsc na
przeciwciatach, unieruchomionych na $ciankach probowki polistyrenowej. Nie
jest wymagana ani ekstrakcja, ani chromatografia. Po trzygodzinnej inkubacji w
temperaturze pokojowej, wykonanie aspiracji przerywa reakcj¢ kompetycyjna.
Nastgpnie probowki sa plukane przy pomocy 3 ml roztworu pluczacego i
aspirowane. Wykreslana jest krzywa kalibracyjna a stgzenia peptydu C w
probkach sa okreslane na podstawie natozenia dawki na krzywa kalibracyjna.

V. ODCZYNNIKI DOSTARCZONE

Odczynniki Zestaw 96 Zestaw Kolor Rekonstytucja
oznaczen 4x96
oznaczen
Probowki 2x48 8x 48 pomarancz | Gotowe do
oplaszczone anty- owy zastosowania.
C-Peptide
Ag 1257 1 fiolka 4 fiolek czerwony Dodaé¢ 6 ml
materiat materiat wody
liofilizowan | liofilizowan destylowanej
ZNACZNIK y y
1ZOTOPOWY: 175 kBq 4x175
Peptyd Tyr-C oznakowany kBq
jodem'® (poziom HPLC) w
buforze fosforanowym,
zawierajacym zelatyng
bydlgca i azydek (<0,1%).
CAL n 1 fiolka 2 fiolek 16ity Dodaé 3 ml
materiat materiat wody
Kalibrator zerowy na bazie | liofilizowan | liofilizowan destylowane;j
surowicy ludzkiej z y y
tymolem.
5 fiolek 10 fiolek ity | Dodaé 1 ml
materiat materiat wody
Kalibratory-N=o0d 1 do 5 | liofilizowan | liofilizowan destylowanej
(doktadne  wartosci  na y y
etykietach fiolek) na bazie
surowicy ludzkiej z
tymolem.
WASH ‘ SOLN ‘ CON( ‘ 1 fiolka 4 fiolek brazowy | Rozcienczyé
10 ml 10 ml 70x woda
destylowana
(wykorzysta¢
Roztwor ptuczacy (TRIS mieszadlo
HCI) magnetyczne).
2 fiolki 4 fiolki srebrny Doda¢ 1 ml
CONTROL | N | materiat materiat wody
liofilizowan | liofilizowan destylowanej
Kontrole - N =od 1 do 2 y y
w surowicy ludzkiej z
tymolem
Uwaga: 1. Do rozcienczania probek nalezy uzywac kalibratora zerowego.

2. 1 ng przygotowanego kalibratora jest rtOwnowazny 1 ng
pierwszego IRR 84/510 - NIBSC.

VI. MATERIALY WYMAGANE, ALE NIEDOSTARCZONE

Ponizsze materiaty sa wymagane, ale nie sa dostarczone w zestawie:

1. Woda destylowana

2. Pipety do dozowania: 50 ul, 100 pl i 1 ml (zaleca si¢ korzystanie z
doktadnych pipet z jednorazowymi koncéwkami plastikowymi)

3. Jednorazowe probowki polistyrenowe (12 x 75 mm)

4. Mieszadto wirowe

5. Mieszadto magnetyczne

6.  Strzykawka automatyczna o objgtosci 5 ml (rodzaj Cornwall) do ptukania

7. Uktad do aspiracji (opcjonalnie)

8. Moze by¢ wykorzystywany jakikolwiek licznik gamma, odpowiedni do

pomiaru '*°I (minimalny uzysk 70%)

VIlI. PRZYGOTOWANIE ODCZYNNIKOW

A. Kalibratory: Rekonstytuowa¢ kalibrator zerowy przy pomocy 3 ml
wody destylowanej a inne kalibratory przy pomocy 1 ml wody
destylowane;j.

B. Kontrole: Kontrole nalezy rekonstytuowaé przy pomocy 1 ml wody
destylowane;j.

C. Znacznik izotopowy: Rekonstytuowaé znacznik przy pomocy 6 ml

wody destylowane;.

VIII.

—

Roboczy roztwor pluczacy: Wiasciwa objgtos¢ roboczego roztworu
ptuczacego nalezy przygotowa¢ dodajac 69 objgtosci wody destylowanej
do 1 objgtosci roztworu pluczacego (70x). Do homogenizacji nalezy
wykorzysta¢ mieszadto magnetyczne. Niewykorzystany roboczy roztwor
pluczacy nalezy wyla¢ pod koniec dnia.

PRZECHOWYWANI E | DATA WAZNOSCI ODCZYNNIKOW

Przed otwarciem lub rekonstytucja wszystkie skladniki zestawu
zachowuja trwato$¢ do daty wazno$ci przedstawionej na etykiecie, jezeli
sa przechowywane w temperaturze od 2 do 8°C.

Po rekonstytucji, znacznik musi by¢ natychmiast wykorzystany lub moze
by¢ przechowywany w temperaturze -20°C do uptywu daty waznosci.

Po rekonstytucji, kalibratory i kontrole sa bardzo niestabilne i nalezy je
natychmiast wykorzysta¢. W razie koniecznos$ci przechowywania przez
dtuzszy okres czasu, nalezy przygotowa¢ niewielkie objgtosci kontroli, co
pozwala przechowywaé je w temperaturze -20 °C przez 3 miesiace.
Unika¢ powtarzanych cykli zamrazania-odmrazania.

Swiezo przygotowany roboczy roztwor phluczacy powinien by¢
wykorzystany w tym samym dniu.

Zmiany w wygladzie fizycznym odczynnikow w zestawie moga
wskazywac na ich niestabilno$¢ lub zuzycie.

POBIERANIE | PRZYGOTOWANIE MATERIALZU DO BADANIA

Probki surowicy musza by¢ przechowywane w temperaturze 2-8°C.

Jezeli oznaczenie nie jest wykonywane w ciagu 8 godzin, zaleca sig
przechowywanie w matych objgtosciach w temperaturze -20°C.

Nalezy unika¢ powtarzanych cykli zamrazania-odmrazania.

PROCEDURA

Uwagi dotyczace obslugi

Nie wolno wykorzystywa¢ sktadnikow zestawu po uptywie podanej daty
waznosci.

Nie wolno miesza¢ materiatow pochodzacych z réznych serii zestawow.
Przed wykorzystaniem wszystkie odczynniki powinny osiagnaé
temperaturg pokojowa.

Wszystkie odczynniki i probki nalezy doktadnie wymieszaé przez
delikatne potrzasanie lub obracanie.

Aby unikna¢ zanieczyszczenia  krzyzowego, do  dodawania
poszczegdlnych odczynnikow i probek nalezy wykorzystywaé czyste
koncowki jednorazowe pipet. Pipety wysokiej precyzji lub pipety
automatyczne poprawiaja precyzj¢ wykonania oznaczenia.

Nalezy przestrzega¢ czasow inkubacji.

Przygotowaé krzywa kalibracyjna dla kazdego cyklu pomiarowego; nie
wolno wykorzystywaé danych z poprzednich oznaczen.

Procedura

Dla kazdego kalibratora, probki i kontroli, nalezy oznaczy¢ oplaszczone
probéwki w badaniach podwdjnych. W celu okreslenia catkowitych
zliczen, nalezy oznaczy¢ 2 standardowe probowki.

Nalezy szybko wymiesza¢, wirujac: kalibratory, probki i kontrole, i
dozowac po 100 pl kazdej substancji do odpowiednich probowek.

To dzialanie musi by¢ wykonane w ciaggu 15 minut.

Do kazdej probowki, w tym do probowek nieoptaszczonych do
catkowitego zliczania, nalezy doda¢ po 50 pl peptydu Tyr-C,
oznakowanego jodem125.

Nalezy delikatnie potrzasnaé statywem, w celu uwolnienia uwigzionych
pecherzykow powietrza.

Nalezy inkubowa¢ przez 3 godziny w temperaturze pokojowe;.

Nalezy aspirowa¢ (lub odla¢) zawarto$¢ kazdej probowki (z wyjatkiem
probowek do catkowitego zliczania). Aby usuna¢ caly ptyn, nalezy
upewni¢ sig, ze plastykowa koncowka aspiratora osiagneta dno
oplaszczonej probowki.

Przy pomocy 3 ml roboczego roztworu pluczacego (z wyjatkiem
probowek do catkowitego zliczania), nalezy przeplukaé probowki i
aspirowa¢ zawarto$¢ (lub odla¢ ja). W trakcie dodawania roboczego
roztworu pluczacego, nalezy unika¢ wytwarzania piany.

Probowki nalezy pozostawi¢ na dwie minuty w pozycji stojacej do gory i
aspirowa¢ pozostate krople ptynu.

Probowki nalezy zlicza¢ w liczniku gamma przez 60 sekund.



Xl.  OBLICZANIE WYNIKOW

1. Nalezy obliczy¢ $rednia oznaczen podwdjnych.

2. Nalezy bliczy¢ zwiazana radioaktywno$¢ jako odsetek wiazania
okre$lonego w zerowym punkcie kalibracji (0), zgodnie z ponizszym
wzorem:

Liczba zliczen (dla kalibratora lub probki) ,

B/B0(%) = 100

Liczba zliczen (dla kalibratora zerowego)

3. Na 3 arkuszach pétlogarytmicznych lub papierze milimetrowym, nalezy
wykresli¢ wartosci (B/B0(%)) dla kazdego punktu kalibratora, jako funkcjg
stgzenia peptydu C kazdego punktu kalibratora. Nalezy odrzuci¢ oczywiste
warto$ci graniczne.

4. Do opracowania krzywej kalibracyjnej moga byé wykorzystane rowniez
metody wspomagania komputerowego. Jezeli ma by¢ zastosowane
automatyczne przetwarzanie wynikow, zaleca si¢ dopasowanie krzywej
logistycznej 4 parametrowe;.

5. Naktadajac warto$ci (B/BO (%)) probki, nalezy okresli¢ stgzenia peptydu C
w probkach z krzywej kalibracyjne;j.

6. Dla kazdego oznaczenia nalezy sprawdzi¢ odsetek catkowitego
zwigzanego znacznika izotopowego, przy braku nieoznakowanego peptydu
C (BO/T).

XIl.  PRZYKEZAD DANYCH TYPOWYCH

Ponizsze dane sa przedstawione wylacznie w celach przyktadowych i nie
powinny by¢ nigdy stosowane zamiast rzeczywistych krzywych kalibracyjnych.

D. Dokladnos¢

BADANIE ROZCIENCZENIA
Probka Rozcienczenie Stez. teoretyczne Stez. zmierzone
(pmol/ml) (pmol/ml)

Surowica 1/1 - 6,99
172 3,50 3,04

1/4 1,75 1,56

1/8 0,87 0,80

1/16 0,44 0,46

1/32 0,22 0,28

1/64 0,11 0,07

Probki zostaty rozcieficzone przy pomocy kalibratora zerowego.

Peptyd C cpm B/Bo (%)
Zliczanie catkowite 75295
Kalibrator 0,0 pmol/ml 17690 100,0
0,09 pmol/ml 14319 80,9
0,29 pmol/ml 11618 65,7
0,95 pmol/ml 6534 36,9
2,98 pmol/ml 3361 19,0
9,94 pmol/ml 1379 7,8

BADANIE ODZYSKU
Probka dodano peptyd Odzyskany Odzysk
C peptyd C (%)

(pmol/ml) (pmol/ml)

Surowica 0.14 0.14 100
0.17 0.19 112
0.22 0.22 100
0.39 0.44 113
1.14 1.12 98
3.14 3.02 96

Wspotezynnik konwersji:
Z ng/ml na pmol/ml : 13

E. Opoznienie pomiedzy oznaczeniem ostatniego Kkalibratora i
dozowaniem probki

Jak dalej przedstawiono, dozowanie probek musi by¢ wykonane w ciagu

maksymalnie 15 minut po dozowaniu kalibratora.

XI11. DZIALANIE | OGRANICZENIA

A. Granica wykrywania

Dwadziescia kalibratorow zerowych oznaczano wraz z zestawem innych
kalibratorow.

Granica wykrywania, zdefiniowana jako odmienne stezenie dwoch odchylen
standardowych ponizej przecigtnej wartosci zliczania, przy wiazaniu zerowym,
ksztaltowata si¢ na poziomie 0,04 pmol/ml.

B. Swoistos¢

Odsetek reaktywno$ci krzyzowej, oceniany przez pordwnanie stg¢zenia
prowadzacego do 50% zahamowania, przedstawia si¢ nast¢pujaco:

Zwigzek Reaktywnos¢ krzyzowa
(%)
Syntetyzowana proinsulina ludzka 5,6%
Glukagon ludzki -
Insulina ludzka -

C. Precyzja

OPOZNIENIE CZASOWE
Surowica 0 5 10° 15° 20° 30’
pmol/ml
Cl 0,66 0,53 0,55 0,61 0,52 0,41
2 2,27 2,14 2,58 1,90 1,79 2,07

PRECYZJA W SERII PRECYZJA MIEDZY SERIAMI
Surowi N <X>*SD Ccv Surowi N <X>=SD Ccv
ca (pmol/ml) (%) ca (pmol/ml) (%)
A 24 | 0.28+0.03 | 10.7 A 21 0.28+0.03 10.7
B 26 1.21+£0.04 | 33 B 21 1.12+£0.11 9.8
C 24 | 0.18+0.01 | 5.6 C 22 0.17+0.02 11.8
D 24 | 0.68+0.04 | 59 D 22 0.65+0.05 7.7
E 24 1.60+0.11 | 6.9 E 22 1.68+0.12 7.1

SD: Odchylenie standardowe; CV: Wspotczynnik zmiennosci

XIV. WEWNETRZNA KONTROLA JAKOSCI

- Jezeli wyniki uzyskane dla kontroli 1 i 2 nie znajduja si¢ w zakresie
okre$lonym na etykiecie fiolki, wyniki nie moga zosta¢ wykorzystane,
dopoki nie uda si¢ znalez¢ wlasciwego wyjasnienia tego odchylenia.

- Jezeli to konieczne, kazde laboratorium moze wykona¢ wilasne probki
zbiorcze w celach kontrolnych, ktére powinny byé zamrozone w matych
objgtosciach.

- Dopuszczalne kryteria, dotyczace roznicy pomigdzy wynikami oznaczen
podwojnych probek, powinny by¢ zgodne z zasadami prawidlowej pracy
w laboratorium.

XV. ZAKRESY REFERENCYJNE

Wartoéci sa przedstawione wylacznie w celach orientacyjnych, kazde
laboratorium powinno opracowa¢ wlasne wartosci referencyjne.

W grupie 79 zdrowych osobnikow, $rednie stgzenie ludzkiego peptydu C
wynosito 1,02 pmol/ml (zakres od 2,5% do 97,2% percentyla: 0,59 — 1,56
pmol/ml).

XVI. SRODKI OSTROZNOSCI | OSTRZEZENIA

Bezpieczerstwo

Tylko do diagnostyki in vitro.

Zestaw zawiera I (Okres polowicznego rozpadu: 60 dni), emitujacy
promieniowanie jonizujace X (28 keV) iy (35.5 keV).

Ten produkt radioaktywny moze by¢ transportowany i wykorzystany wytaczne
przez osoby autoryzowane; zakup, przechowywanie, stosowanie i wymiana
produktéw radioaktywnych podlega regulacjom prawnym kraju uzytkownika
koncowego. W zadnym wypadku produkt nie moze by¢ podawany ludziom lub
zwierzetom.

Obstuga materiatow radioaktywnych powinno by¢ przeprowadzana w miejscach
do tego przeznaczonych, z dala od miejsc ogolnej uzytecznosci. W laboratorium
musi by¢ przechowywany rejestr przyje¢ i1 przechowywania materialow
radioaktywnych. Wyposazenie laboratorium oraz szkto, ktére moze by¢ skazone



substancjami radioaktywnymi, powinno by¢ oddzielone, w celu uniknigcia
krzyzowego zanieczyszczenia réznych radioizotopow.

Wszelkie plamy z substancji radioaktywnych musza by¢ natychmiast
oczyszczone, zgodnie z procedurami  dotyczacymi  bezpieczenstwa
radiologicznego. Odpady radioaktywne musza by¢ usuwane zgodnie z
miejscowymi przepisami i ogélnie przyjetymi wytycznymi obowiazujacymi w
laboratorium.  Przestrzeganie  podstawowych  zasad  bezpieczenstwa
radiologicznego zapewnia wystarczajace zabezpieczenie.

Sktadniki zawierajace ludzka krew, dostarczone w zestawie, zostaty przebadane
metodami  zaaprobowanymi przez instytucje europejskie i/lub FDA.
Stwierdzono, ze nie zawieraja one HbsAg, przeciwciat anty-HCV, anty-HIV-1 i
2. Zadna ze znanych metod nie moze da¢ calkowitej pewnosci, ze materialy
pochodzenia ludzkiego nie przeniosa czynnikow zakaznych wirusowego
zapalenia watroby, AIDS i innych. Dlatego, postgpowanie z odczynnikami i
probkami surowicy lub osocza, powinno by¢ zgodne z miejscowymi
procedurami dotyczacymi bezpieczenstwa.

Produkty pochodzenia zwierzgcego byly pobierane od zdrowych zwierzat.
Sktadniki bydlgce pochodza z krajow, w ktorych nie odnotowano wystgpowania
BSE. Pomimo to, sktadniki zawierajace substancje pochodzenia zwierzgcego
powinny by¢ traktowane jako potencjalnie zakazne.

Nalezy unikaé¢ kontaktu skory z odczynnikami (zawieraja azydek sodowy jako
srodek konserwujacy). Azydek znajdujacy si¢ w zestawie, moze reagowac z
miedzia i otowiem w ukladzie kanalizacyjnym, tworzac zwiazki o
whasciwosciach wybuchowych. W czasie ptukania odprowadzany ptyn nalezy
ptuka¢ duzymi objgtosciami wody, aby zapobiec kumulacji azydkow.

Nie wolno pali¢, spozywaé napojow ani pokarmow badz uzywac kosmetykow w
miejscu pracy. Nie pipetowaé ustami. Zaktada¢ ubranie ochronne i rgkawiczki
jednorazowe.
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XVIIT. PODSUMOWANIE PROTOKOLU
CALKOWIT KALIBRATORY PROBKI
A LICZBA KONTROLE
ZLICZEN ul ul
ul
Kalibratory (0 - 5) - 100 _
Probki, kontrole - _ 100
Znacznik izotopowy 50 50 50
Inkubacja 3 godziny w temperaturze pokojowej
Rozdzielenie - Aspiracja (lub odlewanie)
Roboczy roztwor - 3,0ml
phluczacy - Aspiracja (lub odlewanie)
Rozdzielenie
Zliczanie Zliczanie probowek przez 60 sekund
Nr katalogowy DIAsource Numer P.I. Nr aktualizacji :
KIP0409-KIP0408 1700444/pl 110218/1
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P.I. Number : 1701000

Used symbols

Consult instructions for use

Storage temperature

Use by

(o]

Batch code

Catalogue number

Control

In vitro diagnostic medical device

Manufacturer

Contains sufficient for <n> tests

WASH | SOLN | CONC

E@zigﬁnw*@

Wash solution concentrated

CAL 0 Zero calibrator
CAL N Calibrator #
CONTROL | N Control #
Ag 1251 Tracer
Ab 1251 Tracer
Ag | 1251 | CcONC Tracer concentrated
Ab | 1251 | cone Tracer concentrated
U Tubes
INC | BUF Incubation buffer
ACETONITRILE Acetonitrile
SERUM Serum

DIL | SPE Specimen diluent
DIL | BUF Dilution buffer
ANTISERUM Antiserum
IMMUNOADSORBENT Immunoadsorbent
DIL | CAL Calibrator diluent
REC | SOLN Reconstitution solution
PEG

Polyethylene glycol

Extraction solution

Elution solution

Bond Elut Silica cartridges

Pre-treatment solution

NEUTR | SOLN Neutralization solution
TRACEUR Tracer buffer
Microtiterplate

Ab | HRP HRP Conjugate

Az | HRP HRP Conjugate

A | H CONC HRP Conjugate concentrate

Ag | H CONC HRP Conjugate concentrate
CONJ BUF

Conjugate buffer

Chromogenic TMB concentrate

‘CHROM TMB | CONC

CHROM | T™B Chromogenic TMB solution
SUB | BUF Substrate buffer
STOP | SOLN Stop solution
INC | SER Incubation serum
BUF Buffer
Ab AP AP Conjugate
su | pnpP Substrate PNPP

BIOT CONJ | CONC

Biotin conjugate concentrate

AVID HRP | CONC

Avidine HRP concentrate

ASS BUF

Assay buffer

BIOT

Biotin conjugate

;

Specific Antibody

SAV HRP CONC

Streptavidin HRP concentrate

NSB

Non-specific binding

2nd Antibody

ACID F

Acidification Buffer

7

Distributor
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P.I. Number : 1701000

Symboles uti

Consulter les instructions d’utilisation

Température de conservation

Utiliser jusque

Numéro de lot

Référence de catalogue

CONTROL

Controle

Dispositif médical de diagnostic in vitro

Fabricant

Contenu suffisant pour <n> tests

WASH | SOLN | CONC

EQEEIE

Solution de lavage concentrée

CAL 0 Calibrateur zéro
CAL N Calibrateur #
CONTROL | N Controle #

Ag 1251 Traceur

Ab 1251 Traceur

Ag 1251 | CONC Traceur concentré

Ab 1251 | CONC Traceur concentré
lij Tubes

INC BUF

Tampon d'incubation

ACETONITRILE Acétonitrile
SERUM Sérum

DIL | SPE Diluant du spécimen
DIL | BUF Tampon de dilution
ANTISERUM Antisérum
IMMUNOADSORBENT Immunoadsorbant

DIL CAL

Diluant de calibrateur

RE( SOLN

i

Solution de reconstitution

PEG

Glycol Polyéthylene

EXTR SOLN

Solution d’extraction

El SOLN

Solution d’elution

Cartouches Bond Elut Silica

P SOLN

Solution de pré-traitement

NEUTR SOLN

Solution de neutralisation

TRACEUR

Tampon traceur

Microplaque de titration

olfioaki

HRP Conjugué

Ag | HRP HRP Conjugué

Ab | CONC HRP Conjugué concentré

Ag | o CONC HRP Conjugué concentré
CONJ F Tampon conjugué
CHROM | TMB | CONC Chromogene TMB concentré
CHROM | T™B Solution chromogéne TMB
SUB | BUF Tampon substrat
STOP | SOLN Solution d’arrét

INC | SER Sérum d'incubation

BUF Tampon

Ab AP AP Conjugué

SUB | PNPP Tampon PNPP

BIOT CONJ | CONC

Biotine conjugué concentré

AVID HRP CONC

Avidine HRP concentré

Tampon de test

Biotine conjugué

Anticorps spécifique

SAV [ HI CONC Concentré¢ streptavidine HRP
NsB Liant non spécifique
2nd Ab Second anticorps
| ACID | BUF |

Tampon d'acidification
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P.I. Number : 1701000

Gebrauchte Symbolen

[BEY Gebrauchsanweisung beachten
/ﬂf Lagern bei

= Verwendbar bis

LOT Chargenbezeichnung
Bestellnummer
Kontrolle

D In Vitro Diagnostikum
Hersteller

i A=

Ausreichend fiir <n> Ansitze

WASH | SOLN | CONC

Waschlosung-Konzentrat

]

Null kalibrator
CAL N Kalibrator #
CONTROL | N Kontrolle #
Ag 1251 Tracer
Ab 1251 Tracer
Ag 1251 | CONC Tracer Konzentrat
Ab 1251 | CONC Tracer Konzentrat
lij Réhrchen
INC | BUF Inkubationspuffer
ACETONITRILE Azetonitril
SERUM Humanserum
DIL | SPE Probenverdiinner
DIL | BUF Verdiinnungspuffer
ANTISERUM Antiserum
IMMUNOADSORBENT Inm]unadsol‘bens
DIL | CAL Kalibratorverdiinnung
REC | SOLN Rekonstitutionslosung
PE Polyethylenglykol
EXTR | SOLN Extraktionslosung
El SOLN Eluierungslosung

Bond Elut Silikakartuschen

T

P SOLN Vorbehandlungslosung
NEUTR | SOLN Neutralisierungslosung
TRACEUR Tracer-Puffer
Mikrotiterplatte
ab | HRP HRP Konjugat
Az | Hre HRP Konjugat
Ab | Hi CONC HRP Konjugat Konzentrat
Ag | o CONC HRP Konjugat Konzentrat
CONJ | BUF Konjugatpuffer
CHROM | TMB | CONC Chromogenes TMB Konzentrat
CHROM | TMB Farblésung TMB
SUB | BUF Substratpuffer
STOP | SOLN Stopplosung
INC | sER Inkubationsserum
BUF Puffer
Ab AP AP Konjugat
suB | pNpp Substrat PNPP

BIOT CONJ | CONC

Biotin-Konjugat-Konzentrat

AVID HRP CONC

Avidin-HRP-Konzentrat

Assaypuffer

Biotin-Konjugat

Spezifischer Antikdrper

SAV | H CONC HRP Streptavidinkonzentrat
NsB Unspezifische Bindung
2nd Ab Sekundérer Antikdrper
| ACID | BUF |

Anséduerungspuffer
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P.I. Number : 1701000

Gebruikte symbolen

[BEY Raadpleeg de gebruiksaanwijzing
/ﬂf Bewaartemperatuur

= Houdbaar tot

LOT Lotnummer
Catalogusnummer
Controle

=]

Medisch hulpmiddel voor in-vitro diagnostiek

Fabrikant

i A=

Inhoud voldoende voor <n> testen

WASH | SOLN | CONC

Wasoplossing, geconcentreerd

]

Nulkalibrator

CAL N Kalibrator #
CONTROL | N Controle #

Ag 1251 Tracer

Ab 1251 Tracer

Ag | 1251 | cone Tracer geconcentreerd

Ab | 1251 | cone Tracer geconcentreerd
lij Buisjes

INC | BUF Incubatiebuffer
ACETONITRILE Acetonitrile

SERUM Serum

DIL | SPE Specimen diluent

DIL | BUF Verdunningsbuffer
ANTISERUM Antiserum
IMMUNOADSORBENT Inm]unoadsorbent

DIL | CAL Kalibratorverdunner

REC | SOLN Reconstitutieoplossing

PE Polyethyleen glycol
EXTR | SOLN Extractieoplossing
El SOLN Elutieoplossing

Bond Elut Silica kolom

T

P SOLN Pre-behandelingsoplossing
NEUTR | SOLN Neutralisaticoplossing
TRACEUR Tracerbuffer

Microtiterplaat

ab | HRP HRP Conjugaat

Az | Hre HRP Conjugaat

A | CONC HRP Conjugaat geconcentreerd

Ag | o CONC HRP Conjugaat geconcentreerd
cons | BUF Conjugaat buffer
CHROM | TMB [ CONC Chromogene TMB geconcentreerd
CHROM | T™B Chromogene Oplossing TMB
SUB | BUF Substraatbuffer
STOP | SoLN Stopoplossing

INC | sER Incubatieserum

BUF Buffer

Ab AP AP Conjugaat

suB | pNpp Substraat PNPP

BIOT CONJ | CONC

Geconcentreerd Biotine conjugaat

AVID HRP CONC

Geconcentreerd Avidine-HRP conjugaat

Assay buffer

Biotine conjugaat

Specifiek antilichaam

SAV | HI CONC Streptavidine-HRP concentraat
NSB Aspecifieke binding
2nd Ab 2de antilichaam
| ACID | BUF |

Verzuringsbuffer
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P.I. Number : 1701000

Simbolos utilisados

Consultar las instrucciones de uso

Limitacion de temperatura

Fecha de caducidad

Codigo de lote

Numero de catilogo

CONTROL

Control

Producto sanitario para diagnostico in vitro

Fabricante

Contenido suficiente para <n> ensayos

WASH | SOLN | CONC

EQEEIE

Solucion de lavado concentrada

CAL 0 Calibrador cero
CAL N Calibrador #
CONTROL | N Control #
Ag 1251 Trazador
Ab 1251 Trazador
Ag 1251 | CONC Trazador concentrada
Ab 1251 | CONC Trazador concentrada
lij Tubos
INC BUF

Tampon de incubacion

ACETONITRILE Acetonitrilo

SERUM Suero

DIL | SPE Diluyente de Muestra
DIL | BUF Tampon de dilucion
ANTISERUM Antisuero
IMMUNOADSORBENT Inmunoadsorbente

DIL CAL

Diluyente de calibrador

RE( SOLN

i

Solucion de Reconstitucion

PEG

Glicol Polietileno

EXTR SOLN

Solucion de extraccion

El SOLN

Solucion de elucion

Cartuchos Bond Elut Silica

P SOLN

Solucion de Pre-tratamiento

NEUTR SOLN

Solucion de Neutralizacion

TRACEUR

Tampon de trazador

Placa de microvaloracion

olfioaki

HRP Conjugado

Az | Hre HRP Conjugado

Ab | CONC HRP Conjugado concentrada

Ag | o CONC HRP Conjugado concentrada
CONJ F Tampon de Conjugado
CHROM | TMB [ CONC Cromogena TMB concentrada
CHROM | T™B Solucion Cromoégena TMB
SUB | BUF Tampon de sustrato
STOP | SOLN Solucion de Parada

INC | SER Suero de Incubacion

BUF Tampon

Ab AP AP Conjugado

suB | pNpp Sustrato PNPP

BIOT CONJ | CONC

Concentrado de conjugado de biotina

AVID HRP CONC

Concentrado avidina-HRP

Tampon de ensayo

Conjugado de biotina

Anticuerpo especifico

SAV | H CONC Estreptavidina-HRP Concentrado
NsB Unién no especifica
20d Ab Segundo anticuerpo
| ACID | BUF |

Tampon de Acidificacion
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P.I. Number : 1701000

Simboli utilizzati

Consultare le istruzioni per 'uso

Limitazioni di temperatura

Utilizzare entro

Numero di lotto

Numero di catalogo

Controllo

Dispositivo medico-diagnostico in vitro

Fabbricante

Contenuto sufficiente per <n> saggi

WASH | SOLN | CONC

Tampone di lavaggio concentrato

Calibratore zero

CAL N Standard #
CONTROL | N Controllo #
Ag 1251 Marcato
Ab 1251 Marcato

Ag | 1251 | conc Marcato concentrato

Ab | 1251 | cone Marcato concentrato
lij Provette

INC | BUF Tampone incubazione
ACETONITRILE Acetonitrile

SERUM Siero

DIL | SPE Diluente campione
DIL | BUF Tampone diluizione
ANTISERUM Antisiero
IMMUNOADSORBENT Immunoassorbente

DIL CAL

Diluente calibratore

RE( SOLN

i

Soluzione di ricostituzione

PEG

Polietilenglicole

EXTR SOLN

Soluzione di estrazione

El SOLN

Soluzione di eluizione

Cartucce di silice bond elut

P SOLN

Soluzione di pretrattamento

NEUTR SOLN

Soluzione di neutralizzazione

TRACEUR

Tracer Buffer

ook

Piastra di microtitolazione

HRP Coniugato

HRP Coniugato

Ab HRP CONC

HRP Coniugato concentrato

Ag HRP CONC

HRP Coniugato concentrato

CONJ F

Buffer coniugato

CHROM CONC

Cromogena TMB concentrato

CHROM T™B

ot

Soluzione cromogena TMB

SUB | BUF Tampone substrato
STOP [ SOLN Soluzione di arresto
INC | SER Incubazione con siero

BUF Buffer
Ab AP AP Coniugato
SUB | PNPP Substrato PNPP

BIOT CONJ | CONC

Concentrato coniugato con biotina

AVID HRP CONC

Concentrato avidina HRP

Soluzione tampone per test

Coniugato con biotina

Anticorpo Specifico

Tampone Acidificante

SAV | H CONC Streptavidina-HRP concentrata
NsB Legame non-specifico
2nd Ab 2° Anticorpo
| ACID | BUF |
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P.I. Number : 1701000

Enrcéiiynon couforov

ZvpPovievteite Tig 0dNyieg ypriong

Oeppokpacio amobikevong

Huepopnvia Anéng

Ap1Bpog maptidog

ApBpdg Kataddyon

Ipétumo ehéyyov

In Vitro Atyvootiko lotpotexvoiytkd mpotov

Kataokevaomg

Tleprexopevo emapkeg Yo «v» e&eTaoeLg

WASH | SOLN | CONC

E@zsﬁﬁaw*@

ZUUTVKVOUEVO SHAVLLOL EKTAVONG

CAL 0 Mndevikog Babpovopntig
CAL N Babpovountg #
CONTROL | N Opdg eréyyov #
A | 1ast Iymbémg
A | st Iymbémg
Ae | 1251 | cone Xpopoyovog Iyvndémg
Ab 1251 | CONC Xpopoyovog Ixyynbémg
lij Torvéaplo
INC | BUF PouBpiotiko tddvpa endaong
ACETONITRILE Axetovirpilio
SERUM Opog

DIL | SPE Adidopa apaioong derypdtmv
DIL | BUF PouBpiotiko dtidovpa apainong
ANTISERUM Avtiopog
IMMUNOADSORBENT AvoG0TPOGPOPNTIKO

DIL CAL

Aparotikd fodpovountdv

REC | SOLN Adhopa ovocHGTIoN G
PE TToAvaBvievoyAvkoin

EXTR | SOLN Aidopa exydiong

El SOLN Aidopa Ekhoveng

Dvouyyeg mopitiov Bond Elut

P

P SOLN Adhopa Tpoemeepyaciog
NEUTR | SOLN Aihopa eEovdeTépwong
TRACEUR PuBuiotikd dddvpa
IMiéka pkpotithoddTong
HRP Zolevypa
Ag HRP HRP Zolevypa
A | m cone Xpapoyoévog HRP Zolevypa
Ag HI CONC Xpopoydvog HRP Zolevypo
CoNJ F PouBpiotiko dtddvpa culedypatog
CHROM | T™B | CONC Xpopoyoévog TMB
CHROM | T™B Awdhopa ypopoyovov TMB
SUB | BUF PuBpiotikd StiAv o VIOGTPMOUATOS
STOP [ SOLN AVOGYETIKO avTISPOGTNPLO
INC SER

Opog emdaong

Pubruotico Srdivpa

AP ZoCevypo

PNPP vroctpopotog

BIOT CONJ | CONC

ZUUTVKVOUEVO avTIdpacTiplo culevypévo pe Protivn

AVID HRP CONC

Zopmokvopévo dtaivpo ofdivng-HRP

PuBiotiko tddvpa Tposdtopicron

avTIdpuoTHPLo GuiEVYHEVO ne Plotivn

Ewdwo6 Avticopo

Zopmokvopévn otpentofidivn cvveéevypévn pe HRP

un-edikn déopevon

20 Avticopa

PuBiotiko Atdivpo 6&vo
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P.I. Number : 1701000

H3n0,13BaHU CUMBOJIH

BuskTe nHCTpYKIMATA 32 paboTa

Temneparypa Ha CbXpaHEeHHE

Wsnon3sgaiite ¢

IMapTunen xox

Karanosxen Homep

CONTROL

Konrpon

Wln BUTPO TMAarHOCTHYHO MEMIIMHCKO H3/IeTIHe

Ipoussoauren

C1>m>p>|<aﬂne JOCTaThYHO 3a <n> TecTa

WASH | SOLN | CONC

EQEEIE

KonueHTprpan u3MHBall pa3sTBop

CAL 0 Hynes kanu6parop

CAL N KanuGpatop #

CONTROL N KOHTpOJ'I #
Iili, Tpeiicbp
I_I_,Ah 2 Tpeiicep

Ag 1251 | CONC Konuenrpupan Mapkep

Ab [ 1251 | cONC Kowurtentpupan Mapkep
lij Enpyserku

INC | BUF Hukyb6armonen Oydep
ACETONITRILE ALECTOHUTPHUIT

SERUM Cepym

DIL SPE Pazpeauten 3a npobute
DIL | BUF Bydep 3a paspexnane
ANTISERUM Anrucepym
IMMUNOADSORBENT HmyHoabcopOeHT

DIL CAL

Paspeauten 3a kanubpatopa

Ipecn3naBany pa3TBop

Tonuerunen rMkomn

EXTR | SOLN ExcrpakToB pastBop
ELU [ SOLN PasTBop 3a emonpane

CHITHKAreTHH TBJIHUTETN

Ipen-neueben pa3TBOp

Heyrpanusupani parsop

Mapxkepen Oydep

MHuKpPOTHTBPHA IJIaCTHHA

Ab | HRP HRP xowtorar / KoHiorar Ha XpstHOBa epOKCH/Ia3a
Ag | HRP HRP xowtorar / KoHiorar Ha XpstHOBa epOKCH/Ia3a
Ab | HI CONC HRP xoHIOrHpaH KOHIIEHTpAT
Ag HI CONC HRP xoHIorupan KOHIEHTpaT

CONJ | BUF Bybep 3a kontorata

CHROM | TMB | CONC Xpomorenen TMB konuenTpar

CHROM | TMB Xpomorenen TMB pastsop

SUB [ BUF Cy6crparen Oydep

STOP | SOLN Cron pa3TBop

INC | SER Huky0anmoHeH cepym
Bydep

AP koHIOraT / KOHIOTaT Ha ankanHa docdaraza

Cy6erpar PNPP / napa uutpodennn pocdar

BIOT CONJ | CONC

buoTuH KOHIOTHpaH KOHLIEHTpAT

AVID HRP CONC

Asnua HRP konuenTpar

Bydep 3a npobute

buoTun xoHiorat

crnenupuIHO AHTHTAIIO

SAV | HI CONC crpenTtaBuanH HRP xonnentpar
NsB He CrelM(UIHO CBbP3BaHe
2nd Ab BTOPO aHTHUTAIIO
| ACID | BUF |

KucenuHu3upai oydep
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P.I. Number : 1701000

Anvendte symboler

[BEY Lees brugsvejledningen
/ﬂf Opbevaringstemperatur

= Anvend inden

LOT Batchkode
Katalognummer
Kontrol

=]

Medicinsk udstyr til in vitro-diagnosticering

Fabrikant

i A=

Indeholder nok til <n> test

WASH | SOLN | CONC

Koncentreret vaskeoplosning

]

Nul-kalibrator

CAL N Kalibrator nr.
CONTROL | N Kontrol nr.
Ag 1251 Marker
Ab 1251 Marker

Ag | 1251 | cone Koncentreret marker

Ab | 1251 | cone Koncentreret marker
lij Tuber

INC | BUF Inkubationsbuffer

ACETONITRILE Acetonitril

SERUM Serum

DIL | SPE Provediluent

DIL | BUF Fortyndingsbuffer

ANTISERUM Antiserum

IMMUNOADSORBENT Immonoadsorbent

DIL | CAL Kalibratordiluent

RE( SOLN

Rekonstitueringsoplasning

PE(

Polyetylenglykol

EXTR SOLN

Ekstraktionsoplesning

El SOLN

Elueringsoplesning

Patroner med bindingselueringssilica

P SOLN Forbehandlingsoplosning

NEUTR | SOLN Neutraliseringsoplosning

TRACEUR Markerbuffer
Mikrotiterplade

T

ab | HRP HRP-konjugat
Ag | HRP HRP-konjugat
A | o CONC HRP-konjugat-koncentreret
Ag | o CONC HRP-konjugat-koncentreret
CONJ | BUF Konjugatbuffer
CHROM | TMB [ CONC Kromogen TMB-koncentreret
CHROM | TMB Kromogen TMB-oplesning
suB | BUF Substratbuffer
STOP | SoLN Stopoplesning
INC | sER Inkubationsserum
BUF Buffer
Ab AP AP-konjugat
suB | pNpp Substrat PNPP

BIOT CONJ | CONC

Biotin konjugat koncentrat

AVID HRP CONC

Avidin HRP koncentrat

Provebuffer

Biotin konjugat
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P.I. Number : 1701000

Simbolos utilizados

Consulte instrugdes de utilizagéo

Temperatura de conservagao

Utilizar antes de

Codigo de lote

Numero de catilogo

CONTROL

Controlo

Dispositivo médico de diagndstico in vitro

Fabricante

Contetdo suficiente para <n> testes

WASH | SOLN | CONC

EQEEIE

Solugdo de lavagem concentrada

CAL 0 Calibrador zero
CAL N Calibrador #
CONTROL | N Controlo #
Ag 1251 Marcador
Ab 1251 Marcador
Ag 1251 | CONC Marcador concentrada
Ab 1251 | CONC Marcador concentrada
lij Tubos
INC BUF

Tampdo de incubagdo

ACETONITRILE Acetonitrilo
SERUM Soro

DIL | SPE Diluidor de espécimes
DIL | BUF Tampdo de dilui¢do
ANTISERUM Anti-soro
IMMUNOADSORBENT h’nunoadsol’vente

DIL CAL

Diluente do calibrador

RE( SOLN

i

Solugdo de Reconstitui¢io

PEG

Polietileno-glicol

EXTR SOLN

Solugdo de Extracgdo

El SOLN

Solugdo de Eluigao

Cartuchos de silica Bond Elut

P SOLN

Solugdo de pré-tratamento

NEUTR SOLN

Solugdo de neutralizagdo

TRACEUR

Tampao Marcador

Placa de micro titulagéo

olfioaki

HRP Conjugagido

Ag | HRP HRP Conjugagido

Ab | CONC HRP Conjugagdo concentrada

Ag | o CONC HRP Conjugagdo concentrada
CONJ F Conjugue o tampdo
CHROM | TMB | CONC Cromogénica TMB concentrada
CHROM | T™B Solugio Cromogénica TMB
SUB | BUF Tampao de substrato
STOP | SOLN Solugdo de Paragem

INC | SER Soro de incubagio

BUF Tampao

Ab AP AP Conjugagao

suB | pNpp Substrato PNPP

BIOT CONJ | CONC

Concentrado conjugado de biotina

AVID HRP CONC

Concentrado HRP de avidina

Tampao de ensaio

Conjugado de biotina

Anticorpo especifico

SAV [ HI CONC Estreptavidina HRP concentrado
NsB Ligagdes ndo especificas
2nd Ab Anticorpo secundério
| ACID | BUF |

Tampao de acidificagdo
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P.I. Number : 1701000

Stosowane symbole

Przed zastosowaniem zapoznac sig z instrukcja

Temperatura przechowywania

Zuzy¢ przed

Kod serii

Numer katalogowy

Kontrola

Urzadzenie medyczne do diagnostyki in vitro

Producent

Zawarto$¢ wystarczajaca do <n> testow

WASH [ SOLN | CONC

E@zsgﬁuw*@

Roztwor pluczacy stgzony

CAL 0 Kalibrator zerowy
CAL N Kalibrator nr
CONTROL | N Kontrola nr
Ag 1251 Znacznik izotopowy
Ab | 1251 Znacznik izotopowy

Ag 1251 | CONC Znacznik izotopowy stezony

Ab 1251 | CONC Znacznik izotopowy stezony
lij Probowki

INC | BUF Wymagana inkubacja buforu

ACETONITRILE Acetonitryl

SERUM Surowica

DIL | SPE Rozcienczalnik probki

DIL | BUF Bufor do rozcieficzania
ANTISERUM Antysurowica
IMMUNOADSORBENT h'n[nunoadsol‘bent

DIL | CAL Rozcienczalnik kalibratora

Roztwor do rozcienczania

Glikol poli(oksy)etylenowy

EXTR | SOLN Roztwor ekstrakcyjny
ELU | sOLN Roztwor elucyjny
GEL Kolumny krzemionkowe Bond Elut
PRE | SOLN Roztwér do przygotowania wstepnego
NEUTR | SOLN Roztwor neutralizujacy
TRACEUR | BUF Bufor znacznika
mikroptytka
Ab | HRP Koniugat peroksydazy chrzanowej
Ag HRP Koniugat peroksydazy chrzanowej
Ab H CONC Koncentrat koniugatu peroksydazy chrzanowej
Ag H CONC Koncentrat koniugatu peroksydazy chrzanowej
CONI [ BUF Bufor do koniugacji
CHROM [ TMB | CONC Koncentrat chromogenu TMB (czterometylobenzydyny)
CHROM [ TMB Roztwér chromogenu TMB (czterometylobenzydyny)
SUB [ BUF Bufor substratu
STOP | SOLN Roztwor zatrzymujacy reakcje
INC SER

Wymagana inkubacja surowicy

Bufor

Koniugat AP (fosfatazy alkalicznej)

p-nitrofenylofosforan substratowy

BIOT CONJ | CONC

Koncentrat koniugatu biotyny

AVID HRP CONC

Koncentrat peroksydazy chrzanowej z awidyna

Bufor do oznaczania

Koniugatu biotyny

Przeciwciato swoiste

SAV | HI CONC Koncentrat streptawidyny HRP
NSB Wiazanie nieswoiste
2nd Ab Drugie przeciwciato
| ACID | BUF |

Bufor zakwaszajacy
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