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Read entire protocol before use.

IGFBP-3-IRMA

INTENDED USE

Immunoradiometric assay kit for the in vitro quantitative determination of the Insulin-like Growth Factor
Binding Protein-3 (IGFBP-3) in serum.

GENERAL INFORMATION
Proprietary name : DIAsource IGFBP-3-IRMA Kit
Catalog number : KIP1171: 96 tests

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)1 84.99.90

CLINICAL BACKGROUND

The insulin-like growth factor (IGF).system is the primary regulator of normal body growth and regeneration, affecting cell
proliferation, differentiation and apoptosis. In addition, the IGF-system appears to modify insulin sensitivity and long-term glucose
metabolism. Finally, numerous epidemiological, experimental and clinical data indicate that the IGF-system is also involved in the
development of several common cancers as well as frequent diseases such as atherosclerosis and type 2 diabetes mellitus.

The IGF-system consists of.a family of closely related peptides, which includes the two primary growth promoting peptides, IGF-I
and IGF-II, 6 specific high-affinity IGF-binding proteins (IGFBP-1 to -6), and a large non-IGF-binding glycoprotein, the “acid labile
subunit” (ALS).

IGFBP-3 is the most abundant IGF-binding protein, accounting for as much as 75% or more of the circulating IGF-binding capacity in
healthy subjects. IGFBP-3 shares functional properties with IGFBP-5 in that both peptides are able to form high molecular weight
ternary.complexes of ~150 kilo Dalton with ALS and either IGF-I or —II. However, IGFBP-5 circulates in much lower concentrations
than IGFBP-3, and in healthy subjects the ternary complexes carry as much as 90% of IGFBP-3 but only about 50% of IGFBP-5.

Originally, the IGFBPs were thought to serve as IGF-carrier proteins, stabilizing plasma IGF levels and controlling the egress of IGF
from the circulation to the extra-vascular compartment. Furthermore, it was assumed that IGFBP-complexed IGF was biologically
more or less inactive, being deprived its ability to interact with the IGF-I receptor. However, it soon became apparent that in some
experimental settings the IGFBPs stimulated rather than inhibited IGF-I mediated actions, and accordingly, the IGFBPs are now often
referred to as modulators of IGF-I bioactivity. In addition, the majority of the IGFBPs, and in particular IGFBP-3, exerts IGF-I and
IGF-I receptor independent effects, possible involving interactions with specific receptors located at the cell surface and intracellular.
For example, IGFBP-3 is nowadays considered to serve as an anti-cancer molecule, apparently protecting against several common
cancers, and effects of IGFBP-3 on insulin signaling in cultured adipocytes have also been suggested.

The turnover of the ternary complexes is very slow, and the plasma concentration of IGFBP-3 remains stable throughout the day,
being unaffected by short-term nutritional changes. Thus, the level of IGFBP-3 may be determined by one single measurement. GH is
the primary regulator of IGFBP-3 as well as of IGF-I and ALS and therefore, all three peptides increase during the pubertal growth
spurt, where after levels gradually decline with increasing age. In children, IGFBP-3 has been shown to correlate with the 24-h
integrated GH secretion and in particular in children IGFBP-3 may be helpful in the diagnosis of GH deficiency.



V.

PRINCIPLES OF THE METHOD

The DIAsource IGFBP-3-IRMA is an immunoradiometric assay based on

coated-tube.

Mabl, the capture antibody, is attached to the lower and inner

surface of the plastic tube. Calibrators or samples added to the tubes will at first

show

low affinity for Mabl. Addition of Mab2, the signal antibody labelled with

1] will complete the system and trigger the immunological reaction. After
washing, the remaining radioactivity bound to the tube reflects the antigen
concentration.

V. REAGENTS PROVIDED
Reagents 96 Test Kit Colour Reconstitution
Code
Tubes coated with anti 2x48 ivory Ready for use
IGFBP-3(monoclonal
antibody)
Ab 1257 1 vial red Ready for use
5.5ml
700 kBq
Anti-IGFBP-3-'*1  (monoclonal
antibody) in Tris Maleate buffer
with bovine serum, azide (<0.1%)
and inert red dye
5 vials yellow Add 1.0 ml distilled
lyophilised water
Calibrators 1-5 in Tris HCL buffer
with bovine serum albumin and
thymol. See exact value on vial
labels.
Calibrators are prediluted
DIL BUF 1 vial green Ready for use
100 ml
Dilution buffer: Tris HCI buffer
with bovine albumin and azide
(<0.1%)
1 vial brown Dilute 70 x with
‘ WASH SOLN ‘ CONC ‘ 10 ml distilled water (use a
magnetic stirrer).
Wash solution (TRIS-HCI)
2 vials silver Add'1.0.ml distilled
CONTROL N | lyophilised water
Controls - N =1 or 2
in Tris HCI buffer with human
serum and thymol
Controls are prediluted

Note: use the dilution buffer as zero calibrator.

VI.

SUPPLIESNOT PROVIDED

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

1.

Distilled water

2. Pipettes for delivery of: 10 pl, 50 pl, 100 pl and 1 ml (the use of accurate
pipettes with disposable plastic tips is recommended)

3. Plastic tubes for dilution of samples

4. Vortex mixer

5. Tube shaker (400 rpm)

6.  Magnetic stirrer

7. 5 ml automatic syringe (Cornwall type) for washing

8. Aspiration system (optional)

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

VIl. REAGENT PREPARATION

A. Calibrators: Reconstitute the calibrators with 1.0 ml distilled water.

B. Controls: Reconstitute the controls with 1.0 ml distilled water.

C. 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.

VIII.

HLO—

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.

The calibrators and controls are very unstable, use them immediately after
reconstitution, freeze immediately in aliquots and keep them at —20°C for
maximum 3 months.

Avoid subsequent freeze-thaw cycles.

Freshly prepared Working Wash solution should be used on the same day.
After its first use, tracer is stable until expiry date, if kept in the original
well-closed vial at 2 to 8°C.

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 24 h., storage 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 one plain plastic tube for each sample.
Dispense 1 ml of Dilution Buffer into each tube.
Add 10 pl of sample into these tubes.
Label coated tubes in duplicate for each calibrator, sample and control. For
the determination of total counts, label 2 normal tubes.
Briefly vortex calibrators, controls and pre-diluted samples and dispense
100 pl of each into the respective tubes (use the dilution buffer as zero
calibrator).
Dispense 50 pl of '**Iodine labelled anti IGFBP-3 into each tube, including
the uncoated tubes for total counts.
Incubate for 120 minutes at room temperature on a tube shaker (400 rpm).
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 2 ml Working Wash solution (except total counts) and
aspirate (or decant). Avoid foaming during the addition of the Working
Wash solution.
Wash tubes again with 2 ml Wash solution (except total counts) and aspirate
(or decant).
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.

On semi logarithmic or linear graph paper plot the c.p.m. (ordinate) for
each calibrator against the corresponding concentration of IGFBP-3
(abscissa) and draw a calibration curve through the calibrator points, reject
the obvious outliers.

Read the concentration for each control and sample by interpolation on the
calibration curve.

Computer assisted data reduction will simplify these calculations. If
automatic result processing is to be used, a 4-parameter logistic function
curve fitting is recommended



XIl.  TYPICAL DATA

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

IGFBP-3-IRMA cpm B/T (%)
Total count 298318 100
Calibrator 0 ng/ml 17 0.01
380 ng/ml 1494 0.50
1057 ng/ml 5608 1.88
2520 ng/ml 17131 5.74
5589 ng/ml 54713 18.34
13395 ng/ml 185344 62.13

The calibrators are standardized against the NIBSC/WHO recombinant IGFBP-3,
reference reagent coded 93/560.

XI1l1. PERFORMANCE AND LIMITATIONS

A. Detection limit
Twelve zero calibrators were assayed along with a set of the other
calibrators. The detection limit, defined as the apparent concentration of
the average count at zero binding plus two standard deviations, was
17.3 ng/ml.

B. Specificity
Some potentially interfering hormones have been tested in this assay. At
concentrations up to 10 pg/ml, none of the following hormones showed
significant interference :
- rhIGF-BP1
- rhIGF-BP2
- rhIGF-BP4
- rhIGF-BP5
- rhIGF-BP6
- rhIGF-1
- rhIGF-II

C. Precision

INTRA-ASSAY PRECISION INTER-ASSAY PRECISION

Serum N <X>=SD Ccv Serum N <X>=+SD CV
(ng/ml) (%) (ng/ml) ©%)
A 20 543 £22 4.0 A 10 1056 + 34 32
B 20 | 2637+71 2.7 B 10 4539 £255 5.6
SD: Standard Deviation; CV: Coefficient of variation
D. Accuracy
DILUTION TEST,
Sample Dilution Theoretical Measured
Concent. Concent.
(ng/ml) (ng/ml)
A 171 - 3004.8
172 1502.4 1524.6
1/4 751.2 765.9
1/8 375.6 375.8
1/16 187.8 175.3
Samples were diluted with Dilution Buffer.
RECOVERY TEST
Added IGFBP-3 Recovered IGFBP-3 Recovery
(ng/ml) (ng/ml) (%)
2000 2094 104.7
1000 1123 112.3
500 491 98.2
250 273 109.3
125 139 111.0

E. Time delay between last calibrator and sample dispensing

As shown hereafter, assay results remain accurate even when a sample is
dispensed 30 minutes after the calibrator has been added to the coated

tubes.
TIME DELAY
0' 10' 20" 30'
S 1 (ng/ml) 1207 1204 1263 1274
S 2 (ng/ml) 4671 4986 4899 5054

XIV. LIMITATIONS

- Specimens from patients who have received preparations of mouse
monoclonal antibodies for diagnosis or therapy may contain human anti-
mouse antibodies (HAMA). Such specimens may show either falsely
elevated or depressed values when tested with assay kits which employ
mouse monoclonal antibodies.

- Heterophilic antibodies in human (serum can react with reagent
immunoglobulins, interfering with in vitro immunoassays.

Patients routinely exposed to animals or animal serum products can be
prone to this interference and anemalous values may be observed in case
of the presence of heterophelic.antibodies. Carefully evaluate the results of
patients suspected of having these antibodies.

If results are not consistent with other clinical observations, additional
information should be.required before diagnosis.

XV. INTERNAL QUALITY CONTROL

- 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.

XVI. REFERENCE INTERVALS

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

Normal subjects

MALES (ng/ml) FEMALES (ng/ml)
Age Group
Mean Range N Mean Range N
6 years 3771 2825-5178 9 3877 3400-4554 6

7 years 3718

8 years 3852

9 years 3833

10 years 3865

11 years 3991

12 years 4203

13 years 4488

14 years 4381

15 years 4212

16 years 4343

17 years 4287

18 years 4604

19 years 4321

20 years 4224

21 — 25 years 4633
26 — 30 years 4656

2846-4462 20 3958
3195-4978 38 3963
3018-4837 29 4008
2935-4524 28 4095
3152-4635 28 4109
3423-5153 28 4481
2936-5586 34 4668
3349-5220 39 4382
3266-5262 31 4346
3417-5662 45 4331
3305-5319 19 4316
3830-5583 17 4463
3647-4907 17 4501
3714-4871 12 4327
3228-6207 27 5111
3081-5881 26 4326
31— 40 years 4392 3030-6101 47 4508

> 40 years 4354 2589-5312 18 4327

Remark : the range is based on 2.5 % and 97.5 % percentiles.

3102-4812 23
3156-4839 20
3334-4544 22
3257-5158 32
3144-5031 30
3643-4987 21
3771-5249 38
3585-5157 54
3551-5175 57
3475-5055 69
3459-5424 39
3518-5190 28
3842-5149 18
3686-4949 6
3732-6254 25
3038-5266 24
3609-5637 47
3313-5247 20

XVII. 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 the 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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XIX. SUMMARY OF THE PROTOCOL

TOTAL CALIBRATORS

COUNTS CONTROLS SAMPLE(S)

ul nl ul
DILUTION SAMPLE(S)
Dilution Buffer - - 1000
Sample - - 10
Shaking Vortex
INCUBATION
Calibrators (0 to 5), controls - 100 -
Diluted Samples - - 100
Tracer 50 50 50
Incubation 120 minutes at room temperature with shaking
at 400 rpm

Separation - Aspirate (or decant)
Working Wash solution 2 ml
Separation Aspirate (or decant)
Working Wash solution 2 ml
Separation Aspirate (or decant)
Counting Count tubes for 60 seconds
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Revision date : 2011-02-18



Lire entiérement le protocole avant utilisation.

IGFBP-3-IRMA

BUT DU DOSAGE

Trousse de dosage immunoradiométrique pour la détermination quantitative in vitro de'la protéine de liaison 3
du facteur de croissance proche de l'insuline (IGFBP-3: Insulin-like Growth Factor Binding Protein-3) dans le
sérum.

INFORMATIONS GENERALES
Nom du produit : DIAsource IGFBP-3-IRMA kit
Numéro de catalogue : KIP1171: 96 tests

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

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

CONTEXTE CLINIQUE

Le systéme de facteur de croissance proche de l'insuline (IGF) est le régulateur primaire de la croissance corporelle normale et de la
régénération influengant la prolifération, la différentiation et I'apoptose cellulaires. De plus, le systéme IGF modifie la sensibilité a
l'insuline et le métabolisme du glucose a long terme. Enfin, de nombreuses données épidémiologiques, expérimentales et cliniques
indiquent que le systéme IGF est également impliqué dans le développement de différents cancers courants ainsi que dans des maladies
fréquentes comme l'athérosclérose et le diabéte de type 2.

Le systéme IGF se compose d'une famille de peptides étroitement apparentés qui inclut les deux peptides primaires de promotion de la
croissance, les IGF-I et IGF-II, les 6 protéines de liaison avec une forte affinité des IGF (IGFBP-1 a 6) et une grande glycoprotéine ne
liant pas I'IGF, la "sous-unité acidolabile" (ALS).

L'IGFBP-3 est la sous-unité de liaison de I'IGF la plus abondante. Elle représente 75% et plus de la capacité de liaison de I'IGF
circulante chez les sujets sains. L'1GFPB-3 partage des propriétés fonctionnelles avec I'lGFPB-5: les deux peptides sont capables de
former des complexes ternaires de haut poids moléculaire de ~150 kilos Dalton avec I'ASL et soit I'IGF-I soit I'GF-II. Les
concentrations en IGFBP-5 sont cependant bien inférieures a celles de I'lGFBP-3. Chez le sujet sain, on retrouve jusqu'a 90% de
I'IGFBP-3 sous forme de complexes ternaires, mais seulement 50% environ de 'lGFBP-5..

Au départ, on pensait que les IGFBP servaient de protéines de liaison de I'IGF, stabilisant les taux plasmatiques d'IGF et contrdlant la
sortie de I'IGF de la circulation vers le compartiment extravasculaire. De plus, on a supposé que le complexe IGFBP-IGF ¢était
biologiquement plus ou moins inactif, étant privé de sa capacité a interagir avec le récepteur IGF-I. Cependant, il est rapidement apparu
que, dans certaines expériences, les IGFBP stimulaient plutét qu'inhibaient les actions médiées par I'GF-I et, par conséquent, les
IGFBP sont maintenant référencées en tant que modulateurs de la bioactivité de I'lGF-I. De plus, la majorit¢ des IGFBP et, en
particulier 'lGFBP-3, exercent des effets indépendants sur I'lGF-I et sur le récepteur IGF-I, provoquant éventuellement des interactions
avec des récepteurs spécifiques situés a la surface et a l'intérieur de la cellule. Par exemple, I'lGFBP-3 est aujourd'hui considérée
comme étant une molécule anticancéreuse, protégeant apparemment contre certains cancers courants. On a également suggéré des
effets de 'GFBP-3 sur le signal de l'insuline dans des cultures d'adipocytes.

La rotation des complexes ternaires est trés lente et la concentration plasmatique en IGFBP-3 reste stable au cours de la journée, n'étant
n'est pas affectée par des changements nutritionnels a court terme. Une seule mesure du taux d'IGFBP-3 est donc suffisante. La GH est
le régulateur primaire de 'lGFBP-3 ainsi que de I'lGF-I et de I'ALS. Par conséquent, les trois peptides augmentent pendant la poussée
de croissance pubertaire apres laquelle les taux diminuent progressivement avec I'age. On a montré que, chez l'enfant, I'lGFBP-3 est
corrélée avec la séerétion de GH intégrée sur 24 heures. Le dosage de I'lGFBP-3 peut étre utile, en particulier chez I'enfant, dans le
diagnostic d'une déficience en GH.



IV.  PRINCIPE DU DOSAGE

L'IGFBP-3-IRMA de DIAsource est un dosage immunoradiométrique basé sur un
tube tapissé d'anticorps. Le Mabl, l'anticorps de capture, est adsorbé sur la
surface inférieure et intérieure du tube en plastique. Les calibrateurs et les
échantillons ajoutés aux tubes montreront d'abord une faible affinité pour les
Mabl. L'addition de Mab2, I'anticorps de signal marqué a 1"*’I, complétera le
systéme et déclenchera la réaction immunologique. Apres lavage, la réactivité

restante liée aux tubes refléte la concentration en antigénes.

V. REACTIFS FOURNIS

Calibrateur N=1a5

(cf. Valeurs exactes sur chaque
flacon) dans un tampon Tris-HCI
avec de la sérum-albumine bovine
et du thymol.

Les calibrateurs sont prédilués

Réactifs Trousse de Code Reconstitution
96 analyses Couleur
Tubes tapissés d'un anti- 2x48 ivoire Prét a I’emploi
IGFBP-3 (anticorps
monoclonal)
Ah 1 flacon Rouge Prét a I’emploi
. . 1
Anti-IGFBP3-2T  (anticorps | 0
. 700 kBq
monoclonal) dans un tampon tris
maléate avec du sérum bovin, de
l'azoture (<0,1%) et un colorant
rouge inerte
5 flacons Jaune Ajouter 1,0 ml d’eau
lyophilisés distillée

DL Iflacon vert Prét a I’emploi

Tampon de dilution: tampon Tris- 100 ml

HCI avec de 1'albumine bovine et
de l'azoture (<0,1%)

Contrdles - N =1 ou 2 dans un
tampon Tris-HCI avec du sérum
humain et du thymol

Les controles sont prédilués

1 flacon brun Diluer 70 x avec de
‘ASH LN N L. I
| WAS | so |C0 c | 10 ml I’eau distillée (utiliser
Solution de Lavage un agl’tqteur
(TRIS-HCI) magnétique).
2 flacons Gris Ajouter 1,0 ml d’eau
lyophilisés distillée

Note: utiliser le tampon de dilution comme calibrateur zéro.

VI. MATERIEL NON FOURNI

Le matériel mentionné ci-dessous est requis mais non fourni avec la trousse:
1. Eau distillée

2. Pipettes pour distribuer: 10 pl, 50 pl, 100 pl et 1 ml (I’utilisation de

pipettes précises et de pointes jetables en plastique est recommandée)
Tubes en plastique pour la dilution des échantillons

Agitateur vortex

Agitateur magnétique

Agitateur de tubes (400rpm)

Seringue automatique de 5 ml (type Cornwall) pour les lavages
Systéme d’aspiration (optionnel)

e A i

(rendement minimum 70%).

VIl. PREPARATION DESREACTIFS

A. Calibrateurs: Reconstituer les calibrateurs avec 1,0 ml d’eau distillée.

B. Contrdles : Reconstituer les contrdles avec 1,0 ml d’eau distillée.

C. 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.

Tout compteur gamma capable de mesurer I’'>’I peut étre utilisé

VIII.

e =m

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.

Les calibrateurs et les controles sont trés instables. Utiliser les
immédiatement aprés leur reconstitution. Congeler immédiatement en
aliquotes et conserver les a -20°C pendant trois mois au maximum. Eviter
des cycles de congélation et décongélation successifs.

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

Aprés la premiére utilisation, le traceur est stable jusqu’a la date
d’expiration, si celui-ci est conservé entre 2 et 8°C dans le flacon d’origine
correctement fermé.

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 24 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 troussé_ou ses composants apres avoir dépassé la date
d’expiration. Ne pasmélanger du matériel provenant de trousses de lots
différents.  Mettre ~tous les réactifs a température ambiante avant
utilisation.

Meélanger tous les réactifs et les échantillons sous agitation douce. Pour
éviter toute contamination croisée, utiliser une nouvelle pointe de pipette
pour I’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
Etiqueter un tube ordinaire en plastique pour chacun des échantillons.
Distribuer 1 ml de tampon de dilution a chacun des tubes.
Ajouter 10 pl d'échantillons dans ces tubes.
Identifier les tubes tapissés d'anticorps fournis dans la trousse, en double
pour chaque calibrateur, échantillon, contréle. Pour la détermination de
I’activité totale, identifier 2 tubes non tapissés d’anticorps.
Agiter au vortex briévement les calibrateurs, les échantillons prédilués et
les contrdles. Puis distribuer 100 pl de chacun d’eux dans leurs tubes
respectifs. (utiliser le tampon de dilution comme calibrateur zéro)
Ajouter 50 pL de traceur dans chaque tube a 1’exception des ceux servant
au comptage total.
Incuber pendant 120 minutes a température ambiante sous agitation
continue (400 rpm).
Aspirer (ou décanter) le contenu de chaque tube (a I’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 2 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.
Laver les tubes a nouveau avec 2 ml de Solution de Lavage (a I’exception
des tubes utilisés pour la détermination de ’activité totale) et aspirer (ou
décanter).
Apreés le dernier lavage, laisser les tubes droits pendant 2 minutes et aspirer
(ou décanter) 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.

Dessiner sur un graphique linéaire ou semi-logarithmique les cpm
(ordonnées) pour chaque calibrateur contre la  concentration
correspondante en IGFBP-3 (abscisses) et dessiner une courbe de
calibration a I’aide des points de calibration, écarter les valeurs aberrantes.
Lire la concentration pour chaque contrdle et échantillon par interpolation
sur la courbe de calibration.

L’analyse informatique des données simplifiera les calculs. Si un systéme
d’analyse de traitement informatique des données est utilisé, il est
recommandé d’utiliser la fonction « 4 paramétres » du lissage de courbes.



XII.

DONNEES TYPES

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

IGFBP-3-IRMA cpm B/T (%)
Activité totale 298318 100

Calibrateur 0 ng/ml 17 0,01
380 ng/ml 1494 0,50
1057 ng/ml 5608 1,88
2520 ng/ml 17131 574
5589 ng/ml 54713 18,34
13395 ng/ml 185344 62,13

Les calibrateurs sont standardisés par rapport a I'lGFBP-3 recombinante, standard
de référence NIBSC/WHO code 93/560.

XIHI.

A.

PERFORMANCE ET LIMITESDU DOSAGE

Sensibilité

Douze 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 au-dessus de la moyenne déterminée a la fixation
zéro, était de 17.3 ng/ml.

B.

Spécificité

Certaines hormones pouvant potentiellement interférer ont été testées dans
cet essai. A des concentrations allant jusqua 10 pg/ml, aucune des
hormones n'a montré une interférence significative :

- rhIGF-BP1

- rhIGF-BP2

- rhIGF-BP4

- rhIGF-BP5

- rhIGF-BP6

- rhIGF-I

- rhIGF-IT

Précision

INTRA-ESSAI INTER-ESSAI

Sérum N <X>+SD Cv Sérum N <X>+SD CV.

(ng/ml) (%) (ng/ml) (%)

A
B

20 543+ 22 40 A 10 1056 %34 32
20 2637 +71 2,7 B 10 4539255 56

SD : Déviation Standard; CV: Coefficient de variation

D. Exactitude

TEST DE DILUTION
Echantillon Dilution Concent. théorique Concent. Mesurée
(ng/ml) (ng/ml)
A 1/1 - 3004,8
12 1502,4 1524.,6
1/4 751,2 765,9
1/8 375,6 375,8
1/16 187,8 175,3
Les échantillons sont dilués avec le tampon de dilution.
TEST DE RECUPERATION
IGFBP-3 ajoutée IGFBP-3 récupérée Récupération
(ng/ml) (ng/ml) (%)

2000 2094 104,7
1000 1123 112,3
500 491 98,2
250 273 109,3
125 139 111,0

E. Délai entre la distribution du dernier calibrateur et celle de
I’échantillon

Comme le montre le tableau ci-dessous, les résultats de l'analyse restent
précis lorsqu'un échantillon est distribué 30 minutes aprées que le calibrateur
ait été ajouté aux tubes tapissés d'anticorps.

DELAI
0 10' 20' 30'
S 1 (ng/ml) 1207 1204 1263 1274
S 2 (ng/ml) 4671 4986 4899 5054

XIV.  LIMITATIONS

- Les échantillons de patients ayant recu des préparations d'anticorps
monoclonaux de souris pour un diagnostic ou comme traitement peuvent
contenir des anticorps humains anti-souris (HAMA). De tels échantillons
peuvent montrer des valeurs soit faussement élevées soit faussement
basses lorsqu'ils sont analysés avec“des trousses d'analyses utilisant des
anticorps monoclonaux de souris:

- Des anticorps hétérophiles dans le sérum humain peuvent réagir avec le
réactif immunoglobulines, interférant ainsi avec les méthodes d'analyse
immunologiques in vitro.

Les patients couramment-en contact avec des animaux ou des produits de
sérum animal peuvent étre sujets a ces interférences. Des valeurs
anormales peuvent- étre observées en cas de présence d'anticorps
hétérophiles~Evaluer soigneusement les résultats des patients suspectés
d'avoir ces anticorps.

Si les. résultats ne sont pas cohérents avec les autres observations
cliniques; des informations supplémentaires doivent étre demandées
avant de poser le diagnostic.

XV, "CONTROLE DE 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 en aliquotes. Ne pas congeler —
décongeler plus de deux fois.

- Les criteres d'acceptation de la différence entre les résultats des
échantillons analysés en double doivent étre basés sur les Bonnes
Pratiques de Laboratoire.

XVI. VALEURSATTENDUES

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

Sujets normaux

MASCULIN (ng/ml) FEMININ (ng/ml)
Age
Moyen Portée N | Moyen Portée N
6 ans 3771 2825-5178 9 3877 3400-4554 6
7 ans 3718 2846-4462 20 3958 3102-4812 23
8 ans 3852 3195-4978 38 3963 3156-4839 20
9 ans 3833 3018-4837 29 4008 3334-4544 22
10 ans 3865 2935-4524 28 4095 3257-5158 32
11 ans 3991 3152-4635 28 4109 3144-5031 30
12 ans 4203 3423-5153 28 4481 3643-4987 21
13 ans 4488 2936-5586 34 4668 3771-5249 38
14 ans 4381 3349-5220 39 4382 3585-5157 54
15 ans 4212 3266-5262 31 4346 3551-5175 57
16 ans 4343 3417-5662 45 4331 3475-5055 69
17 ans 4287 3305-5319 19 4316 3459-5424 39
18 ans 4604 3830-5583 17 4463 3518-5190 28
19 ans 4321 3647-4907 17 4501 3842-5149 18
20 ans 4224 3714-4871 12 4327 3686-4949 6
21— 25 ans 4633 3228-6207 27 5111 3732-6254 25
26 — 30 ans 4656 3081-5881 26 4326 3038-5266 24
31-—40 ans 4392 3030-6101 47 4508 3609-5637 47
> 40 ans 4354 2589-5312 18 4327 3313-5247 20

Note : portée basés sur les percentiles de 2,5% & 97,5%.



XVII. PRECAUTIONS ET AVERTISSEMENTS

Sécurité

Pour utilisation en diagnostic in vitro uniquement.

Cette trousse contient de '>’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, I’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 devra étre conforme 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’azoture de sodium est nocif s’il est inhalé, avalé ou en contact avec la peau
(I’azoture de sodium est utilis€ comme agent conservateur). L’azoture 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.
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XIX. RESUME DU PROTOCOLE

ACTIVIT CALIBRA- ECHANTIL
E TEURS LONS
TOTALE CONTROLES (nl)
(ub)
(ub)

DILUTION DES
ECHANTILLONS
Tampon de dilution - - 1000
Echantillon - - 10
Mélanger Vortex
INCUBATION
Calibrateurs (0 a 5), contréles - 100 -
Echantillons dilués - - 100




Traceur 50 50 50

Incubation 120 minutes a température ambiante sous agitation
continue (400 rpm).

Séparation - Aspiration (ou décanter)

Solution de Lavage - 2,0 ml

Séparation - Aspiration (ou décanter)

Solution de Lavage - 2,0 ml

Séparation - Aspiration (ou décanter)

Comptage Temps de comptage des tubes: 60 secondes

Numéro de catalogue DIAsource :
KIP1171

Numéro de P.I. : Numéro de révision :
1700466/ fr 110218/1

Date de révision : 2011-02-18




Vor Gebrauch des Kits lesen Sie bitte diese Packungsbeilage.

IGFBP-3-IRMA

VERWENDUNGSZWECK

Radioimmunoassay Kit zur quantitativen invitro Bestimmung des Insulin-dhnlichen Wachstumsfaktor-
bindenden Proteins (IGFBP-3) im Serum .

ALLGEMEINE INFORMATION

Handelsbezeichnung : DIAsource IGFBP-3-IRMA Kit
Katalognummer : KIP1171: 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

Der insulindhnliche Wachstumsfaktor «(IGF) ist der primdre Regulator des normalen Korperwachstums und der
Regeneration und beeinfluflt die Proliferation, die Ausdifferenzierung und die Apoptose der Zellen. Dariiber hinaus scheint
das IGF-System die Insulinsensitivitdt.und langfristig den Glukosemetabolismus zu modifizieren. Letztendlich deuten viele
epidemiologische, experimentelle und klinische Daten darauf hin, dass das IGF-System sowohl an der Entwicklung von
verschiedenen Krebserkrankungen,als auch an haufigen Erkrankungen wie Atheriosklerose und Diabetes Mellitus Typ 2
beteiligt zu sein scheint.

Das IGF-System besteht aus einer Familie von nahe verwandten Peptiden, die die zwei wichtigsten wachstumsférdernden
Peptide IGF-I und IGF-II, sowie 6 spezifische hochaffine IGF-bindende Proteine (IGFBP- bis -6) und ein groBes nicht-IGF-
bindendes Glykoprotein, die ,,Saure labile Untereinheit“(ALS) umfaft.

IGFBP-3 ist 'das IGF-bindende Protein mit der hochsten Bindungsrate, d.h. es reprdsentiert ca. 75% oder mehr der
zirkulierenden IGF-Bindungskapazitidt von Gesunden. IGFBP-3 teilt sich funktionelle Eigenschaften mit IGFBP-5, beide
sind in‘der Lage hochmolekulare Dreifachkomplexe von ~150 kD mit ALS und entweder IGF-I oder —II zu bilden. Wie
auch immer, IGFBP-5 zirkuliert in viel geringeren Konzentrationen als IGFBP-3. Bei Gesunden enthalten die
Dreifachkomplexe IGFBP-3 zu ungefahr 90% und IGFBP-5 nur zu 50% .

Urspriinglich dachte man, dass IGFBP als IGF-Tréagerprotein fungiert, welches die Plasmaspiegel von IGF stabilisiert und
den Ausgang des IGF aus der Zirkulation zum extravaskuldarem Sektor kontrolliert. Weiterhin wurde angenommen, dass an
IGFBP gebundenes IGF biologisch mehr oder weniger inaktiv sei, weil seine Fahigkeit mit dem IGF-Rezeptor zu
interagieren unterdriickt sei. Wie auch immer, stellte sich in einigen Experimenten schnell heraus, dass IGFBP die IGF-I
gesteuerten Reaktionen eher stimmulierte, als unterdriickte und so werden die IGFBPs nun oft als Modulatoren der IGF-I
Bioaktivitdt bezeichnet. Zusitzlich gebraucht die Mehrheit der IGFBPs und im Besonderen IGFBP-3, IGF-1 und IGF-1
rezeptorunabhéngige Effekte, moglicherweise unter Einbeziechung von Interaktionen mit spezifischen Rezeptoren, die sich
auf der Zelloberfliche und intrazelluldr befinden. Zum Beispiel wird IGFBP-3 neuerdings als ein Antikrebs Molekiil
eingeschitzt, das offensichtlich gegen verschiedene géngige Krebsarten schiitzt. Effekte von IGFBP-3 auf Insulinsignale
in kultivierten Adipozyten sind vermutet worden.

Der Turnover der Dreifachkomplexe ist sehr langsam und die Plasmakonzentration von IGFBP-3 bleibt iiber den Tag stabil,
nicht beeinfluflt durch kurzfristige Wechsel in der Erndhrung. Dadurch kann der IGFBP-3 Spiegel durch eine einzige
Messng bestimmt werden. GH ist der primdre Regulator von IGFBP-3 und von IGF-I und ALS .Daher steigen alle drei
Peptidwerte wéhrend des pupertiren Wachstumsschubs an, worauf sie mit steigendem Alter graduell abnehmen.Bei
Kindern wurde gezeigt, dass IGFBP-3 mit der 24 Stunden Sekretion von GH korreliert und IGFBP-3 besonders bei der
Diagnose von GH Mangel bei Kindern hilfreich sein kann.

C


mailto:ordering@diasource.be

V.

GRUNDSATZLICHES ZUR DURCHFUHRUNG

Das DIAsource IGFBP-3-IRMA ist ein radiometrischer Immunoassay, der auf
beschichteten Rohrchen basiert. Mabl, ist als Fangerantik6rper an an den inneren
unteren Bereich des Plastikrohrchens gebunden. Dem Rohrchen zugegebene
Kalibratoren oder Proben zeigen zuerst geringe Affinitit zu Mabl. Durch Zugabe

von Mab2, dem mit

'] markierten Signal-Antikorper, wird das System

vervollstandigt und 16st die immunologische Reaktion aus. Nach dem Waschen
stellt die im Rohrchen verbliebene Radioaktivitdt die Antigenkonzentration dar.

V. MITGELIEFERTE REAGENZIEN
Reagenzien 96 Test Farb Rekonstitution
Kit Code
Réhrchen beschichtet mit 2x48 elfenbein | gebrauchsfertig
IGFBP-3 (monoklonaler
Antikorper)
1 Gefal rot ebrauchsferti;
ZU 55ml ¥ ¢
700 kBq
Anti-IGFBP-3-"*I  (monoklonaler
Antikoérper) in Tris Maleate Puffer
mit Rinderserum,NaAzid (<0,1%)
und inerter roter Farbe
5 Gefisse gelb 1.0 ml dest. Wasser
lyophilisiert zugeben
Kalibratoren 1-5 in Tris-HCI Puffer
mit Rinderalbumin und Thymol.
Entnehmen Sie die exakten Werte
den Flaschenetiketten.
Die Kalibratoren sind
vorverdiinnt.
DIL BUF 1 Gefésse griin gebrauchsfertig
100 ml
Verdiinnungspuffer:  Tris  HCI
Puffer mit Rinderalbumin und
NaAzid (<0,1%)
1 Gefal braun 70 x mit dest. Wasser
‘ WASH SOLN ‘ CONC ‘ 10 ml verdiinnen (Magnetrithrer
benutzen).
Waschlosung (TRIS-HCI)
2 Gefisse silber 1.0 ml dest. Wasser
CONTROL N lyophilisiert zugeben
Kontrollen - N =1 or 2 in Tris-HCI
Puffer mit
Humanserum und Thymol
Die Kontrollen sind vorverdiinnt

Bemerkung: Benutzen Sie den Verdiinnungspuffer als Nullkalibrator.

VI.

ZUSATZLICH BENOTIGTES MATERIAL

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

1.
2.

0Pk W

VII.

Dest. Wasser

Pipetten: 10 pl, 50 ul, 100 ul and 1 ml (Verwendung von
Prézisionspipetten mit Wegwerf-Plastikspitzen wird empfohlen)
Plastikrohrchen zur Probenverdiinnung

5 ml automatische Spritze (Cornwall Typ) zum Waschen
Absaugsystem (optional)

Vortex Mixer

Schiittler fiir R6hrchen (400rpm)

Magnetriihrer

Jegl. Gamma-Counter, der '*°I messen kann, kann verwendet werden.
(minimal Yield 70%)

REAGENT PREPARATION

Kalibratoren: : Rekonstituieren Sie die Kalibratoren mit 1,0 ml dest.
Wasser.

Kontrollen: Rekonstituieren Sie die Kontrollen mit 1,0 ml dest. Wasser.
Waschlosung: Bereiten Sie ein angemessenes Volumen Waschlosung aus
einem Anteil Waschlosung (70x) mit 69 Anteilen dest. Wasser zu.
Verwenden Sie einen Magnetrithrer zum gleichméafigen Durchmischen.
Verwerfen Sie die nicht benutze Waschlosung am Ende des Tages.

VIII.
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XI.

—_

AUFBEWAHRUNG UND LAGERUNG DER REAGENZIEN

Vor dem Offnen oder Rekonstitution sind die Reagenzien des Kits bis zum
Ablaufdatum (Angaben auf Etikett) bei Lagerung bei 2°C bis 8°C stabil.
Die Kalibratoren und Proben sind sehr instabil. Benutzung sofort nach der
Rekonstitution oder sofort in Aliquots bei —20°C flir bis zu 3 Monate
einfrieren. Vermeiden Sie wiederholtes Einfrieren und Auftauen.

Frisch zubereitete Waschlosung sollte am selben Tag benutzt werden.
Nach der ersten Benutzung ist der Tracer bei Aufbewahrung im
Originalgefifl und bei 2° bis 8° C bis zum Ablaufdatum stabil.
Verdnderungen im Aussehen der Kitkomponenten konnen ein Anzeichen
fiir Instabilitdt oder Zerfall sein.

PROBENSAMMLUNG UND -VORBEREITUNG

Serumproben miissen bei 2-8°C aufbewahrt werden.

Falls der Test nicht innerhalb von 24 Std. durchgefihrt wird, ist die
Aufbewahrung bei -20°C erforderlich.

Vermeiden Sie wiederholtes Einfrieren und Auftauen.

DURCHFUHRUNG

Bemerkungen zur Durchfiihrung

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

Mischen Sie alle Reagenzien und Proben griindlich durch sanftes Schiitteln
oder Rithren. Verwenden Sie saubere Wegwerf-Pipettenspitzen, um
Kreuzkontamination.zu vermeiden.

Prazisionspipetten oder ein automatisches Pipettiersystem erhohen die
Prézision. Achten Sie auf die Einhaltung der Inkubationszeiten.

Erstellen Sie fiit jeden Durchlauf eine Standardkurve, verwenden Sie nicht
die Daten von fritheren Durchldufen.

Durchfiihrung

Kennzeichnen Sie ein leeres Plastikrohrchen pro Probe.

Dispensieren Sie 1ml Verdiinnungspuffer in jedes Rohrchen.

Geben Sie 10 pl Probe in die Rohrchen.

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

Vortexen Sie die Kalibratoren, vorverdiinnten Proben und Kontrollen kurz
und geben Sie jeweils 100 pl in ihre Rohrchen. (Benutzen Sie den
Verdiinnungspuffer als Nullkalibrator)

Geben Sie 50 pl des mit '*Jod markierten Anti-IGFBP-3 in jedes
Rohrchen, einschieflich der unbeschichteten Rohrchen fiir  die
Gesamtaktivitit.

Inkubieren Sie 120 Minuten bei Raumtemperatur unter stindigem
Schiittlen (400 rpm).

Saugen Sie den Inhalt jedes Rohrchens ab (oder dekantieren Sie) (auBer
Gesamtaktivitdt). Vergewissern Sie sich, dass die Plastikspitze des
Absaugers den Boden des beschichteten Rohrchens erreicht, um die
gesamte Fliissigkeit zu entfernen.

Waschen Sie die Roéhrchen mit 2 ml Waschlosung (auBer
Gesamtaktivitdt) und saugen Sie ab (oder dekantieren Sie). Vermeiden Sie
Schaumbildung bei Zugabe der Waschlosung.

Waschen Sie die Roéhrchen mit 2 ml Waschlosung (auBer
Gesamtaktivitdt) und saugen Sie ab (oder dekantieren Sie).

Lassen Sie nach dem letzten Waschen die Rohrchen 2 Minuten aufrecht
stehen und saugen Sie den verbleibenden Fliissigkeitstropfen ab.

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

BERECHNUNG DER ERGEBNISSE

Berechnen Sie den Durchschnitt aus den Doppelbestimmungen.

Tragen Sie auf semilogarithmischem oder linearem Millimeterpapier den
c.p.m. (Ordinate) fiir jeden Standard gegen die entsprechende Konzentration
IGFBP-3 (Abszisse) und zeichnen Sie eine Standardkurve durch die
Standardpunkte, schlieen Sie offensichtliche ,,Ausreifier* aus.

Berechnen Sie die Konzentration fiir jede Kontrolle und Probe durch
Interpolation aus der Standardkurve.

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.



XII.

TYPISCHE WERTE

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

IGFBP-3-IRMA cpm B/T (%)
Gesamtaktivitat 298318 100

Kalibrator 0 ng/ml 17 0,01

380 ng/ml 1494 0,50

1057 ng/ml 5608 1,88

2520 ng/ml 17131 5,74

5589 ng/ml 54713 18,34

13395 ng/ml 185344 62,13

Die Kalibratoren sind gegen das rekombinante IGFBP-3 Referenzreagenz der
NIBSC/WHO mit der Bezeichnung 93/560 standardisiert.

XIl. LEISTUNGSMERKMALE UND GRENZEN DER METHODIK
A. Nachweisgrenze
Zwolf Null-Kalibratoren wurden zusammen mit einem Satz anderer
Kalibratoren gemessen.
Die Nachweisgrenze, definiert als die scheinbare Konzentration bei zwei
Standardabweichungen {iber dem gemessenen Durchschnittswerts bei
Nullbindung, entsprach 17,3 ng/ml.
B. Spezifitit
Einige potentiell storenden Hormone wurden mit diesem Assay getestet.
Bei Konzentrationen von bis zu 10pg/ml zeigten keine der nachfolgend
angegebenen Hormone signifikante Interferenzen:
- rhIGF-BP1
- rhIGF-BP2
- rhIGF-BP4
- rhIGF-BP5
- rhIGF-BP6
- rhIGF-I
- rhIGF-IT
C. Prizision
INTRA-ASSAY PRAZISION INTER-ASSAY PRAZISION
Serum N <X>=SD Ccv Serum N <X>=SD CV
(ng/ml) (%) (ng/ml) (%)
A 20 543 £22 4,0 A 10 1056 + 34 32
B 20 | 263771 2,7 B 10 4539 £255 5,6
SD : Standardabweichung; CV: Variationskoeffizient
D. Genauigkeit
VERDUNNUNGSTEST
Probe Verdiinn. Theoret. Gemess. Konzent.
Konzent. (ng/ml)
(ng/ml)
A 1/1 - 3004,8
12 1502,4 1524,6
1/4 751,2 765,9
1/8 375,6 375,8
1/16 187,8 175,3
Die Proben werden mit Verdiinnungspuffer verdiinnt.
WIEDERFINDUNGSTEST
Zugeg. IGFBP-3 Wiedergef. IGFBP-3 Wiedergefunden
(ng/ml) (ng/ml) (%)
2000 2094 104,7
1000 1123 112,3
500 491 98,2
250 273 109,3
125 139 111,0

Zeitfenster zwischen der Zugabe des letzten Kalibrators und der
Probenverteilung

Wie nachfolgend beschrieben, sind die Ergebnisse noch genau, selbst wenn
die Probe erst 30 Minuten nach Zugabe des Kalibrators in das beschichtete
Roéhrehen gegeben wird.

ZEITVERZOGERUNG
0 10" 20" 30"
S 1 (ng/ml) 1207 1204 1263 1274
S 2 (ng/ml) 4671 4986 4899 5054

XIV. ANWENDUNGSGRENZEN

XV.

XVI.

Diese Werte

Proben von Patienten, die Zubereitungen von monoklonalen Maus-
Antikorpern zur Diagnose oder Therapie erhalten haben, kdnnen humane
Anti-Maus Antikorper (HAMA) enthalten. Solche Proben konnen
entweder falsch erhohte oder zu niedrige Werte ergeben, wenn sie mit
Testsystemen getestet werden, die. monoklonale Maus Antikorper
enthalten.

Heterophile  Antikorper  im.~ humanen Serum koénnen  mit
Immunglobulinen der Reagenzien reagieren und so mit in vitro
Immunoassays interferieren.

Patienten, die routinemaBigen Umgang mit Tieren oder Tierseren haben,
konnen zu dieser Interferenz neigen und so konnen anormale Werte in
Gegenwart von heterophilen Antikorpern beobachtet werden. Ergebnisse
von Patienten, .bei _denen diese Antikorper vermutet werden, miissen
sorgfiltig evaluiert werden.

Wenn die Ergebnisse nicht mit anderen klinischen Beobachtungen
ibereinstimmen, sollten weitere Informationen vor der Diagnosestellung
ermittelt.werden.

INTERNE QUALITATSKONTROLLE

Entsprechen die Ist-Werte nicht den auf den Flaschchen angegebenen Soll-
Werten, konnen die Werte, ohne treffende Erkldrung der Abweichungen,
nicht weiterverarbeitet werden.

Falls zusitzliche Kontrollen erwiinscht sind, kann jedes Labor seinen
eigenen Pool herstellen, der in Aliquots eingefroren werden sollte.
Erinnern Sie sich, dass zwei Gefrier-Auftau-Zyklen erlaubt sind.
Akzeptanzkriterien fiir die Differenz zwischen den Resultaten der
Wiederholungstests anhand der Proben miissen auf Guter Laborpraxis
beruhen.

REFERENZ INTERVALLE

sind nur Richtwerte; jedes Labor muss seinen eigenen

Normalwertbereich ermitteln.

Gesunde Personen

Altersgruppe

MANNER (ng/ml) FRAUEN (ng/ml)

Mittel- Bereich N Mittel-
wert wert

Bereich N

6 Jahre 3771
7 Jahre 3718
8 Jahre 3852
9 Jahre 3833
10 Jahre 3865
11 Jahre 3991
12 Jahre 4203
13 Jahre 4488
14 Jahre 4381
15 Jahre 4212
16 Jahre 4343
17 Jahre 4287

2825-5178 9 3877
2846-4462 20 3958
3195-4978 38 3963
3018-4837 29 4008
2935-4524 28 4095
3152-4635 28 4109
3423-5153 28 4481
2936-5586 34 4668
3349-5220 39 4382
3266-5262 31 4346
3417-5662 45 4331
3305-5319 19 4316

3400-4554 6
3102-4812 23
3156-4839 20
3334-4544 22
3257-5158 32
3144-5031 30
3643-4987 21
3771-5249 38
3585-5157 54
3551-5175 57
3475-5055 69
3459-5424 39

18 Jahre 4604 3830-5583 17 4463 3518-5190 28
19 Jahre 4321 3647-4907 17 4501 3842-5149 18
20 Jahre 4224 3714-4871 12 4327 3686-4949 6

21— 25 Jahre 4633
26 — 30 Jahre 4656
31— 40 Jahre 4392

> 40 Jahre 4354

3228-6207 27 5111
3081-5881 26 4326
3030-6101 47 4508
2589-5312 18 4327

3732-6254 25
3038-5266 24
3609-5637 47
3313-5247 20

Bemerkung : Bereich auf basis der 2,5% und 97,5% Perzentile



XVII. VORSICHTMASSNAHMEN UND WARNUNGEN

Sicherheit

Nur fiir diagnostische Zwecke.

Dieser Kit enthlt '*I (Halbwertzeit: 60 Tagen) , das ionisierende X (28 keV) und
v (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
Glasbehilter, 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 Abfille
miissen entsprechend den lokalen Bestimmungen und Richtlinien der fiir das
Labor zustindigen Behorden gelagert werden. Das Einhalten der
Sicherheitsbestimmungen fir den Umgang mit radioaktiven Substanzen
gewihrleistet ausreichenden Schutz.

Die menschlichen Blutkomponenten in diesem Kit wurden mit europdischen und
in USA erprobten FDA-Methoden getestet, sie waren negativ fiir HBSAG, anti-
HCV und anti-HIV 1 und 2. Keine bekannte Methode kann jedoch vollkommene
Sicherheit 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 Landern in denen BSE nicht
nachgewiesen wurde.

Trotzdem sollten Komponenten, die tierische Substanzen enthalten, als potenziell
infektios betrachtet werden.

Vermeiden Sie Hautkontakt mit den Reagenzien (Natriumazid als
Konservierungsmittel). Das Azid in diesem Kit kann mit Blei oder Kupfer in den
Abflussrohren reagieren und so hochexplosive Metallazide bilden. Spiilen Sie
wihrend der Waschschritte den Abfluss 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. Verwenden Sie
Schutzkleidung und Wegwerthandschuhe.
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XIX. ZUSAMMENFASSUNG DES PROTOKOLLS

GESAMT- KALIBRA- PROBEN,
AKTIVITAT TOREN (ul)
(n) KONTROLLEN
(uh)
Verdiinnte Probe(n)
Verdiinnungspuffer - - 1000
Probe - - 10
Schiitteln Vortex
Inkubation
Kalibratoren (0 to 5), Kontrollen - 100 -
verdiinnte Proben, - - 100
Tracer 50 50 50
Inkubation 120 Minuten bei Raumtemperatur unter standigem




Schiitteln (400 rpm)

Trennung
Waschlosung
Trennung
Waschl6sung
Trennung

- absaugen (oder dekant.)
2,0 ml
absaugen (oder dekant.)
2,0 ml
absaugen (oder dekant.)

Gamma Counter

60 Sekunden messen

DIAsource

Katalognummer :

KIP1171

Nummer der
Originalausgabe:
110218/1

Beipackzettelnummer:
1700466/de

Revisionsdatum: 2011-02-18




Leer el protocolo completo antes de usar.

IGFBP-3-IRMA

INSTRUCCIONES DE USO

Kit para ensayo inmunoradiometrico para la determinacion cuantitativa in vitro de la Proteina 3 enlazante del
Factor de Crecimiento Similar a la Insulina, (IGFBP-3) en el suero,

A.

INFORMACION GENERAL
Nombre: DIAsource IGFBP-3-IRMA Kit
Nuimero de Catalogo: KIP1171: 96 tests

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

INFORMACION CLINICA

El sistema del Factor de Crecimiento similar-a, la‘Insulina (IGF) es el regulador principal del crecimiento corporal normal y la
regeneracion, afectando la proliferacion celular, diferenciacion y apoptosis. Ademas el sistema IGF parece modificar la sensibilidad a la
insulina y el metabolismo de la glucosa a.largo plazo. Finalmente, muchos datos epidemioldgicos, experimentales y clinicos, indican
que el sistema IGF también esta involuerado en el desarrollo de varios canceres comunes como también enfermedades frecuentes tales
como, arterosclerosis y diabetes mellitus tipo 2.

El sistema IGF consiste en una.familia de péptidos estrechamente relacionados entre si, incluyendo a los dos péptidos principales en la
promocion del crecimiento, (IGF-I e IGF-II, 6 proteinas especificas que se unen a IGF con alta afinidad (IGFBP-1 al -6), y una gran
glicoproteina que no se une.a IGF, la sub unidad acido-labil.

IGFBP-3 proteina que se'une a IGF es la mas abundante, cubre un 75% o mas de la capacidad de union con IGF en la circulacion de
individuos sanos. IGFBP-3 comparte propiedades funcionales con IGFBP-5 en que ambos péptidos son capaces de formar complejos
ternarios de alto peso molecular de ~150 kilo Dalton con ALS (subunidad acido-labil) y ya sea IGF-I o —II. Sin embargo, la IGFBP-5
circula en mucho menor concentracion que la IGFBP-3, I en individuos sanos los complejos ternarios transportan hasta 90% de IGFBP-
3 pero solo alrededor de 50% de IGFBP-5.

Originalmente, se pensaba que IGFBPs funcionaban como proteinas transportadoras de IGF, estabilizando los niveles plasmaticos de
IGF y controlando la salida de IGF de la circulacion hacia el compartimiento extravascular. Aun mas, se suponia que IGF en complejo
con IGFBP, al no tener la habilidad para interactuar con el receptor IGF-I, era practicamente inactivo bioldgicamente. Sin embargo
muy pronto se hizo evidente que en algunas situaciones experimentales IGFBPs estimulaba en vez de inhibir las acciones mediadas por
IGF-I y actualmente por esta razon a menudo son llamados moduladores de la bioactividad de IGF-I. Ademas la mayoria de los
IGFBPs, especialmente IGFBP-3, ejercen efectos independientes en IGF-I ¢ IGF-I, posiblemente involucrando interacciones con
receptores especificos ubicados en la superficie celular e intracelular. Por ejemplo, IGFBP-3 es considerada hoy en dia como una
molécula anticancer, que aparentemente protege contra varios canceres comunes y también se ha sugerido influencia de IGFBP-3 sobre
sefializacion de la insulina en cultivo de adipositos.

La velocidad de reposicion de los complejos ternarios es muy lenta y la concentracion plasmatica de IGFBP-3 se mantiene estable a
través del dia, sin ser afectada por cambios nutricionales de corto plazo. Por lo tanto, el nivel de IGFBP-3 puede determinarse con una
sola medicion. La GH (hormona del crecimiento) es la principal reguladora de IGFBP-3 como también de IGF-I y ALS por lo que los
tres péptidos aumentan durante el rapido crecimiento durante la pubertad, luego el nivel disminuye gradualmente con la edad. En los
nifios, se ha demostrado que hay correlacion entre IGFBP-3 y la secrecion de GH integrada por 24-h IGFBP-3 puede ser util para el
diagnostico de la deficiencia de GH.

CS



V.

PRINCIPIOSDEL METODO

DIAsource IGFBP-3-IRMA es un ensayo inmunoradiometrico basado en un tubo
recubierto. Mabl, el anticuerpo de captura, recubre la parte interna inferior del
tubo de plastico. Los calibradores o muestras agregadas a los tubos manifestaran
al principio una baja afinidad por Mabl. La adicion de Mab2, el anticuerpo de
sefial marcado con '*I, completa el sistema y desencadena la reaccién
inmunolégica. Después de lavar, la radioactividad remanente en el tubo refleja la
concentracion del antigeno.

V. REACTIVOS SUMINISTRADOS
Reactivos 96 test Codigo de Reconstitucion
Kit Color
Tubos recubiertos con 2x48 marfil Listo para uso
anticuerpo IGFBP-
3(anticuerpo monoclonal)
1 vial rojo Listo para uso
5,5 ml
700 kBq
Anti-IGFBP-3-'] (anticuerpo
monoclonal) en Tampén es
Maleato con suero bovino, azida
(<0,1%) pigmento
5 viales amarillo Aifiadir 1,0 ml de
liofilizados agua destilada
CalibradoresN=1a5
(mirar los valores exactos en las
etiquetas) en tamponTris HCI con
albumina de suero bovino y timol.
Los Calibradores vienen pre-
diluidos
DIL 1 vial Listo para uso

100 ml verde
Tampoén de Dilucion: Tampon Tris
HCI con albimina bovina, azida
(<0,1%)

1 vial marrén Diluir 70 x con agua
| WASH| SOLN |C0NC| 10 ml destilada (utilizar
Solucion de lavado (TRIS-HCI) agitador magnético)

2 viales plateado Aiadir 1,0 ml de
liofilizados agua destilada
Controles -N =102
en Tampon Tris HCI con suero
humano y thymol
Controles vienen pre-diluidos.

Nota: use el Tampon de Dilucion para calibrar a cero.

VI.

MATERIAL NO SUMINISTRADO

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

1.
2.

0Pk W

VII.

o>

Agua destilada

Pipetas de 10 ul, 50 pl, 100 ul and 1 ml (Se recomienda el uso de pipetas
precisas con puntas desechables de plastico)

Tubos plasticos para dilucion de muestra

Vortex

Agitador magnético

Agitador de tubos (400rpm)

Jeringa automatica 5 ml (tipo Cornwall) para el lavado

Sistema de aspiracion (opcional)

Contador de radiaciones gamma para medir I'** ( minima eficiencia 70%)

PREPARACION DE REACTIVOS

Calibradores: Reconstituya el calibrador con 1,0 ml de agua destilada
Controles: Reconstituya los controles con 1,0 ml de agua destilada.
Solucion de lavado de trabajo: Preparar el volumen necesario de
Solucién de lavado de trabajo mezclando 69 partes de agua destilada por 1
parte de Solucion de lavado (70x). Utilizar un agitador magnético para
homogeneizar. Desechar la solucion de lavado de trabajo no utilizada al
final del dia.

VIII.
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XI.
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ALMACENAJE Y CADUCIDADESDE LOS REACTIVOS

Antes de abrir ¢ 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.
Los calibradores y controles son muy inestables, por lo que deben
utilizarse inmediatamente después de la reconstitucion, congelarse
enseguida en partes alicuotas y mantenerse 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.

Después del primer uso, el trazador es estable hasta la fecha de caducidad,
si se guarda en el vial original cerrado a 2-8°C.

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 24 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 nimero de lote. Llevar todos los reactivos a
temperatura ambiente antes de su uso.

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

El uso de‘pipetas de precision o 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

Marque un tubo plastico para cada una de las muestras.

Dispense 1 ml de Tampon de Dilucion en cada tubo.

Agregue 10 pl de muestra a cada tubo.

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 pre-diluidas y controles y
dispensar 100 m de cada uno en sus respectivos tubos. (use el Tampon de
Dilucion para calibrar a cero)

Dispensar 50 uL de anti IGFBP-3 marcado con '**Yodo en cada tubo,
incluyendo los tubos correspondientes a las Cuentas Totales.

Incubar durante 120 minutos a temperatura ambiente en agitacion
constante (400 rpm).

Aspirar (o decantar) 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 2 ml de Solucion de lavado de trabajo (excepto los
de Cuentas Totales) y aspirar (o decantar). Evitar la formacion de espuma
durante la adicion de la Solucion de lavado.

Lavar de nuevo con 2 ml de Solucion de lavado de trabajo (excepto los de
Cuentas Totales) y aspirar (o decantar).

Después del ultimo lavado, dejar los tubos en posicion inversa durante 2
minutos y aspirar ¢l liquido restante.

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

CALCULO DE RESULTADOS

Calcular la media de los duplicados.

Representar en un grafico semilogaritmico o linear las c.p.m. (ordenada)
para cada calibrador frente a las concentraciones de IGFBP-3 (abscisa) y
dibujar una curva de calibracion por los puntos de calibracion, rechazando
los extremos claros.

Leer la concentracion para cada control y muestra por interpolacion en la
curva de calibracion.

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”.



XIl. EJEMPLO DE RESULTADOS

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

IGFBP-3-IRMA cpm B/T (%)
Cuentas Totales 298318 100
Calibrador 0 ng/ml 17 0,01
380 ng/ml 1494 0,50
1057 ng/ml 5608 1,88
2520 ng/ml 17131 5,74
5589 ng/ml 54713 18,34
13395 ng/ml 185344 62,13

Los calibradotes se estandarizan contra el reactivo de referencia de NIBSC/WHO
IGFBP-3 recombinante, codigo 93/560.

XIIl. REALIZACION Y LIMITACIONES

A. Limite de deteccion

Doce calibradores cero fueron medidos en una curva con otros calibradores.

El limite de deteccion, definido como la concentracion aparente resultante de dos
desviaciones estandares sobre la media de enlace del calibrador cero, fue de 17,3
ng/ml.

B. Especificidad

Algunas hormonas que en teoria podrian interferir han sido estudiadas con
este ensayo. En concentraciones de hasta 10 pg/ml, ninguna de las
siguientes hormonas demostré una interferencia significativa:

- rhIGF-BP1

- rhIGF-BP2

- rhIGF-BP4

- rhIGF-BP5

- rhIGF-BP6

- rhIGF-1

- rhIGF-II

C. Precision

PRECISION INTRA-ENSAYO PRECISION INTER-ENSAYO

Suero N <X>+SD CvV Suero N <X>+SD CvV
(ng/ml) (%) (ng/ml) (%)
A 20 543 £ 22 4,0 A 10 1056 + 34 32
B 20 263771 2,7 B 10 4539 +255 5,6
SD : Desviacidn Estandar; CV: Coeficiente de Variacion
D. Exactitud
TEST DILUCION
Muestra Dilucion Concent. Concent.
Teorica Medida
(ng/ml) (ng/ml)
A 1/1 - 3004,8
12 1502,4 1524.,6
1/4 751,2 765,9
1/8 375,6 375,8
1/16 187,8 175,3
Las muestras fueron diluidas con Tampoén de Dilucion.
TEST DE RECUPERACION
IGFBP-3 aiadido IGFBP-3 Recuperado Recuperado
(ng/ml) (ng/ml) (%)
2000 2094 104,7
1000 1123 112,3
500 491 98,2
250 273 109,3
125 139 111,0

E. Retardo de tiempo entre dispensar el tiltimo calibrador y la muestra

Como se muestra a continuacion, los resultados del ensayo no varia a pesar
de que una muestra es dispensada 30 min. después que el calibrador ha sido
agregado a los tubos plasticos.

RETARDO DE TIEMPO
0 10' 20' 30'
S 1 (ng/ml) 1207 1204 1263 1274
S 2 (ng/ml) 4671 4986 4899 5054

XIV. LIMITACIONES

- Es posible que las muestras de pacientes que han recibido preparaciones
de anticuerpos monoclonales de raton para diagnostico o terapia, puedan
contener anticuerpos humanos anti raton (HAMA). Los resultados de
estas muestras analizadas con kits que utilizan anticuerpos monoclonales
de ratén, pueden dar valores falsamente aumentados o disminuidos.

- Los anticuerpos heterofilos en el suero humano pueden reaccionar con
las inmunoglobulinas que forman parte del reactivo, interfiriendo con los
inmunoensayos in vitro.

Pacientes que en forma rutinaria estan en contacto con animales o
productos derivados de suero” animal, pueden tender a presentar esta
interferencia y se pueden observar valores anomalos en caso de haber
presencia de anticuerpos heterofilos. Evalie cuidadosamente los
resultados de aquellos pacientes sospechosos de tener estos anticuerpos.
Si los resultados no concuerdan con otras observaciones clinicas, sera
necesario obtener informacion adicional antes de hacer un diagnostico.

XV. CONTROL DE CALIDAD INTERNO

- Sivlos 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, los cuales se guardan en alicuotas congeladas. No congelar y
descongelar mas de dos veces.

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

XVI. INTERVALOSDE REFERENCIA

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

Sujetos normales

HOMBRES (ng/ml) MUJERES (ng/ml)
Edad
Media Alcance Media Alcance
6 aflos 3771 2825-5178 9 3877 3400-4554 6
7 aflos 3718 2846-4462 20 3958 3102-4812 23
8 afios 3852 3195-4978 38 3963 3156-4839 20
9 aflos 3833 3018-4837 29 4008 3334-4544 22
10 aflos 3865 2935-4524 28 4095 3257-5158 32
11 aflos 3991 3152-4635 28 4109 3144-5031 30
12 aflos 4203 3423-5153 28 4481 3643-4987 21
13 aflos 4488 2936-5586 34 4668 3771-5249 38
14 aflos 4381 3349-5220 39 4382 3585-5157 54
15 aflos 4212 3266-5262 31 4346 3551-5175 57
16 aflos 4343 3417-5662 45 4331 3475-5055 69
17 aflos 4287 3305-5319 19 4316 3459-5424 39
18 aflos 4604 3830-5583 17 4463 3518-5190 28
19 aflos 4321 3647-4907 17 4501 3842-5149 18
20 aflos 4224 3714-4871 12 4327 3686-4949 6
21— 25 afos 4633 3228-6207 27 5111 3732-6254 25
26 — 30 aflos 4656 3081-5881 26 4326 3038-5266 24
31— 40 afos 4392 3030-6101 47 4508 3609-5637 47
> 40 aflos 4354 2589-5312 18 4327 3313-5247 20

Nota: alcance basados en percentilos de 2.5% & 97.5%



XVII. 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 deberda 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 ningiin 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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XIX. RESUMEN DEL PROTOCOLO

CUENTAS CALIBRADORES MUESTRAS
TOTALES CONTROL(ES) (ul)
(ul) (ul)
DILUCIONES DE LAS
MUESTRAS
Tampon de dilucion - - 1000
Muestra - - 10
agitacion Vortex
INCUBACION
Calibradores (0 to 5), controles - 100 -
Muestras Diluidas - - 100
Trazador 50 50 50
Incubacion 120 minutos a T.A en agitacion constante (400 rpm)
Separacion - Aspira (o decantar)
Solucion de Lavado 2,0 ml
Separacion Aspirar (o decantar)
Solucion de Lavado 2,0 ml




Separacion

Aspirar (o decantar)

Contaje

Contar los tubos durante 60 segundos

DIAsource Catalogo Nr:
KIP1171

P.I. Numero :
1700466/es
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110218/1

fecha de la revision: 2011-02-18
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Prima di utilizzare il kit leggere attentamente le istruzioni per ’uso

IGFBP-3-IRMA

USO DEL KIT

Kit radioimmunologico per la determinazione quantitativa in vitro della Proteina 3 legante il Fattore di Crescita
Insulino-simile (IGFBP-3) nel siero.

INFORMAZIONI DI CARATTERE GENERALE

A. Nome commerciale: DIAsource IGFBP-3-IRMA Kit
B. Numero di catalogo: KIP1171: 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

11 sistema del fattore di crescita insulino-simile (IGF), che interviene nel processo di proliferazione, differenziazione e
apoptosi cellulare, ¢ il principale regolatore della normale crescita e rigenerazione organica. Il sistema IGF sembrerebbe
inoltre modificare la sensibilita insulinica“e ‘il metabolismo del glucosio a lungo termine. Molti dati epidemiologici,
sperimentali e clinici indicano come il'sistema IGF sia coinvolto anche nello sviluppo di molti comuni tipi di cancro,
nonché di patologie frequentemente:riscontrabili quali I’aterosclerosi e il diabete mellito di tipo 2.

Il sistema IGF ¢ costituito da-una famiglia di peptidi strettamente associati tra loro, quali i due principali peptidi
stimolanti la crescita, IGF-I e IGF-II, sei proteine specifiche IGF-leganti ad alta affinita (IGFBP da 1 a 6) e una grossa
glicoproteina non-IGF-legante, la subunita acido labile (ALS).

La IGFBP-3, la proteina-IGF-legante presente in maggior quantita, rappresenta nei soggetti sani il 75% o piu della
capacita IGF-legante. totale. La IGFBP-3 condivide le sue proprieta funzionali con la IGFBP-5, essendo entrambi peptidi
in grado di formare complessi ternari ad elevato peso molecolare di ~150 kilo Dalton con ALS e con IGF-I o IGF-IL
Tuttavia, la” IGFBP-5 circola in concentrazioni molto ridotte rispetto alla IGFBP-3 e, nei soggetti sani, i complessi
ternari portano fino al 90% di IGFBP-3 e soltanto il 50% di IGFBP-5.

Originariamente si pensava che le IGFBP svolgessero il compito di proteine IGF-carrier, stabilizzanti i livelli plasmatici
di IGF e con funzioni di controllo del passaggio di IGF dal flusso sanguigno al compartimento extra-vascolare. Si
pensava inoltre che I’'IGF, nella sua forma complessata IGFBP, fosse pi o meno biologicamente inattiva essendo
deprivata della sua capacita di interagire con il recettore IGF-I. Tuttavia, risulto ben presto evidente che in alcuni
contesti sperimentali, le IGFBP avevano un effetto stimolante, piu che inibente, I’azione IGF-I mediata. Pertanto, le
IGFBP sono adesso considerate come modulatori della bioattivita di IGF-1. La maggior parte delle IGFBP, e in special
modo la IGFBP-3, produce effetti indipendenti sull’IGF-1 e sul suo recettore, con possibili interazioni con i recettori
specifici situati sulla superficie cellulare o nel comparto intracellulare. Attualmente si pensa che la IGFBP-3 possa
fungere da molecola anti-cancro, con effetto di protezione contro molte forme comuni di cancro, ed ¢ stato ipotizzato un
suo possibile effetto sulla segnalazione di insulina in adipociti in coltura.

II turnover dei complessi ternari ¢ molto lento e i livelli plasmatici di IGFBP-3 rimangono stabili nell’intero arco della
giornata, non influenzati da variazioni nutrizionali a breve termine. I livelli di IGFBP-3 possono pertanto essere
determinati sulla base di una singola valutazione. Essendo il GH il principale regolatore di IGFBP-3, IGFBP-1 e ALS,
durante lo scatto di crescita puberale si verifica un aumento di tutti e tre i peptidi, il cui livello va successivamente
diminuendo con I’avanzare dell’eta. In eta pediatrica, I’IGFBP-3 si correla con la secrezione di GH integrato nelle 24
ore e, particolarmente nei bambini, puo rivelarsi utile nella diagnosi di deficit di GH.

1t



1V.  PRINCIPIO DEL METODO

DIAsource IGFBP-3-IRMA ¢ un dosaggio immunoradiometrico in provette
preadsorbite. L’anticorpo di cattura Mabl ¢ adsorbito sulla superficie interna
della parte inferiore di provette di plastica. I calibratori e i campioni distribuiti
nelle provette mostrano inizialmente una bassa affinita per il Mabl. L’aggiunta di
Mab2, un anticorpo di segnale marcato con '*’I, completa il sistema innescando
la reazione immunologica. Una volta effettuato il lavaggio, la radioattivita residua
all’interno delle provette riflette la concentrazione dell’antigene.

V. REATTIVI FORNITI

Reattivi Kit da 96 Codice Volume di
test colore ricostituzione
Provette sensibilizzate con 2x 48 Avorio Pronte per I’uso

anti IGFBP-3(anticorpo
monoclonale)

Ab 1251 1 flacone Rosso Pronto per I’uso
5,5 ml
Anti-IGFBP-3-'1 (anticorpo | 700 kBq

monoclonale) in tampone Tris-
Maleato con siero bovino, azide
(<0,1%) e colorante rosso inerte

- 5 flaconi Giallo Aggiungere 1.0 ml di

. o liofiliz. acqua distillata
Calibratore 1-5 (le concentrazioni
esatte dei calibratori sono riportate
sulle etichette dei flaconi), in
tampone Tris-HCI con albumina di
siero bovino e timolo
I calibratori sono prediluiti

DIL BUF 1 flacone Verde Pronto per 1’uso
100 ml

Tampone di diluizione: tampone
Trsi HCL con albumina bovina e
azide (<0,1%)

1 flacone Marrone Diluire 70 x con
|WASH| SOLN |C0NC| 10 ml acqua distillata
Tampone di lavaggio (TRIS-HCI) usando un agitatore

magnetico
CONTROL | N 2 flaconi Argento Aggiungere-1,0'ml di
liofiliz. acqua.distillata

Controlli: N =102, intampone
Tris-HCI con siero umano,
contenente timolo

I controlli sono prediluiti

Nota: utilizzare il tampone di diluizione come calibratore.zero.

VI.  REATTIVI NON FORNITI

1l seguente materiale ¢ richiesto per il dosaggio ma non ¢ fornito nel kit.

1. Acqua distillata.

2. Pipette per dispensare. 10 pl, 50 pl, 100 ul and 1 ml (Si raccomanda di
utilizzare pipette accurate con puntale in plastica monouso).

Provette di plastica per la diluizione dei campioni

Agitatore tipo vortex.

Agitatore magnetico.

Agitatore rotante (400rpm)

Pipetta a ripetizione automatica 5 ml (tipo del Cornwall) per i lavaggi.
Sistema di aspirazione dei campioni (facoltativo).

Contatore gamma con finestra per '*°I (efficienza minima 70%)

0Pk W

VIl. PREPARAZIONE DEI REATTIVI

A. Calibratore: Ricostituire i calibratori con 1,0 ml di acqua distillata.
B. Controlli : Ricostituire i controlli con 1,0ml di acqua distillata.
C. 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 (70 x). Usare un agitatore magnetico per rendere la soluzione
omogenea. La soluzione di lavoro va scartata al termine della giornata.

VIII.

Ealbadis )

XI.

—_

CONSERVAZIONE E SCADENZA DEI REATTIVI

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

Calibratori e controlli sono molto instabili, utilizzarli immediatamente
dopo ricostituzione, congelarli immediatamente in aliquote ¢ mantenerli a
-20°C per 3 mesi.

Evitare ripetuti cicli di congelamento-scongelamento.

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

Dopo apertura del flacone, il marcato ¢ stabile fino alla data di scadenza
riportata sull’etichetta, se conservato a 2-8°C nel flacone originale ben
tappato.

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 24 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 ©-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 unnuovo 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
Etichettare una provetta di plastica vuota per ciascun campione.
Distribuire 1ml di Tampone di Diluizione in ciascuna provetta.
Aggiungere 10 pl di campione nelle rispettive provette
Numerare le provette sensibilizzate necessarie per dosare in duplicato
ogni standard, campione o controllo. Numerare 2 provette non
sensibilizzate per la determinazione dell’attivita totale.
Agitare brevemente su vortex calibratori, controlli e campioni prediluiti e
distribuire 100 ul di ciascuno nelle rispettive provette. (utilizzare il
tampone di diluizione come calibratore zero)
Distribuire 50 pl di anti-IGFBP-3 marcato con '*°I in ogni provetta,
comprese quelle non pre-adsorbite per I’attivita totale.
Incubare 120 minuti a temperatura ambiente in agitazione (400 rpm).
Aspirare (o decantare) 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 I’attivita totale, con 2 ml di
soluzione di lavoro di tampone di lavaggio, evitando di provocare la
formazione di schiuma.
Lavare nuovamente tutte le provette, tranne quelle per I’attivita totale,
con 2 ml di soluzione di lavoro di tampone di lavaggio e aspirare (o
decantare).
Dopo il secondo lavaggio 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.

Costruire la curva di calibrazione su carta millimetrata semilogaritmica o
lineare ponendo in ordinata le medie dei colpi per minuto (cpm) dei
replicati degli standard e in ascissa le rispettive concentrazioni di IGFBP-
3. Scartare i duplicati palesemente discordanti.

Determinare le concentrazioni e controlli per interpolazione sulla curva di
taratura.

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



XIl.  CARATTERISTICHE TIPICHE

I sotto riportati sono forniti a titolo di esempio e non devono essere utilizzati per

calcolare le concentrazioni di
curva standard, che va eseguita per ogni dosaggio.

IGFBP-3 in campioni e controlli al posto della

IGFBP-3-IRMA Cpm B/T (%)
Attivita totale 298318 100
Calibratore 0 ng/ml 17 0,01
380 ng/ml 1494 0,50
1057 ng/ml 5608 1,88
2520 ng/ml 17131 5,74
5589 ng/ml 54713 18,34
13395 ng/ml 185344 62,13

I calibratori sono standardizzati rispetto all’IGFBP-3 ricombinante, standard di
riferimento NIBSC/WHO, codice 93/560

XIHI.

A. Sensibilita

CARATTERISTICHE E LIMITI DEL METODO

Dodici replicati dello standard zero sono stati dosati insieme agli altri standard.

La sensibilita, calcolata come concentrazione apparente di un campione con cpm
pari alla media piu 2 deviazioni standard di 12 replicati dello standard zero, &
,3 ng/ml.

risultata essere 17

B. Specificita

Sono stati sottoposti al test alcuni ormoni potenzialmente interferenti. Per
concentrazioni fino a 10 pg/ml, non ¢ stata evidenziata alcun interferenza

significativa per nessuno di essi.

- rhIGF-BP1
- rhIGF-BP2
- rhIGF-BP4
- rhIGF-BP5
- rhIGF-BP6
- rhIGF-1

- rhIGF-II

C. Precisione

INTRA SAGGIO

INTER SAGGIO

Siero N <X>=SD Ccv Siero N <X>xSD Ccv
(ng/ml) (%) (ng/ml) %)
A 20 543+ 22 4,0 A 10 1056 £34 32
B 20 2637 £71 2,7 B 10 4539 +255 5,6
SD : Deviazione Standard; CV: Coefficiente di Variazione
D. Accuratezza
TEST DI DILUIZIONE
Campione Diluizione Concentrazione Concentrazione
teorica misurata
(ng/ml) (ng/ml)
A 1/1 - 3004,8
12 1502,4 1524,6
1/4 751,2 765,9
1/8 375,6 375,8
1/16 187,8 1753
I campioni sono stati diluiti con il Tampone di Diluizione.
TEST DI RECUPERO
IGFBP-3 aggiunta IGFBP-3 recuperata Recupero
(ng/ml) (ng/ml) (%)
2000 2094 104,7
1000 1123 112,3
500 491 98,2
250 273 109,3
125 139 111,0

E. Intervallo di tempo tra distribuzione dell’ultimo calibratore e un
campione
Come evidenziato qui di seguito, i risultati del test hanno mantenuto il loro
livello di accuratezza anche quando un campione ¢ stato dispensato 30 minuti
dopo la distribuzione del calibratore nelle provette preadsorbite.

INTERVALLO DI TEMPO
0 10 20 30
S 1 (ng/ml) 1207 1204 1263 1274
S 2 (ng/ml) 4671 4986 4899 5054
XIV. LIMITAZIONI

- Campioni di pazienti che abbiano assunto preparazioni a base di
anticorpi monoclonali murini a scopo diagnostico o terapeutico
potrebbero contenere anticorpi umani antimurini (HAMA). Tali
campioni, quando testati con metodiche basate sull’impiego di
anticorpi monoclonali murini, potrebbero produrre valori falsamente
elevati o ridotti.

- Nell’esecuzione di tecniche di immunodosaggio in vitro, la presenza in
campioni di siero umano di anticorpi eterofili che possono reagire con
immunoglobuline reattive puo dar luogo ad interferenze.

Pazienti sistematicamente _esposti al contatto con animali o con
prodotti derivanti da siero animale possono essere oggetto di tale tipo
di interferenza, con conseguente riscontro di risultati anomali in caso
di presenza di anticorpi eterofili. Si raccomanda pertanto di valutare
attentamente-i-risultati relativi ai pazienti con sospetta presenza di tale
tipo di antieorpo.

Qualora iwrisultati non fossero in linea con le altre osservazioni
cliniche 'si rendera necessaria la raccolta di ulteriori informazioni
primadella formulazione di una diagnosi.

XV.( CONTROLLODI QUALITA" INTERNO

~ 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 puo preparare un proprio pool di sieri da utilizzare come
controllo, da conservare congelato in aliquote. Non congelare e scongelare
un’aliquota piu di due volte.

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

XVI. INTERVALLI DI RIFERIMENTO

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

Soggetti normali

MASCHI( (ng/ml) FEMMINE (ng/ml)
Gruppo di eta

Media Intervallo N Media Intervallo N
6 anni 3771 2825-5178 9 3877 3400-4554 6
7 anni 3718 2846-4462 20 3958 3102-4812 23
8 anni 3852 3195-4978 38 3963 3156-4839 20
9 anni 3833 3018-4837 29 4008 3334-4544 22
10 anni 3865 2935-4524 28 4095 3257-5158 32
11 anni 3991 3152-4635 28 4109 3144-5031 30
12 anni 4203 3423-5153 28 4481 3643-4987 21
13 anni 4488 2936-5586 34 4668 3771-5249 38
14 anni 4381 3349-5220 39 4382 3585-5157 54
15 anni 4212 3266-5262 31 4346 3551-5175 57
16 anni 4343 3417-5662 45 4331 3475-5055 69
17 anni 4287 3305-5319 19 4316 3459-5424 39
18 anni 4604 3830-5583 17 4463 3518-5190 28
19 anni 4321 3647-4907 17 4501 3842-5149 18
20 anni 4224 3714-4871 12 4327 3686-4949 6
21— 25 anni 4633 3228-6207 27 5111 3732-6254 25
26 — 30 anni 4656 3081-5881 26 4326 3038-5266 24
31— 40 anni 4392 3030-6101 47 4508 3609-5637 47
> 40 anni 4354 2589-5312 18 4327 3313-5247 20

Nota: intervallo basati su 2,5% e 97,5% percentili



XVII. 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, a detenzione, 1’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 I’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 HIVI 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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XIX. SCHEMA DEL DOSAGGIO

Attivita Calibratore CAMPIONI
totale Controlli m
m
m
DILUIZIONE CAMPIONE(I)
Tampone di Diluizione - - 1000
Campione - - 10
Agitazione Vortex
INCUBAZIONE
Calibratori (da 0 a 5) , controlli - 100 -
Campione Diluito - - 100
Marcato 50 50 50
Incubazione 120 minuti a temperatura ambiente in agitazione
(400 rpm)

Separazione - Aspirare (o decantare)
Soluzione di lavoro del 2 ml
tampone di lavaggio
Separazione Aspirare (o decantare)




Soluzione di lavoro del 2ml

tampone di lavaggio

Separazione Aspirare (o decantare)

Conteggio Contare le provette per 1 minuto

Numero di catalogo di DIAsource : P.I. numero : Revisione numero :
KIP1171 1700466/it 110218/1

data di revisione: 2011-02-18
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Awpacte 0L0KANPO TO TPOTOKOALO TPV A6 TN YP1iON.

IGFBP-3-IRMA

XPHXH I'lA THN OIIOIA ITIPOOPIZETAI

K1t avocopadioleTpikod Tpocdlopicod yio. Tov in Vitro TOGOTIKO TPOGOIOPIGHO TNG. OECUEVTIKNG TOV
WOOVAVOELDOVG avENTiKoD Ttapayovia tpwteivig-3 (IGFBP-3) otov 0po.

A.

T'ENIKEY IINHPO®OPIEX
Epmopucn} ovopooia:  Kit IGFBP-3-IRMA g DIAsource
ApOpog katardyov:  KIP1171: 96 gfetdoeig

Koataokevaleton amé Tnv: DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue du Bosquet, 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgium.

TN teyviki fo10gra | AANpoP opies oYeTIKE 1e TOPAYYEMES EMKOIVOVI|OTE GTA:
Tnh.: +32 (0)10 84.99.11 Fax: +32 (0)10 84.99.90

KAINIKO YIIOBAGPO

O woovivoedng avéntikdg napdyovrag (IGF) eivor o kbplog puBIoTic TG QUOLOAOYIKNAG COUATIKNG AVATTUENG Kot avayévvnong.
Endpd otov moAlamhaclaco, ) dogepoeroinon kot Ty andntmon TV Kuttdpov. Emmiéov gaivetoar mag to cvotuo tov IGF
Tpomomotel TV gvacbnoio oty oevAivy kot pakporpdfeoua tov petafoiond g yAukoing Télog, molvdpiBpa emdnuoroyikd,
TEWPOUPOTIKG KoL KAVIKG d€S0UEVO DTOSEIKVOOVY GUUUETOYN TOV cvothuatog Tav IGF omyv avartoén apketdv, cuxvav kakondwov
VEOTAUGLMY, OO KL GVYVOV aohEVELDY, OTMG 1] 0PTNPLOCKATPLUVET] KoL 0 GaKXop®ING drafing TomoL 2.

To ovotua twv IGF omoteleitar omd po 01KOYEVELDL GLYYEVIKGOV TETTOi®V, oTo omoin TEPIAapBavovtal ot dHo KVpLoL avENTIKOL
mapdyovteg, IGF-I kot IGF-II, 6 sdwkéc deopevtikés towv IGF mpwteiveg vyning ovyyévelag (IGFBP-1 éwg -6) kot pio peydin pn
deopevtikn Tov IGF yAvkonpwteivn,  «ootabng og o&éa vopovada» (ALS).

H IGFBP-3 &ivau n o ovyvd omavtopevn deopevtikny tov IGF mpwteivy, kol avoloyel oe m0c0otd ToVAd) IoTOV 75% eni g
wavotnrog déopevong IGF oty kukhoopia vyudv vrokeévay. Ot IGFBP-3 kot IGFBP-5 éyovv mopopoteg Aettovpyikés 1010t Teg:
Kot o, 600 TERTIOLO UTOPOVV VO GYNUATICOVY LYNAOD poplakol PBapovg tpipepn odumroka tov ~150 kilo Dalton 1660 pe v ALS,
6000 kat pe ¢ IGF-I kou —II. H IGFBP-5 anavtdtol o€ ToAd pikpoTtepeg GLYKEVTIPOOELG 0TV KukAogopia arnd v IGFBP-3. e vym
VIOKEIEV, T TPILEPT GVOUTAOKE deapevovy £ kot T0 90% tng IGFBP-3, og avtibeon e to nepinov 50% g IGFBP-5.

Apyikd motevotav twg ot IGFBP npwteiveg Aettovpyodv wg mpoteives petapopds tawv IGF, otabeponoidviag pe antdv Tov tpomo to
enineda IGF 010 TAdopo kot e Eyyovtag Ty 5080 TOVG ad TV KUKAOPOPIo 6TOV EMAyYELOKO XDPo. YNpyav eniong vmobécels, Tmg
ot npoodepévol oe IGFBP mapdyovieg IGF, sival Brohoykd avevepyoi, éxovtag otepndei g tkavotntag oAAnAenidpaong pe tov
vrodoyéa IGF-I. e oplopéveg melpopatikég pedéteg @avnke wotdco, tmg ot IGFPB diéyeipav mopd avéstellay Tig LECOAUBOVUEVES
and tov IGF-I emdpdoeic. Qg ex 1o0Tov, ot IGFBP avagépoviar Théov ouyvl wg tpomomomtés TG Proroyikng dpdong tov IGF-I.
Ex16¢ avtov, n tietovomta tov IGFBP ko eidikotepa 1 IGFBP-3, mpokalei emdpdoeig aveEdpreg tov IGF-I kot tov vrodoyéa tov,
ot onoieg TOUVAOS TEPIAOUPAVOVY OAANAETIS PAGELG ILE GVYKEKPLUEVOVG VITOSOXEIG TNG KVTTOPIKNG LEUBPAVIG GAAG KOl EVEOKVTTAPLONG
vrodoyeic. IToteveton Yo mopdderypa, tog 1o popo ™ IGFBP-3 dpa avTikopKivikd, TopEyovias Tpopavds TPocTacio. EVovT
ovykekpipévov kakondov veomhooidv. Exet eavel emiong, mog m IGFBP-3 aokei enidpacn omv emaydpevn amd wveovdivn
oNUATOdOTNON 68 KOAMEPYELES MTOKVTTAP®V.

O puBudg avakbHKAOONG TOV TPILEPOV CLUTAOKOV givor eEapeTikd apydg kot 1 ovykévipwon g IGFBP-3 oto mhdopo mapapévet
otafepn Katd T ddpreta ™G NUEPIS, Y Pic va ennpedletor amd Ppayvypovieg dStatpoPikés alhayés. Q¢ ek TovTov, apkel pio kon pdvo
pétpnon o tov kebopiopd tov emmédov e IGFBP-3. H GH (avéntiki oppovn) anotedei tov kvpro puBuiot mg IGFBP-3, émmg
kot v IGF-I kat ALS. T To AOy0 0vtd, T MinEda Kot TV TPLOV TERXTIOIMV avEAvovTol Katd Ty epnPikn avamntuln, Kot LeldvovTot
Katomy otadlokd pe o népog g nikiag. ‘Exel eavel nog ta eninedo g IGFBP-3 oto maudid givor avaroyo mpog v avtictoym
24w@pn éxkkpron GH. Edikd ota mondud, n IGFBP-3 propei va givar ypfioiun ot didyvwon g avendpkeiag GH.



IV.  BAXZIKEX APXEX THX MEGOA0Y

To IGFBP-3-IRMA g DIAsource givar £évag  avooopadlopeTpikog
TPOCIIOPIOHAG HE YPHON EMOTPOUEVOYV coinvapiov. O mubuévog kot 1
E0MTEPIKY EMPAVELD TOV TAUCTIKOV coAnvopiov &ovv emotpobsi pe 10
avticopo cVAANYNG Mabl. Ot BoBuovountég ko ta deiypota mov mpootibevton
oT0. COANVAPLYL EMBEIKVOOLY  apyikd YounAn ovyyéveln yio. to Mabl. H
TpocOiK Tov onuoopévov pe Pl avtichpotog onpatoddtnong Mab2,
OLOKANPOVEL TO GVGTNHA KoL TUPOSOTEL TV AVOoOAOYIKY avTidpooct. Metd v

mAOoN, 1 LmOAEwmOpevN, KAONA®EEV)  GTO  GOANVAPLO  padlEvEPYELN
avTIKOTOnTPilEL T GUYKEVTPWOGT] TOV OVTLYOVOUL.
V. ITAPEXOMENA ANTIAPAXTHPIA
AvridpoosTtiipra Kt 96 Xpopart AvocieTaon
egeTdosmv Kog
KO3KOG
ZoAnvapia pe enictpoon 2x48 vrokevko | "Etorpo ya ypnon
Avti-IGFBP-3
(novoxhmvikd avricmna)
Ab 1251 1 praridio kokkwo | "Etowpo yio xprion
5,5 ml
700 kBq
Avti-IGFBP-3-"*1  (povokhmvikd
avticopa) og PLOUETIKG dtdhvpo
Tris Maleate pe fogio opd, alidio
(<0.1%) kor adpaviy epvbpn
APWOOTIKY
CAL 5 QroAidia kitpwvo | IIpocBéete | ml
Avogpthonom AMEGTAYUEVOL VEPOD
Babpovountég 1-5 oe pubpiotikod uevo
Stédopa  Tris HCl pe  PBoewa
oporevkopativn kot Bopoin. T
akpiPeic Twég, PA. eTkéTeg TOV
Qradiov.
O paBpovopntis £xovv
Tpoapumdsi
DIL BUF 1 puaridio npdowvo | "Etorpo yia ypnon
100 ml
PuBuiotikd  didhvpo  apaioong
PuOuiotikd dwddvpa Tris HCI pe
Boewr  Agvkopativn kot alido
(<0,1%)
| WASH | SOLN |CONC | 1 puaridio KopE Apalworg 70 x pe
10 ml OTECTAYUEVO VEPO
Avidopa thong (TRIS-HCI) (pnowomnouioTe
LOYVNTIKO OvodELTIPQL).
2 puohidio aonui MpocOéote 1 ml
CONTROL N , ,
Avopihomon ATEGTOYUEVOD VEPOD
YAwd ehéyyov -N =112 HEVO
o puBpotikd didhvpa Tris HCI
ue avOpdmvo opd pe Bupodin
O opoi gréyyov £xovv
Tpoapumdsi

Inueioon: XpNOWOnomote 0 PLOWOTIKO dddvpa apaions O UNndevikd
Bobuovounty.

VI.  ANAAQXIMA IIOY AEN HAPEXONTAI

Ta akdAovOo VAKE arwartovvTon aAAG dev TapExovToL 6TO KIT:

1. Ameotaypévo vepod

2. Iinéteg o Savopny: 10 pl, 50 pl, 100 pl and 1 ml (cvvictdrtol 1 xpfion
TRETOV akpiPeiog e avol®oipLo TAacTIKE pOyyn)

Moo Tikd coAvAapla yio Ty opeinon Tov dErypdtoy

Avapeikmg otpofiiiopod

MoyvnTikog avadenTnpog

YvoKeLT avadevong coinvopiov (400rpm)

Avtopatn oOpryya tov 5 ml (tomov Cornwall) yio Thvon

Zoompa avoappdenong (TpoatpeTikd)

Mmnopei va ypnoworomdei omolocdnmote amaptlOunTc oKTivov Y pe
duvardtnra pétpnong tov I (eAdyiom amddoon 70%).

0Pk W

VII. IIAPAXKEYH ANTIAPAXTHPIOY

A. BoOpovountés:  Avoovotiotre  tovg  Pobupovountéc pe 1,0 ml
OTECTAYLEVOL VEPOD.
B. Yhka ehéyyov: Avoaovotiote ta mpdétuma  edéyyov pe 1,0 ml

OTECTAYLEVOL VEPOD.

C. Awdopa whdong spyosiog: Ilpostodote emapkn Oyko StaAdpotog
TAOoNG epyaciog pe Tpoohnkn 69 dykwv amesTaypévov vepov og 1 dyko
StoAdpotog TAveNG (70X). XpNOOTONOTE HOyVNTIKO AvadELTIPOL YL TV

VIII.

halbadis el -}

opoyevonoinon. Amoppiyte T0 U1 YPNOOTOMUEVO SLEAVHO TAVONG
£PY0OL0G 0TO TENOG TNG NUEPAC.

DPYAAEH KAI HMEPOMHNIA AHEHX TQN ANTIAPAXTHPIQN

Ilpwv ond 10 Gvorypo M v avacotoot, OO TO GUGTOTIKG TOV KIT
mapopévouy otabepd g v nuepounvie AENG, N omoia avaypaeetat
OTNV ETIKETA TOV QLALdion, EpOcoV dwatnpodvial og Beppokpacio 2 £mg
8°C.

Ot PoBuovountéc wor ot opoi eréyyov eivar mOAD  aoTadEic.
XPpNOWOTOMGTE TOVG OUECMS HETA GO TNV AVACVOTACT, YOETE OUECHS
o€ KAdopata kot dwutnpeiote o —20°C yio 3 pnveg.

DpéoKo, TOPUCKELOOUEVO OldAvue TADoNG epyaciog Oa mpémer vo
xpnoyLoroteitol Ty ido uépa.

Metd mv mpd xpfHion tov, o yvnbémg mapapével otabepds Emg v
nuepounvio. AMENG, epdcov dratnpeitar 610 OPIKO, EPUNTIKE KAEOTO
@uoAidio og Beppokpaocia 2 émg 8° C.

Toxov petaforég TG QLOIKNG EUEAVIONG TV AVTIOPOCTNPIOV TOL KIT
evd&xeTOL VoL VTTOdNA®@VOLV aotdfeta 1| odloimon.

2YAAOT'H KAI ITPOETOIMAZIA AEITMAT2N

O opdg mpémet va purdcoetan o€ Ogppokpacio 2-8° C.

Eav 1 e&étaon dev mpaypatorombei evidg 24 opdv, cuviotdtor 1 @OAaEN
otovg -20° C.

AmopehyeTe TOVG EMAKOAOVOOVG KHKAOVE KaATAWVLENG-ATOWYVENG.

ATAAIKAZIA

ZNUELDCELS CYETIKA PLE TOYEIPLONE

Mn ¥pNOYOTOLEITE TO KIT 1] TO GLOTOTIKG UETA TNV Muepounvia ANéng.
Mnv avaperyviete DAKGE oo SlapopeTikéc Toptideg Kit. Dépete OAa TO
avtdpaotipla o€ Ogppokpacio dwpoatiov Tpv amnd ) xphon.

Avapei&te koA Oho To avTdpaoTple Kot T Ogiypoto pe  omokn
avakivionf ovadevon. Xpnowponoteite £vo kKabapd avoldcuo poyxog
mrétag \yr TNV wpochnkn Kdabe dupopetikod avridpactnpiov Kot
SElYHATOG TPOKEWEVOL VO, ATOPVYETE TNV EMUOAVVOT).

H._ oxpifeio Pertidoveron pe ypion mwmetdv vyniig oxpifelog M
aUTOHATOTOMUEVOL e€omMopol dlavoung pe mutéteg.  Trmpeite Tovg
APOVOLG ETADOONC.

Ipoetopdote pio kopmdAn Pabuovounong y kabe avalvon kot pn
xpNoyLomoteite dedopéva and mponyodueveg avardoeLs.

Awdikaoio

ENUAVETE £V, amAd TAAGTIKO GOANVAPLO Yio KGOE delypa.

IpooBéote 1 ml puOpoTiKoy dladdpotoc apaimong og kKabe coANVAEPLO.
IpooBéote 10 pl deiypatog og avTd T0 COANVAPLO.

ENUOAVETE TO ETOTPOUEVO, COANVAPL €1G dITAOVV Yo kGOe Pabpovounty,
delypa, vAKO gdéyyov. T'ia ToV TPOGAIOPIGIO TOV GUVOMK®OV HETPHOEMV,
ONUAVETE 2 PUOLOAOYIKA COANVAPLOL.

Avapei&te odvropo (ue avopeiktn otpoPfilicpod TOTOL vortex) Tovg
BoBpovountég, opovg eAEYYOL KoL TOL TPOOPOLOUEVO dEiypoTe Kot
npooBéote 100 pl  amd «kabéva ota  aviioToyo  COANVAPLO.
(xpnowonomote 10 pLOUoTIKG  Sddvpa  apaiwong ©g  UNdEVIKO
Badpovopntn)

Awveipete 50 pl avii-IGFBP-3 onpacpévov pe ' og ke solnvipro,
GUUTEPIAOUPAVOVTOGC TO. U ETIOTPOUEVO. COANVAPLL TOL OPOPOLY TIg
petprioeig Tov yvnoém 21 ("total") .

Enwdote eni 120 lemtd oe Oeppokpacio dopatiov og avadevtipo
coAnvapiov otig 400 rpm.

Avappopriote (| petayyiote) to mepieydpevo kdbe coinvapiov (pe
g€aipeon ekeivao TOL APOPOVV TIC GLVOAIKES peTprioel;). Befaimbeite ot
T0 TAOOTIKO pOYYoC TOL avappoenty ¢Bdver otov muBuéva Tov
EMOTPOUEVOL COANVAPIOL TPOKEEVOL Vo apatpedei OAn 1 mocdTnTA TOVL
VYpPOL.

IM\dvete o coinvapia pe 2 ml dteddpotog TAdong epyaoiog (pe e€aipeon
EKEVOL TTOV APOPOVV TIG GUVOMKEG HETPNOELS). ATOPUYETE TO CYNUATIONO
aPPOL KOTA T SLApKELR TNG TPOoHNKNG TOL Sraddpatog TAHoN G Epyasiagc.
IM\dvete To coAnvapto Kot oAt pe 2 ml dtoAddpoatog TAvong epyaciog (pe
e€aipeon eKeivo TOL APOPOVV TIG GUVOMKEG HETPTOELS) KOl OVOPPOPHOTE
(1 petayyiote).

Metd v tedevtaio mAvon, agniote To coANvaplo va otabodv og Opbio
0éom yo 300 AemTh Ko avapPPOPNOTE T 6TAY OV VYPOD TOL ATOUEVEL.
YnoPdaiiete og pétpnon ta coAnvapio o€ amaplBunt aktivov vy yio 60
devtepdrenta.

YIIOAOTIEMOZX TN AIIOTEAEZMAT2N

Ynohoyiote T péon TN TOV SITAGV TPOGIOPIGUDV.

e NUAOYaptOpkd 1 YPOUIIKO XopTl YPOENUATOV, TOPUCTHOTE YPUPIK,
TG ¢.p.m. (kpovoelg ava Aentod) (teTaypévn) Yo kdbe Babpovount évavtt
™mg avtiotoyng ovykévipoong e IGFBP-3 (tetunuévn) kou oyedidote
o KopumoAn  Pabuovounong péow tov onueiov tov Pobuovounty,
ATOPPIYTE TIG EULPOVEIG 1N ATOSEKTEG TIUEG.



3. AwBdote ™ cvykévipmon Yoo kabe vAMKO edéyyov kor deiypo pe E.

Xpovikp koBvotépnon petold Tterevtaiov  Pabpovopnt KoM

TapeUPOAn 6TV KaumOuAn Pabuovounong. npocOnkng dsiypatog

4, Avayoyn dedopévov pe ™ Ponbewr miektpovikov vroloyioty 6Oo
AmAOTOMoEL OVTOVG TOVG VIOAOYIGHOVG. Edv ypnotponoleitan avtdpotm Onwg @aivetor akolovmg, T OmOTEAECUATO. TOV TPOGIOPIOUOD TUPAUEVOLY
enefepyocio.  amotEAEOUATOV, GUVIOTATOL  TPOCUPUOYT  KOUTOANG akpfn okoun kot €dv to deiypa mpootebei 30 Aemtd petd v mpocbnkn tov
AOYLOTIKNG GUVAPTNONG 4 TOUPAUETPDV. Bobpovountn oto ETOTPOUEVA COANVEPLOL.

XII.  TYINIKA AEAOMENA

XPONIKH KA®YXTEPHXH

Ta akérovBa dedopévo mpoopiloviar povo g emenynon Kot dev TPETEL Vo o 10° 20 30
APNOYLOTOLOVVTOL TOTE AVTE THG KAUTUANG Bafpovounong mpary Hatikov xpovov.
S 1 (ng/ml) 1207 1204 1263 1274
IGFBP-3-IRMA cpm B/T (%) S 2 (ng/ml) 4671 4986 4899 5054
Zuvolki| péTpnon 298318 100
Bafpovount 0 ng/ml 17 0,01
HovornTe 380 ngml 1404 0.50 XIV.  HEPIOPIEMOI
1057 ng/ml 5608 1,88
2520 ng/ml 17131 5,74 - Agiypoto.  and  ocbeveic mov  €yovv  AGPEL  TOPOOKELAGHOTO
5589 ng/ml 54713 18,34 LOVOKAMVIK®Y  OVTICOUATOV TOVIIKOD Ylo OKOomovg Sidyvwong 1
13395 ng/ml 185344 62,13 Ospamsiog, £VOEYOUEVOS VO TEPLEXOVY OVOPATIVAL OVTICOUATO oVTi-

O1 BaBpovounTéG KOVOVIKOTOLOUVTOL LE BACT] TO AVTISPUGTHPLO OVUPOPAS
avoacvvdvaopévng IGFBP-3 tov NIBSC/WHO pe kwdiko 93/650.

XIII. AIIOAOXH KAI IIEPIOPIZMOI1 -

A. ‘Opro aviyvevong

Metpfinkav dddeka pndevikoi Pabupovountés poali pe opddo tov AoV
Bobpovountav. To dplo aviyvevong, oplloLeEVO MG 1 POLVOUEVIKT GUYKEVTPOOT
800 TUTIK®OV OTOKAIGEOV TAVED 0md TIG HECEG LETPNOELG 68 UNOEVIKT déopEVOT),
firav 17,3 ng/ml.

B. Ewdwkémra
I T0 GUYKEKPIUEVO TPOGIIOPIGHO EEETAGTNKAV OPIOUEVES OPUOVEG HE SLVITIKN
avTdpaoTIKOTTO. X oLYKEVTIPOOElG g 10 pg/bl, kopio and Tig akdrovbeg
0pLOVEG BEV TAPOVCIOGE ONUOVTIKEG TaPEUPOLEG:
- rhIGF-BP1
- rhIGF-BP2 XV.
- rhIGF-BP4
- rhIGF-BP5 -
- rhIGF-BP6
- rhIGF-I
- rhIGF-IT

C. Axpipara -

I'TA TON IAIO ITPOXAIOPIEMO METAEZEY AIA®OPETIKQN
TMPOZAIOPIZEMQN

Opég N | <X>+TA. | ZA. | Opég N <X>+TA. | ZA
(ng/ml) (%) (ng/ml) (%)

T.A.: Tomikn omokAion, Z.A.: Zuviedeotig SikOpavong

A. OpBoTTO

A 20 543 £22 4,0 A 10: 1056 + 34 32 XVI.
B 20 2637 +71 2,7 B 10 4539 £255 5,6

moviikov (HAMA). Xe avtd to deiypato pmopodv va mapatnpndovv
Yeudms aVENUEVEG N YELOMDG UELWUEVES TILEG, OTAV EAEYYOVTOL UE KIT
TPOGILOPIGOD TOV XPNGILOTOLOVY LOVOKAMVIKG OVTICOHATO TOVTIKOD.
Ta  &tepo@MKE  OVTICOUATE GTOV. ovOpdOTIVO 0pd  pmopody  va
avTIOPEoOVY HE OVOGOCPULPIVES, TOV) AVIIOPOCTNPI®Y, TPOKOADVTAS
mapeUPoAn o€ in Vitro avocoemposdlopLG OGS,

Acbeveic mov extifevton ‘TokTikd oe (o M wpoidvta {oikov 0opov
EVOEYOUEVMS VoL EIvaL ETLPPETELG GE oAV TV TTopeprPorn). [Taboroyikég
TIHEG  UTOPOVV  va.. Tapatnpndodv o  Topovcic.  ETEPOPIMKDV
aviicopudtav. A&ohoyeite pe mpocoyny To amotelécpoto acHevav,
GTOVG OOLOVG VILAPYEL VTOYIO CVTMV TOV OVTICOUATOV.

Eav ta omoteMéopata dev  eivar odupovo pe  GAAEG  KAMVIKEG
TaPATNPAGELS, Do XpeloTEL | ANYN TEPUTEP® TANPOPOPLOV TPV Omd
™ Béonang didyvmong.

EXQTEPIKOX IIOIOTIKOX EAETX0X

Eav ta omoteléopata mov Aapufdvovtar yio. To VMK gléyyov 1 f/kat to
VAKO eAéyyxov 2 dg Ppiokovtar evtdg Tov mediov Tndv mov kabopiletan
oV €Tkéta Tov Qaldiov, to omotedéopato dev givar dvvatd vo
xpnoyoromBovv, ektdg av éxel dobel wavomomtikny e€qynon ywon ™y
ACVUP®VICL.

Eav eivon embounto, kdbe epyootnplo umopei va dnpuiovpynoet to Sk
oV pefypota Setypdtov eAéyxov, To omoio TPEMEL Vo daTtnpovvVTOL
KOTEYVYUEVE 68 KAAGHOTOL. MNV KoToy DY ETE-OTOYVYETE TEPLOGOTEPO AT
800 Qopéc.

Ta kpreipro. amodoxns yio ™ dopopd peta&h Tmv SIMADOV TOTEAECUATOV
tov dsiypdtov o mpémer va Pacifoviar oe opbig epyaoTnplokég
TPOKTIKEG.

ATAXTHMATA ANA®POPAX

O tipég avtég mapéyoviar pdvov wg 0dnyds. Kabe epyaoctipo Oa mpénetl va
KaB1EpOOEL TO S1KO TOV TESIO PLUOLOLOYIKDV TIHMV.

Duo10AoYIKE GTopo

EEETASH ANAKTHYHY ANAPEZX. (ng/ml) T'YNAIKEE (ng/ml)
Hiuaki opdda , ; , ;
Ipootedeica IGFBP-3 AvaktnOcica IGFBP-3 Avaxtnon Méon Iedio Méon Iedio
(ng/ml) (ng/ml) (%) | TGV T TGV
6 etV 3771 2825-5178 9 3877 3400-4554 6
o 0 o Teov || 3718 | 28464462 | 20 | 3958 | 31024812 | 23
500 491 98’2 8 st@v 3852 3195-4978 38 3963 3156-4839 20
250 273 109’3 9 STO?V 3833 3018-4837 29 4008 3334-4544 22
125 139 ]]]’O 10 etoov 3865 2935-4524 28 4095 3257-5158 32
> 11 etov 3991 3152-4635 28 4109 3144-5031 30
12 etoov 4203 3423-5153 28 4481 3643-4987 21
13 etoov 4488 2936-5586 34 4668 3771-5249 38
14 etov 4381 3349-5220 39 4382 3585-5157 54
EZETAXH APAIQXHX 15 etov 4212 3266-5262 31 4346 3551-5175 57
16 etov 4343 3417-5662 45 4331 3475-5055 69
Agiypa Apoinon OempNTIKN) MetpnOsica 17 etov 4287 3305-5319 19 4316 3459-5424 39
CUYKEVTP oM CUYKEVTP oM 18 etV 4604 3830-5583 17 4463 3518-5190 28
(ng/ml) (ng/ml) 19 etov 4321 3647-4907 17 4501 3842-5149 18
20 etov 4224 3714-4871 12 4327 3686-4949 6
A 1/1 _ 3004,8 21 - 25 etov 4633 3228-6207 27 5111 3732-6254 25
1 1502.4 1524.6 26-30 et || 4656 3081-5881 | 26 [ 4326 3038-5266 | 24
V4 7512 765.9 31—40etov || 4392 3030-6101 | 47 [ 4508 3609-5637 | 47
1 375.6 375.8 >40ctov || 4354 | 25895312 | 18 || 4327 | 3313-5247 | 20
/16 187,8 1753 Inueioon: nedio Tipndv mov Boociloviat og ekotootnuopla 2,5% kot 97,5%

Ta deiypora apard@Onkay pue puBoTikd StdAvpa apaimong.

XVII. IPO®PYAAZEEIY KAI IPOEIAOIIOIHXEIY



Acopdieia

Movo yia diyveoTtik xpfiomn in vitro.

To Kkt avtd mepigyet 0 2> 1 (Xpdvog quilwnc: 60 NuéPeS), o padievepyli ovoio
1 omoia ekméumet 1oviCovoa axtivoforio X (28 keV) ko y (35,5 keV).

Avtd 10 podievepyd mpoidv givar duvatd vo petapepbei ko va xpnotpomomdei
puovo amd e€ovorodomuéva drtopa. H ayopd, @oro&n, ypnon kot avioiloyn
padlevepydv TPOiOVI®MV VIOKEWVTOL oTn vopobesio ™G xdpag TOL TEMKOD
xpnotn. e kapio mepintwon dev mpémet vo, xopnyeitat To TPoidv o avhpdTOVG
1 {do.

Olog 0 yepopds TOL poadievepyod VAIKODL Oo TPEmEl vo exTEAEiTOL OF
KaBOPIoUEVO Y DPO, HOKPLEL 0o XDPOVG TOKTIKNG S1EAEVONG. XTO €PYAGTNPLO
TpEMEL VoL dloTnpeitat MUEPOLOYIO Yiow TV Tapodafr| Kot T QUAAEN padIEVEPYDV
VAkdv.  E€omMopdg kot yvdAwve okedn Tov gpyactnpiov, to omoia Oa
pumopovoav vo poluvBodv pe padievepyéc ovoiec, Ba mpémel va gurdccovial ce
EgXOPLOTO YDHPO Y10 TNV TPOANYN ETUOAVVOTG TOV SLapOpmy PASIOICOTOTMY.

Tuydv S1appoég padievepydv VYPOV TPETEL Vo, Kabapilovtat apécmc GOUPOVO. LE
T1g drodikacies aopdrelag amd padievépysia. Ta padievepyd amdPANTo TpEmeL va
ATOPPIRTOVTOL GOUPOVO LE TOVG TOTIKOVG KUVOVIGHOVG Kot TIG KTenhuvTipieg
odnyieg TOV apydv Tov £xovv dikalodocio 6To gpyocthiplo. H mpnon tov
BOooIKOV KOvOV®V a0 QAAELNS 0O PASIEVEPYELD TAPEYEL ETOPKT TPOTTUCTOL.

Ta cvotatikd avBpdTvoy aipatog Tov TEPIAAUPAVOVTOL 6TO KIT QUTO £YOLV
eleyyBel pe pebodovg eykekpéveg omv Evpdnn f/kor amd tov FDA xau et
Swamiotmbel 011 givan apvntikd og Tpog Vv mapovcsio. HBsAg, avti-HCV, avti-
HIV-1 kot 2. Kopio yvoor pébodog dev eivar dvvatd va mopéyet mAnpn
Srac@diion 0Tt Tapdywya Tov avlpdrvov aipatog de Oo petaddoovy nratitida,
AIDS 7N dAleg howméelc. Emopévag, o yeptopdg aviidpaotnpiov, detypdtmv
0po¥ N Thdopatog Oa Tpémetl vo yivetar cOUPOVO UE TIG TOTIKEG d1adIKaoies mepi
ACPOAELOG.

Oha ta Cokd TpoidvTo Kot mapdywyo £xovv ovAieydei amd vy (oa. To Posia
GLOTATIKG TPoEPYOVTAL amd YDPeG Omov dev Exet avapepbei BSE. TTop' OA' avtd,
ovotatikd mov mepiEyovy Lwikég ovoieg Ba mpémer va avtetonifovior g
SVVNTIKOG LOAVGHOTIKG.

Amopehyete  omowadNmoTe  €mapn)  TOL  JEPUOTOC  HE  AVTIOPOOTAPLO.
(xpnowonoteitor alidio tov vorpiov wg cvvmpntikd). To alidio oto Kit avtd
EVOEXETOL VO AVTIOPAGEL e LOAVPO Kot YOAKO TOV VI PAVAMKOV COAVAOCEDV KoL
Vo, oynuatiost pe Tov Tpomo avtd iaitepa ekpnkTikd alidio petdAiov. Kotd ™
dudpkela Tov PAHOTOG TAVONG, EKTADVETE TNV OmOYETEVON UE UEYEAN TocHTNTOL
VEPOL, Yo TNV TPOANYN TVY OV cvocdpeVoNS alidiov.

Mnv koanvilete, unv mivets, unv TPOTE KOl U1 XPNOLULOTOIEITE KAAAVVTIKG 6TO
xOpo epyaciac. Mmnv davépete pe mITETA YPNOUYOTOLOVTOG TO OTOHN GOG.
X PNOLOTOLEITE TTPOSTATEVTIKO POVYIGHO KOl VOADCILA YEVTIO.
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Przed zastosowaniem nalezy przeczytaé caly protokol.

IGFBP-3-IRMA

PRZEZNACZENIE

Zestaw do ilosciowego pomiaru immunoradiometrycznego in vitro ludzkiego ‘biatka wiazacego
insulinopochodny czynnik wzrostu 3 (IGFBP-3) w surowicy.

INFORMACJE OGOLNE
Nazwa firmowa : DIAsource IGFBP-3-IRMA Kit
Numer katalogowy: KIP1171 : 96 tests

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

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

INFORMACJE KLINICZNE

System insulinopodobnego czynnika wzrostu (IGF) stanowi podstawowy regulator normalnego wzrostu organizmu i jego regeneracji,
wplywajacy na proliferacj¢ komorek, ich roznicowanie i apoptozg. Ponadto, system IGF zdaje si¢ modyfikowaé czuto$¢ insuliny oraz
dtugoterminowy metabolizm glukozy. Ponadto, liczne badania epidemiologiczne, eksperymentalne oraz dane kliniczne wskazuja, ze
system IGF bierze rowniez udzial' w rozwoju kilku czgsto wystgpujacych typow nowotwordw, jak rowniez czesto spotykanych
choréb, takich jak miazdzyca i.cukrzyca typu 2.

System IGF sktada si¢“z:rodziny blisko spokrewnionych biatek, obejmujacej dwa biatka bedace podstawowymi czynnikami
promujacymi dziatanie hormonu wzrostu - IGF-I i IGF-II, 6 biatek wiazacych IGF o wysokim powinowactwie (IGFBP-1 do -6) oraz
duza glikoproteing niewiazaca IGF, stanowiaca ,,podjednostk¢ wrazliwa na dziatanie kwaséw” (ALS).

IGFBP-3 jest biatkiem wiazacym IGF o najwigkszej pojemnos$ci; u zdrowych osob odpowiada za ponad 75% catkowitej zdolnosci
wigzania IGE. IGFBP-3 posiada wiasciwosci zblizone do IGFBP-5 z tym, Zze oba biatka sa zdolne do tworzenia komplekséw
trzeciorzedowych o duzej wadze czasteczkowej ~150 kilo Daltonéw z ALS i innymi biatkami IGF-I lub —II. Niemniej, IGFBP-5 jest
obecne w krazeniu w znacznie nizszych st¢zeniach niz IGFBP-3, a u zdrowych osob kompleksy trzeciorzedowe stanowia nawet 90%
IGFBP-3, lecz tylko okoto 50% IGFBP-5.

Pierwotnie sadzono, ze IGFBP stanowia biatka przenosnikowe IGF, stabilizujace poziom IGF i kontrolujace przechodzenie IGF
z krazenia do przestrzeni pozanaczyniowej. Ponadto, zaktadano, ze kompleksy IGF z IGFBP sa biologicznie mniej lub bardziej
nieaktywne, bgdac pozbawionymi mozliwosci interakcji z receptorem IGF. Jednakze, szybko stalo si¢ oczywiste, ze w niektorych
srodowiskach eksperymentalnych, IGFBPs raczej stymulowato a nie hamowato dziatania mediowane przez IGF-I i w zwiazku z tym
IGFBP sa obecnie uznawane za modulatory aktywnosci biologicznej IGF-I. Ponadto, wigkszo$¢ IGFBP, a w szczegdlnosci IGFBP-3,
wykazuje efekty niezalezne od receptorow IGF-I i IGF-I, mozliwe, ze wskutek interakcji ze specyficznymi receptorami
umieszczonymi na blonie komorkowej oraz srodkomorkowo. Przyktadowo obecnie uwaza si¢, ze IGFBP-3 stuzy jako czasteczka o
dziataniu antynowotworowym, w widoczny sposob chronigc przed kilkoma czgsto wystgpujacymi nowotworami; potwierdzono
réwniez wptyw IGFBP-3 na dziatanie sygnatowe insuliny w kulturach adipocytow.

Metabolizm kompleksow trzeciorzedowych jest bardzo powolny i osoczowe stezenia IGFBP-3 pozostaja stabilne w ciagu dnia, nie
podlegajac krotkotrwaltym zmianom zywieniowym. Dzigki temu, st¢zenie IGFBP-3 mozna oznaczyé za pomoca pojedynczego
pomiaru. GH jest podstawowym regulatorem IGFBP-3, jak rowniez IGF-I i ALS i tym samym, st¢zenie wszystkich trzech biatek
gwaltownie wzrasta w okresie skoku pokwitaniowego i pozniej powoli opada wraz z wiekiem. Wykazano, ze u dzieci stgzenie
IGFBP-3 koreluje z dobowym wydzielaniem GH oraz, ze szczegdlnie u dzieci st¢zenie IGFBP-3 moze by¢ przydatne
w rozpoznawaniu niedoboru GH.



V.

ZAGADNIENIA DOTYCZ4CE METODY

Oznaczenie DIAsource IGFBP-3-IRMA jest testem immunoradiometrycznym
przeprowadzanym z wykorzystaniem optaszczonych probowek. Przechwycone
przeciwcialo Mabl jest przylaczone do dolnej wewngtrznej powierzchni
probowki plastykowej. Kalibratory lub probki, dodawane do probowek, beda na

poczatku wykazywaly niskie powinowactwo do Mabl.

Dodanie Mab2,

przeciwciala sygnatowego oznakowanego '*’I zakonczy etap i wyzwoli reakcje

immunologiczna. Po  przeptukaniu, stopien radioaktywno$ci zwiazanej
z probéwka odzwierciedla stgzenie antygenu..
V. DOSTARCZONE ODCZYNNIKI
Odczynniki Zestaw 96 Kolor Rekonstytucja
oznaczen
Probowki oplaszczone 2x48 kos¢ Gotowe do
przeciwciatami anty- stoniowa | zastosowania
IGFBP3 (przeciwciata
monoklonalne)
Ab 1257 1 fiolka czerwony | Gotowe do
5.5ml zastosowania
700 kBq
Przeciwciata monoklonalne anty-

IGFBP-3-I w buforze Tris
z albuming z surowicy bydlgcej,
azydkiem (<0,1%) i obojgtnym

czerwonym barwnikiem
5 fiolek Z0Mty Doda¢ 1,0 ml wody
liofil. destylowanej
Kalibratory 1-5 w buforze Tris
HCL z albuming z surowicy
bydlgcej i tymolem. Doktadne
warto$ci na etykietach fiolek.
Kalibratory s wstepnie
rozcienczone
DIL BUF 1 fiolka zielony | Gotowe do
100 ml zastosowania
Bufor do rozcienczania: Bufor
Tris HCI z albuming z surowicy
bydlgcej i azydkiem (<0,1%)
1 fiolka brazowy | Rozcienczy¢ 70x woda
‘ WASH ‘ SOLN ‘ CONC ‘ 10 ml destylowana
(wykorzysta¢ mieszadto
Roztwor ptuczacy (TRIS-HCI) magnetyczne).
2 fiolek srebrny | Dodaé 1,0.ml wody
| CONTROL | N | liofil destylowanej

Kontrole - N =od 1 do 2
w buforze Tris HCl z surowica
ludzka i tymolem

Kontrole s3 wstepnie
rozcienczone

Uwaga: jako kalibrator zerowy nalezy uzy¢ bufor do rozcienczania.

VI.

MATERIALY WYMAGANE, ALE NIEDOSTARCZONE

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

1.

Woda destylowana
Pipety do dostarczania objgtosci: 10 pl, 50 pl, 100 p i 1 ml. (zaleca sig
stosowanie wlasciwych pipet z jednorazowymi koncoéwkami plastykowymi)

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

Moze by¢ wykorzystywany jakikolwiek licznik gamma odpowiedni do

Kalibratory: Rekonstytuowaé kalibratory przy pomocy 1,0 ml wody

2.
3. Probowki plastikowe do rozcienczania probek
4. Mieszadto wirowe
5. Wytrzasarka do proboéwek (400 rpm)
6.  Mieszadlo magnetyczne
7.
8.  Uklad do aspiracji (opcjonalnie)
9.

pomiaru '*’I (minimalny uzysk 70%).
VII. PRZYGOTOWANIE ODCZYNNIKOW
A.

destylowane;j.

B.

Kontrole: Kontrole nalezy rekonstytuowa¢ przy pomocy 1,0 ml wody
destylowane;j.

VIII.

haliadi s el -]

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

PRZECHOWYWANI E | DATA WAZNOSCI ODCZYNNIKOW

Przed otwarciem lub rekonstytucja wszystkie sktadniki zestawu zachowuja
trwalo$¢ do daty waznosci przedstawionej na etykiecie, jezeli sa
przechowywane w temperaturze od 2 do 8°C.

Kalibratory i materialy kontrolne sa bardzo nietrwate, dlatego nalezy
wykorzysta¢ je natychmiast po rekonstytucji lub natychmiast zamrozi¢
w niewielkich objgtosciach w temperaturze —20°C do 3 miesigcy.

Unika¢ powtarzanych cykli zamrazania i rozmrazania.

Swiezo przygotowany roboczy roztwér pluczacy powinien by¢
wykorzystany w tym samym dniu.

Po jego pierwszym zastosowaniu, znacznik izotopowy zachowuje trwato$¢
do podanej daty waznosci jezeli jest przechowywany w oryginalnej,
dobrze zamknigtej fiolce w temperaturze od 2 do 8°C.

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

POBIERANIE | PRZYGOTOWANIE-MATERIALZU DO BADANIA

Probki
2-8°C.
Jezeli oznaczenie nie jest wykonywane w ciagu 24 godzin, zaleca sig
przechowywanie w temperaturze -20°C.

Unika¢ powtarzanyeh eykli zamrazania i rozmrazania.

surowicy musza / by¢s przechowywane w temperaturze

PROCEDURA

Uwagi dotyczace obslugi

Nie “wolno wykorzystywa¢ sktadnikow zestawu po uplynigciu daty
waznosci. Nie wolno miesza¢ materiatow pochodzacych z réznych serii
zestawOw. Przed wykorzystaniem wszystkie odczynniki powinny osiagnaé
temperaturg pokojowa.

Wszystkie odczynniki i probki nalezy dokladnie wymiesza¢ przez
delikatne potrzasanie lub obracanie. Aby uniknaé zanieczyszczenia
krzyzowego do dodawania poszczegolnych odczynnikow i probek nalezy
wykorzystywac czyste, jednorazowe koncowki pipet.

Pipety wysokiej precyzji lub pipety automatyczne poprawiaja precyzjg
wykonania oznaczenia. Przestrzegaé czasow inkubacji.

Przygotowa¢ krzywa kalibracyjna dla kazdego cyklu pomiarowego, nie
wolno wykorzystywaé danych z poprzednich oznaczen.

Procedura
Oznaczy¢ po jednej zwyklej probowce plastikowej dla kazdej probki.
Dozowa¢ po 1 ml buforu do rozcienczania do kazdej probowki.
Doda¢ 10 pl probki do tych probowek.
Dla kazdego kalibratora, probki i kontroli nalezy oznaczy¢ oplaszczone
probowki w badaniach podwdjnych. W celu okreslenia catkowitych zliczen
nalezy oznaczy¢ 2 zwykte probowki.
Szybko wymiesza¢ odwirowujac: kalibratory, wczesniej rozciefniczone
probki i dozowaé po 100 pl materiatu do odpowiednich probowek. (jako
kalibratora zerowego, nalezy uzy¢ buforu do rozcienczania).
Do kazdej probowki, w tym do probowek nieoptaszczonych do catkowitego
zliczania, doda¢ po 50 pl przeciwcial anty-IGFBP-3, znakowanych
Jodem'®.
Inkubowaé przez 120 minut w temperaturze pokojowej w wytrzasarce do
probowek (400 rpm).
Aspirowaé (lub odla¢) zawarto$¢ kazdej probowki (z wyjatkiem probowek
do catkowitego zliczania). Aby usunaé caty ptyn nalezy upewnié sig, ze
plastikowa koncowka aspiratora osiagngta dno optaszczonej probowki.
Przeptukaé probowki przy pomocy 2 ml roboczego roztworu pluczacego
(z wyjatkiem probowek do catkowitego zliczania) i zaaspirowa¢ (lub
dekantowac). W trakcie dodawania roboczego roztworu ptuczacego nalezy
unikaé¢ wytwarzania piany.
Ponownie przeptuka¢ proboéwki przy pomocy 2 ml roztworu pluczacego
(z wyjatkiem probowek do catkowitego zliczania) i aspirowac (lub odlac).
Pozostawi¢ probowki w pozycji stojacej do goéry na dwie minuty
i aspirowaé pozostate krople ptynu.
Zlicza¢ probowki w liczniku gamma przez 60 sekund.

OBLICZANIE WYNIKOW

Obliczy¢ $rednia oznaczen podwojnych.

Na papierze milimetrowym lub w kratke wykre$li¢ c.p.m. (rzgdna) dla
kazdego kalibratora wobec odpowiadajacego st¢zenia IGFBP-3 (odcigta)
oraz wykresli¢ krzywa kalibracji przez punkty kalibratora, odrzucajac
oczywiste warto$ci odbiegajace od linii srodkowe;.



X

Odczytaé stezenie dla kazdej kontroli i probki przez naniesienie na krzywa
kalibracyjna.

Redukcja danych przy pomocy komputera pozwoli uprosci¢ te obliczenia.
Jezeli ma by¢ zastosowane automatyczne przetwarzanie wynikow, zaleca
si¢ dopasowanie krzywej logistycznej 4 parametrowe;j.

PRZYKZAD DANYCH TYPOWYCH

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

IGFBP-3-IRMA cpm B/T (%)
Zliczanie catkowite 298318 100

Kalibrator 0 ng/ml 17 0.01
380 ng/ml 1494 0.50
1057 ng/ml 5608 1.88
2520 ng/ml 17131 5.74
5589 ng/ml 54713 18.34
13395 ng/ml 185344 62.13

Kalibratory sa standaryzowane wzglgdem rekombinowanego IGFBP-3
NIBSC/WHO, odczynnika referencyjnego o oznaczeniu kodowym 93/560.

XIII. DZIAEANIE | OGRANICZENIA
A. Granica wykrywania
Dwanascie kalibratorow zerowych oznaczano wraz z zestawem innych
kalibratoréw. Granica wykrywania, zdefiniowana jako odmienne st¢zenie
dwoch odchylen standardowych powyzej przecigtnej wartoécei zliczania
przy wiazaniu zerowym ksztattowata si¢ na poziomie 17,3 ng/ml.
B. Swoistos¢
W tym oznaczeniu badano niektore hormony potencjalnie interferujace.
Zaden z nastgpujacych hormondéw nie przejawial znaczacej interferencji
do wartosci stezen ponizej 10 pg/ml.
- rhIGF-BP1
- rhIGF-BP2
- rhIGF-BP4
- rhIGF-BP5
- rhIGF-BP6
- rhIGF-1
- rhIGF-II
C. Precyzja
PRECYZJA W SERII PRECYZJA MIEDZY SERIAMI
Surowica N <X>=SD Ccv Surowica N <X>xSD Ccv
(ng/ml) (%) (ng/ml) (%)
A 20 543 £22 4.0 A 10 1056 + 34 32
B 20 | 263771 2.7 B 10 4539 + 255 5.6

SD Odchylenie standardowe; CV: Wspodtczynnik zmiennosci

D. Dokladnos$¢ .
BADANIE ROZCIENCZENIA
Probka Rozcienczenie Stez. teoretyczne Stez. zmierzone
(ng/ml) (ng/ml)

A 1/1 - 3004.8

172 1502.4 1524.6

1/4 751.2 765.9

1/8 375.6 375.8

1/16 187.8 175.3

Probki zostaty rozcieficzone przy pomocy buforu do rozcienczania.

BADANIE ODZYSKU
IGFBP-3 dodana IGFBP-3 odzyskany Odzysk
(ng/ml) (ng/ml) (%)
2000 2094 104.7
1000 1123 112.3
500 491 98.2
250 273 109.3
125 139 111.0

E. Opéznienie = pomiedzy  oznaczeniem  ostatniego kalibratora
i dozowaniem prébki
Jak wykazano, wyniki pomiaru pozostaja doktadne nawet wowczas, gdy od
momentu dodania kalibratora do oplaszczonych probéwek mingto

30 minut.
OPOZNIENIE
0 10' 20" 30"
S 1 (ng/ml) 1207 1204 1263 1274
S 2 (ng/ml) 4671 4986 4899 5054

XIV. OGRANICZENIA

- Probki od pacjentdow, ktorzy w celach diagnostycznych lub
terapeutycznych  otrzymywali  preparaty z mysich przeciwciat
monoklonalnych, moga zawiera¢ ludzkie przeciwciala anty-mysie
(HAMA). Probki takie, oznaczane z uzyciem zestawOw testowych
wykorzystujacych mysie przeciwciata monoklonalne, moga wykazywaé
wartos$ci falszywie zawyzone lub zanizone.

- Przeciwciata heterofilne w ludzkiej surowicy moga reagowaé z
immunoglobulinami  odczynnika, ¢ interferujac z  oznaczeniami
immunologicznymi przeprowadzanymi in vitro.

Pacjenci rutynowo eksponowani na‘zwierzgta lub produkty z surowic
zwierzgeych moga wykazywaé sktonnos¢ do takich interferencji i w
razie obecno$ci przeciwciat. heterofilnych wystegpowaé moga u nich
nieprawidtowe wyniki testow. Wyniki oznaczen probek od pacjentow z
takimi przeciwcialami nalezy interpretowac z ostroznoscia.

Jezeli wyniki ni€.sa zgodne z obserwacjami klinicznymi, przed
postawieniem /rozpoznania powinny by¢ uzyskane dodatkowe
informacje.

XV. WEWNETRZNA KONTROLA JAKOSCI

- Jezeli wyniki uzyskane dla kontroli 1 i/lub 2 nie znajduja si¢ w zakresie
okreslonym 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 by¢ zamrozone w matych
objetosciach.

- Dopuszczalne kryteria dotyczace rdznicy pomigdzy wynikami oznaczen
podwajnych probek powinny by¢ zgodne z zasadami prawidtowej pracy w
laboratorium.

XVI. ZAKRESY REFERENCYJNE

Wartoséci te sa podane jedynie dla orientacji; kazde laboratorium powinno
opracowac swoje wlasne zakresy wartosci prawidtowych.

Zdrowi osobnicy

MEZCZY ZNT (ng/ml) KOBIETY (ng/ml)
Grupa wiekowa

Srednia Zakres N Srednia Zakres N

6 lat 3771 2825-5178 9 3877 3400-4554 6
7 lat 3718 2846-4462 20 3958 3102-4812 23
8 lat 3852 3195-4978 38 3963 3156-4839 20
9 lat 3833 3018-4837 29 4008 3334-4544 22
10 lat 3865 2935-4524 28 4095 3257-5158 32

11 lat 3991 3152-4635 28 4109 3144-5031 30
12 lat 4203 3423-5153 28 4481 3643-4987 21
13 lat 4488 2936-5586 34 4668 3771-5249 38
14 lat 4381 3349-5220 39 4382 3585-5157 54
15 lat 4212 3266-5262 31 4346 3551-5175 57
16 lat 4343 3417-5662 45 4331 3475-5055 69

17 lat 4287 3305-5319 19 4316 3459-5424 39
18 lat 4604 3830-5583 17 4463 3518-5190 28

19 lat 4321 3647-4907 17 4501 3842-5149 18
20 lat 4224 3714-4871 12 4327 3686-4949 6
21-25 lat 4633 3228-6207 27 5111 3732-6254 25

26— 30 lat 4656 3081-5881 26 4326 3038-5266 24
31-40 lat 4392 3030-6101 47 4508 3609-5637 47
> 40 lat 4354 2589-5312 18 4327 3313-5247 20

Uwaga: zakres wykorzystuje percentyle 2,5 %1 97,5 %.




XVII. 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 materialow radioaktywnych powinno by¢ przeprowadzana w miejscach
do tego przeznaczonych, z dala od miejsc ogolnej uzytecznosci. W laboratorium
musi byé przechowywany rejestr przyje¢ i przechowywania materialow
radioaktywnych. Wyposazenie laboratorium oraz szklo, ktére moze by¢ skazone
substancjami radioaktywnymi powinno by¢ oddzielone w celu uniknigcia
krzyzowego zanieczyszczenia roznych radioizotopow.

Wszelkie plamy 2z substancji radioaktywnych musza by¢ natychmiast
oczyszczone  zgodnie z  procedurami  dotyczacymi  bezpieczenstwa
radiologicznego. Odpady radioaktywne musza by¢ usuwane zgodnie
z miejscowymi przepisami i ogdlnie przyjetymi wytycznymi obowigzujacymi
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,
7e 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¢é 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, skladniki zawierajace substancje pochodzenia zwierzgcego
powinny by¢ traktowane jako potencjalnie zakazne.

Unika¢ kontaktu skory z odczynnikami (zawieraja azydek sodowy jako $rodek
konserwujacy). Azydek znajdujacy si¢ w zestawie moze reagowac z miedzia
iolowiem w ukladzie kanalizacyjnym tworzac zwiazki o wlasciwosciach
wybuchowych. W czasie plukania odprowadzany ptyn nalezy ptukaé¢ duzymi
objetosciami wody, aby zapobiec kumulacji azydkow.

Nie wolno pali¢, spozywaé napojéw ani pokarmow, badz uzywaé kosmetykow
w miejscu pracy. Nie pipetowac ustami. Zaklada¢ ubranie ochronne i regkawiczki
jednorazowe.
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XIX. PODSUMOWANIE PROTOKOLU
CALKO- KALIBRATORY PROBKA(I)
WITA KONTROLE ul
LICZBA nl
ZLICZEN
ul
ROZCIENCZANE
PROBKI o ) R R 1000
Bufor do rozcienczania 10
Probka ) )
Wiytrzasanie Vortex
INKUBACJA
Kalibratory (0 - 5), kontrole - 100 -
Rozcienczone probki - - 100
Znacznik izotopowy 50 50 50




Inkubacja

120 minut w temperaturze pokojowej, wytrzasajac

przy 400 rpm.
Rozdzielenie - aspiracja (lub odlewanie)
Roztwor ptuczacy 2 ml
Rozdzielenie aspiracja (lub odlewanie)
Roztwor ptuczacy 2 ml
Rozdzielenie aspiracja (lub odlewanie)
Zliczanie Zliczanie probowek przez 60 sekund

Nr katalogowy DIAsource:
KIP1171

Numer P.I:
1700466/pl

Nr aktualizacji:
110218/1

Data wydania : 2011-02-18




Hasznalat el6tt olvassa el a teljes hasznalati utasitast.

IGFBP-3-IRMA

|. VIZSGALAT CELJA

Immunradiometrias vizsgalat inzulin-szerii névekedési faktor-kotéfehérje-3 (IGFBP-3) 'in’ vitro mennyiségi
meghatarozasara vérsavoban.

I1. ALTALANOS INFORMACIOK
Bejegyzett név : DIAsource IGFBP-3-IRMA Reagenskészlet
Katalégusszam : KIP1171: 96 vizsgalat

Gyarté : DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue du Bosquet, 2, B-1348 Louvain-la-Neuve; Belgium.

Gyakorlati jellegii vagy rendeléssel kapcsolatos kérdésekkel hivja a kovetkezo szamot :
Tel : +32 (0)10 84.99.11 Fax : +32 (0)10 84.99.90

1. KLINIKAI HATTER

Az inzulin-szerii novekedési faktor (IGF) .a normalis testnovekedés és regeneracio elsddleges szabalyozdja. Hatassal van a sejtek
érzékenységet, és hossza tavon a glitkkoz-anyageserét is. Ezen kiviil szimos jarvanytigyi, kisérleti és klinikai adat mutat arra, hogy az IGF-
rendszer szerepet jatszik tobb gyakori raktipus kialakuldsiban, illetve olyan, gyakran eléfordulé megbetegedések esetében, mint az
atherosclerosis, és a 2-es tipusu diabetes mellitus.

Az IGF-rendszert egymassal kozeli, rokonsagban allé peptidek alkotjak. Kozéjiik tartozik a két novekedést serkentd peptid: az IGF-I és az
IGF-II, valamint 6 specifikus, nagy affinitisi IGF-kot6 fehérje (IGFB 1-6), tovabba egy nagy, nem IGF-kot6 glikoprotein, a ,,savérzékeny
alegység” (ALS).

Az IGFBP-3 a legnagyobb mennyiségben el6forduld IGF-k6t6 fehérje, egészséges személyekben a keringésben talalhato IGF-
kotokapacitasnak<akar 75%-at is kiteheti. Az IGFBP-3 mitkodése az IGFBP-5-éhez hasonlit, mivel mindkét peptid nagy molekulastalyu
(~150 kD) harmas komplexeket képez az ALS-sel, és az IGF-I-gyel vagy az IGF-II-vel. Az IGFBP-5 koncentracidja azonban joval
alacsonyabb, mint az IGFBP-3-¢, és egy egészséges szervezetben az IGFBP-3-nak a 90%-a, mig az IGFBP-5-nek csak 50%-a talalhato
harmas komplexek formajaban.

Eleinte ugy vélték, hogy az IGFBP-k IGF-szallit6 proteinekként mitkddnek, stabilizaljak a vérplazma IGF-szintjét, és szabalyozzak az IGF
kijutasat a keringésbdl az extravaszkularis térbe. Azt feltételezték tovabba, hogy az IGFBP-vel komplexben talalhato IGF bioldgiailag
tobbé-kevésbé inaktiv, mivel ebben a formaban képtelen kotédni az IGF-I receptorhoz.. Nem sokkal késébb azonban kideriilt, hogy egyes
kisérletek soran az IGF-k6téfehérjék nem gatoltak, hanem stimulaltak az IGF-I altal kozvetitett hatasokat, és ez alapjan ma mar az IGF-
ko6td fehérjéket az IGF-I biologiai aktivitisanak modulatoraiként tartjak nyilvan. Ezen kiviil az IGFBP-k tobbsége, kiilondsen az IGFBP-3
az IGF-I-t6l és az IGF-I receptortol fliggetlen hatasokat is kifejtenek, feltehetGen specifikus sejtfelszini és intracellularis receptorokkal
Iépnek kolcsonhatasba. Az IGFBP-3-r6l példaul jelenleg ugy tartjak, hogy fontos rakellenes molekula, mivel Ggy tlinik, a rakok tobb
gyakori formdja ellen is védelmet nyujt. Feltételezik azt is, hogy az IGFBP-3 zsirsejt-tenyészetekben hatdssal van az inzulin-
szignalizaciora.

A harmas komplexek forgalma igen lassi, és a vérplazma IGFBP-3 koncentracidja a nap folyaman nem valtozik, mivel rovidtava
taplalkozasi hatisok nem befolyasoljak. [gy az IGFBP-3 szintje egyetlen méréssel megallapithaté. Mind az IGFBP-3, mind az IGF-I, mind
pedig az ALS f6 szabalyozdja a novekedési hormon (GH), ezért mindharom peptid koncentracidja a pubertas idején megemelkedik, majd
az évek soran fokozatosan csokken. Gyermekekben az IGFBP-3 koncentracidja Osszefiiggést mutat a megel6z0 24 ora integralt GH
elvalasztasaval, ezért az IGFBP-3 szintjének meghatarozasa kiilondsen hasznos lehet gyermekek esetében a GH-hiany diagnozisanak
felallitasaban.
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V.

A DIAsource IGFBP-3-IRMA egy

A MODSZER ELVE

immunradiometrias vizsgalat, amely

ellenanyaggal boritott csoveket alkalmaz. A miianyag cs6 belso felszinének also
részét elfogo ellenanyag, a Mabl boritja. A csovekbe mért kalibratorok és mintak
eleinte alacsony affinitast mutatnak a Mabl irant. Az immunolégiai reakcidt a
1]_dal jelslt jelado ellenanyag, a Mab2 hozzdadésa inditja be. A mosés utén a
csovek falara kotodott radioaktivitds mértékébol lehet kovetkeztetni az antigén
koncentraciojara.

V. A REAGENSKESZLET TARTALMA
Reagens Mennyiség Szin Higitas
Monoklonalis anti- 2x48 elefant- | Hasznalatra kész.
H IGFBP-3 ellenanyaggal csontszin
boritott csdvek
1 ampulla piros Hasznalatra kész.
700 kBq
Anti-IGFBP-3-'"*I (monoklonalis
ellenanyag) trisz-maleat
pufferben, bovin szérummal,
aziddal (<0.1%) és inert piros
festékkel
5 ampulla sarga Adjon hozza 1 ml
CcaL liofilizalt desztillalt vizet
Kalibrator  1-5, Tris-HCI
pufferben bovin szérum
albuminnal és thymollal. A
pontos koncentracioértékeket
lasd az ampullak cimkéin.
Elore higitva.
DIL 1 ampulla Z61d Hasznélatra kész.
100 ml
Higité puffer: Tris-HCI puffer,
bovin albuminnal ¢és aziddal
(<0.1%)
1 ampulla barna Higitsa 70x desztillalt
‘ WASH ‘ SOLN ‘ CONC ‘ 10 ml vizzel (hasznéljon
magneses keverot)
Mosooldat (TRIS-HCI)
| CONTROL | N | 2'am]A>ulvla eziist Adjop I}ozz_é 1 ml
liofilizalt desztillalt vizet
Kontrollok - N = 1 vagy 2, Tris-
HCI pufferben Emberi
vérsavoban, thymollal
Elore higitva.

Megjegyzés: nulla kalibratorként hasznalja a higito puffert.

VI.

A FELHASZNALO ALTAL BIZTOSITOTT ESZKOZOK

A kovetkezd eszkozoket a készlet nem tartalmazza, de sziikségesek a vizsgalat

N —
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VII.

cFr

elvégzéséhez:

Desztillalt viz

10 pl, 50 pl, 100 pl and 1 ml bemérésére alkalmas pipettak. (ajanlott
pontos pipettak és eldobhaté miianyag pipettahegyek hasznalata)
Milanyag csovek a mintak higitdsahoz

Vortex

Csovek razasara alkalmas razogép (400 rpm)

Magneses keverd

5 ml automata fecskendd (Cornwall) a mosashoz

Vizlégszivattyu (valaszthato).

Béarmely, '°1 mérésére képes gamma-sugarzasmérd (minimélis hozam
70%).

REAGENSEK ELOKESZITESE

Kalibratorok : Oldja be a kalibratorokat 1,0 ml desztillalt vizben.
Kontrollok : Oldja be a kontrollokat 1,0 ml desztillalt vizben.

Higitott moséoldat: Készitsen megfeleld mennyiségli higitott
mosooldatot ugy, hogy 69 rész desztillalt vizhez 1 rész mosdoldatot kever
(70x). Homogenizalja magneses keverd segitségével. A napi vizsgalatok
végeztével ontse ki a megmaradt higitott mosdoldatot.

VIII.
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XI.
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A REAGENSEK TAROLASA ES ELTARTHATOSAGA

Felnyitas és feloldas nélkiil a reagensek 2-8°C-on tarolva a cimkén
feltlintetett idopontig eltarthatok.

A kalibratorok és a kontrollok rendkiviil bomlékonyak, ezért beoldas utan
azonnal hasznalja fel Oket, illetve ossza fel 6ket egyenlé mennyiségekre,
és —20°C-on fagyasztva tarolja Oket legfeljebb 3 honapig. Keriilje a
mintak tobbszori lefagyasztasat és felolvasztasat.

A frissen késziilt higitott mosooldatot még aznap fel kell hasznalni.
Amennyiben a tracert az eredeti, jol lezart ampullaban 2-8°C-on tarolja,
akkor a cimkén feltiintetett id6pontig eltarthato.

A reagensek fizikai tulajdonsagainak megvaltozasa valosziniileg azt jelzi,
hogy megromlottak.

MINTAVETEL ES ELOKESZITES

A savomintakat 2-8°C-on kell tarolni.

Amennyiben nem végzi el a vizsgalatot 24 6ran beliil, ajanlott a mintakat
-20°C-on szétosztva tarolni.

Keriilje a mintak tobbszori lefagyasztasat és felolvasztasat.

ELJARAS

Tudnivalok

Ne hasznalja a reagenseket a lejarati‘idejiikon tal. Ne keverjen Ossze eltérd
gyartasi szamu reagenskészletekbol szarmazo anyagokat. Hasznalat eldtt
varja meg, amig a reagensek-szobahdmérsékletre melegednek.

Ovatos mozgatassal (_vagy keveréssel alaposan homogenizilja a
reagenseket. Minden-~reagens és minta beméréséhez hasznaljon tiszta
eldobhato pipettahegyet, hogy elkeriilje az anyagok beszennyezdését.
Nagypontossagi, pipettak, vagy automata pipettazé késziilék hasznalata
javitja a vizsgalat pontossagat. Tartsa be a megadott inkubacios idoket.
Minden wizsgalathoz készitsen 0j kalibracios gorbét, ne hasznalja korabbi
mérések adatait.

A vizsgalat menete

Feliratozzon minden minta szamara egy-egy egyszer(i miianyag csovet.
Pipettazzon 1 ml higitd puffert minden csdbe.

Mérjen 10 pl-t a mintakbol a megfeleld csovekbe.

Feliratozzon 2-2 csovet a kalibratorok, a mintak és a kontrollok szamara.
A teljes radioaktivitas méréséhez hasznaljon 2 reagens nélkiili csovet
Kissé vortexelje meg a kalibratorokat, kontrollokat és az elére meghigitott
mintakat, majd mérjen 100 pl-t mindegyikb6l a megfelelé csovekbe.
(nulla kalibratorként hasznalja a higitoé puffert)

Mérjen 50 pl tracert minden cs6be (a totalokba is).

Inkubalja a csoveket 120 percig szobahémérsékleten razatas mellett (400
rpm). ..

Szivja le (vagy Ontse le) a csovek tartalmat (kivéve a totalok). Ugyeljen,
hogy a vizlégszivattyl milanyag hegye leérjen a csovek aljaig, és igy az
Osszes folyadékot eltavolitsa.

Mossa a csoveket 2 ml higitott mosodoldattal (kivéve a totalokat), majd
tavolitsa el a folyadékot. Vigydzzon, hogy a mosooldat beméréskor ne
habosodjon.

Ismét mossa a csoveket 2 ml mosdoldattal (kivéve a totalokat), majd
szivja (vagy ontse) le a folyadékot.

Hagyja allni a csoveket 2 percig, majd tavolitsa el a megmaradt
folyadékcseppet.

Mérje a radioaktivitast gamma-sugarzasmérével 60 masodpercig.

EREDMENYEK KISZAMITASA

Szamolja ki a parhuzamos mérések atlagat.

Féllogaritmikus ~ vagy linearis  millimérterpapiron  dbrazolja a
kalibratorokra kapott cpm értékeket (ordinata) a hozzajuk tartozo IGFBP-
3-koncentraciok (abszcissza) fliggvényében. Rajzolja fel a kalibracids
gorbét a kalibracios pontok segitségével, hagyja figyelmen kiviil a
nyilvanvaloan kiesé értékeket.

Interpolacidval olvassa le a kalibracios gorbérdl a kontrollok és a mintak
IGFBP-3-koncentracio értékeit.

Az adatok szamitogépes értékelése egyszerlibb. Ha automatikus az
adatfeldolgozast valasztja, a 4-paraméteres logisztikus gorbeillesztési
eljaras javasolt.



XII.

JELLEMZO MERES EREDMENYEK

A kovetkezé adatok csak példaként szolgalnak, soha ne hasznalja 6ket a valds
idejii kalibracio helyett.

IGFBP-3-IRMA cpm B/T

(%)

Teljes radioaktivitas 298318 100
Kalibrator 0 ng/ml 17 0,01
380 ng/ml 1494 0,50
1057 ng/ml 5608 1,88
2520 ng/ml 17131 5,74
5589 ng/ml 54713 18,34
13395 ng/ml 185344 62,13

A kalibratorokat a 93/560 koddal ellatott NIBSC/WHO rekombinans IGFBP-3
referencia reagenshez standardizaltak.

XI1I. A VIZSGALAT JELLEMZO| ES KORLATAI

A. A Kkimutathat6sag alsé hatara
Tizenkét nulla kalibratort vizsgaltak meg a tobbi kalibratorral egyiitt. A
kimutathatosag also hatara 17,3 ng/ml-nek bizonyult, ami a 0 kalibratorok
cpm értékeinek atlagabol szamolhato ki a standard deviacio kétszeresének
hozzaadasaval.
B. Specificitas
Néhany, a reakciot potencialisan zavard hormon hatasat vizsgaltdk meg.
10 pg/ml koncentracidig a kovetkez6 hormonok egyike sem mutatott
jelentés mértékii zavard hatast:
- rhIGF-BP1
- rhIGF-BP2
- rhIGF-BP4
- rhIGF-BP5
- rhIGF-BP6
- rhIGF-1
- rhIGF-II
C. Reprodukalhatésag
VIZSGALATON BELULI VIZSGALATOK KOZOTTI
Savé N <X>+ SD CvV Savé N <X>+ SD Cv
(ng/ml) % (ng/ml) %
20 543 £22 4,0 A 10 1056 + 34 32
20 2637+ 71 2,7 B 10 4539 + 255 5,6

SD : Standard deviacio; CV: varidcios koefficiens

Az utolsé kalibrator és a mintak bemérése kozott eltelt idé

Ahogy ezt az alabbi adatok is mutatjak, a vizsgalat eredményeit nem
befolyasolja, ha egy minta bemérése akar 30 perccel az utolséd kalibrator
utan torténik.

ELTELT IDO

0 10' 20' 30'

1207
4671

1204
4986

1263
4899

1274
5054

S 1 (ng/ml)
S 2 (ng/ml)

XIV.

XV.

XVI.

KORLATOZASOK

Az olyan betegektdl szarmazoé mintak, akik — a diagndzis vagy a terapia
miatt — egér monoklonalis antitestekbdl késziilt készitményeket kaptak,
human antiegér antitesteket (HAMA) tartalmazhatnak. Az ilyen mintak
— ha azokat egér monoklonalis antitesteket alkalmazo vizsgalati kitekkel
tesztelik — vagy hamisan magas, vagy hamisan alacsony értékeket
mutathatnak.

A human szérumban jelen 1év6 heterophil antitestek reakcioba 1éphetnek
a reagens immunglobulinjeivel, vagyis megzavarhatjdk az in vitro
immunvizsgalatokat.

A rutinszerlien az allatok, willetve allati szérumbol késziilt termékek
hatasanak kitett betegek hajlamosak lehetnek az ilyen jellegii
interferenciara, egyszersmind akar anomalias értékek is megfigyelhetdk
heterophil antitestek ~jelenlétében. Koriiltekintéen kell kiértékelni
azoknak a betegeknek az eredményét, akiknél gyanithato, hogy ilyen
antitestiik van:

Ha az <eredmények nem Osszeegyeztethetok a tobbi klinikai
megfigyeléssel, a diagnozis felallitisa el6tt tovabbi adatokra van
sziikség.

BELSO MINOSEGELLENORZES

Ha a kontroll 1-re és 2-re kapott eredmények kiviil esnek az ampullak
cimkéin feltiintetett tartomanyon, a vizsgalat eredményei nem
felhasznalhatok, kivéve, ha ismert az eltérés pontos oka.

Igény esetén barmely laboratorium készithet egy sajat, kontrollként
szolgald savopoolt, amit azutan szétosztva, lefagyasztva kell tarolni.

A parhuzamos vizsgalatok eredményei kozotti eltérés elfogadhatd
mértékét a GLP (Good Laboratory Practises) alapjan kell meghatarozni.

REFERENCIA-TARTOMANY

Ezek az értékek tajékoztato jellegiick, minden laboratériumnak maganak kell
megallapitania a sajat normal értékeit.

Normal esetek:

D. Pontossag Férfiak (ng/ml) Nok (ng/ml)
Korcsoport
VISSZANYERESI VIZSGALAT Atlag Tartomany | N [ Atlag Tartomany | N
Hozzaadott IGFBP-3 Visszanyert IGFBP-3 Visszanyerés 6 éves 3771 2825-5178 9 3877 3400-4554 6
(ng/ml) (ng/ml) 7 éves 3718 2846-4462 20 3958 3102-4812 23
(%) 8 éves 3852 3195-4978 38 3963 3156-4839 20
9 éves 3833 3018-4837 29 4008 3334-4544 22
2000 2004 104.7 10éves | 3865 | 29354524 | 28 || 4095 | 3257-5158 | 32
1000 1123 1123 éves || 3991 3152-4635 | 28 || 4109 3144-5031 | 30
500 491 982 12¢éves || 4203 3423-5153 | 28 || 4481 3643-4987 | 21
250 273 109.3 13¢éves || 4488 | 2936-5586 | 34 || 4668 | 3771-5249 | 38
125 139 11,0 14éves || 4381 3349-5220 | 39 | 4382 3585-5157 | 54
15 éves 4212 3266-5262 31 4346 3551-5175 57
16 éves 4343 3417-5662 45 4331 3475-5055 69
P ; 17 éves 4287 3305-5319 19 4316 3459-5424 39
HIGITASI VIZSGALAT 18¢éves || 4604 | 3830-5583 | 17 || 4463 | 3518-5190 | 28
19 éves 4321 3647-4907 17 4501 3842-5149 18
Minta Higitas Elméleti Mért 20éves || 4224 3714-4871 | 12 || 4327 3686-4949 [ 6
koncentracié koncentricié 21— 25 éves 4633 3228-6207 27 5111 3732-6254 25
(ng/ml) (ng/ml) 26— 30 éves 4656 3081-5881 26 4326 3038-5266 24
31— 40 éves 4392 3030-6101 47 4508 3609-5637 47
A 11 ; 3004.8 >40¢éves || 4354 2580-5312 | 18 4327 3313-5247 | 20
:Z 132%‘2‘ ]756254:)6 Megjegyzés:: Az referenciatartomany a 2,5%-o0s és a 97,5%-os percentilis
1/8 375’6 375’8 értékek kozé esik.
1/16 187,8 175,3

A mintak higitasa a higito pufferrel tortént.




XVII. MUNKAVEDELEM

Biztonsagi eldirasok

Csak in vitro diagnosztikai felhasznalasra.

A kit rontgen (28 keV) és gamma (35,5 keV) sugarzo '*°I izotopot (felezési id6:
60 nap) tartalmaz.

A reagenskészletben talalhato radioaktiv anyagot csak arra jogosult személyek
vehetik at és hasznalhatjak fel. Radioaktiv termékek beszerzésére, tarolasara,
hasznalatara, és cseréjére az adott orszag torvényei érvényesek. A reagensek
alkalmazasa embereken és allatokon is minden koriilmények kozott tilos.

Minden, radioaktiv reagenssel végzett miiveletet egy arra kijelolt, elkiilonitett
helyen kell elvégezni. A laboratoriumba érkezett radioaktiv anyagok atvételérél
és tarolasarol vezetett jegyzOkonyvet a laboratorium teriiletén kell tartani. Azokat
a laboratoriumi eszkozoket és uvegedényeket, amelyek radioaktiv anyaggal
szennyezOdhettek, kiilonitse el, hogy elkeriilje a kiilonbozé radioizotopokkal
torténd keresztszennyezOdést.

Amennyiben barmilyen radioaktiv anyag kiomlik, azonnal takaritsa fel az erre
vonatkozo eldirasoknak megfeleld modon. A keletkezd radioaktiv hulladékot a
helyi szabalyoknak ¢és az illetékes hatdsagok erre vonatkozd utmutatdsanak
megfelelen kell kidobni. Ha betartja a radioaktiv anyagok kezelésére vonatkozo
alapvetd szabalyokat, megfelel6en védett lesz a sugarfert6zéstol.

A készlet emberi vérbdl késziilt reagenseit eurdpai szabvanyok szerinti és/vagy
az FDA altal mindsitett modszerrel HBsAg-tol, valamint anti-HCV, és anti-HIV-
1 és 2 ellenanyagoktol mentesnek talaltak. Azonban egyetlen ma ismert modszer
alapjan sem allithaté biztosan, hogy az emberi vérbol késziilt anyagok nem
okozhatnak hepatitist, AIDS-et vagy mas fert6z6 betegséget. Ezért minden ilyen
reagenst és minden savo-, illetve plazmamintat a fert6z6 anyagokra vonatkozo
helyi biztonsagi eldirasoknak megfeleléen kell kezelni.

Minden allati eredetii reagens és termék egészséges allatokbol szarmazik. A
szarvasmarha eredet(i reagensek olyan orszagokbol szarmaznak, ahonnan eddig
nem jelentettek BSE esetet. Ennek ellenére minden allati eredetli anyagot
tartalmazd reagenst potencialisan fert6zésveszélyesként kell kezelni.

Vigyazzon, hogy a reagensek bérre ne keriiljenek (tartositoszer: natrium-azid). A
reagensekben talalhaté natrium-azid robbanasveszélyes fém-azidokat képezhet
olom és réz csGvezetékek anyagaval. A csovek mosasakor nagy mennyiségii
vizzel egyiitt Ontse ki ezeket az anyagokat, hogy megelézze az azid
felgytilemlését.

Ne dohanyozzon, ne fogyasszon ételt vagy italt, illetve ne hasznaljon
kozmetikumokat a laboratériumban. Ne pipettazzon szajjal. Munka kozben
viseljen laborkopenyt és egyszer hasznalatos kesztyiit.
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XIX. AZ ELJARAS OSSZEFOGLALASA
TELJES KALIBRATOROK MINTAK
RADIOAK- KONTROLLOK
TIVITAS ul ul
nl
MINTAK
HIGITASA
Higito6 puffer - - 1000
Minta - - 10
Razas Vortex
INKUBACIO
Kalibratorok (0-5),
kontrollok - 100 -
Higitott mintak, - - 100

biological




Tracer

50

50

50

Inkubacio

120 perc szobahémérsékleten razatassal (400 rpm)

Elvalasztas
Higitott moséoldat

Leszivas (vagy leontés)

2 ml

Elvalasztas Leszivas (vagy leontés)
Higitott mosooldat 2 ml
Elvalasztas Leszivas (vagy leontés)
Mérés Radioaktivitas mérése 60 masodpercig
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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 selution
PEG

Polyethylene glycol

Extraction solution

Elution solution

Bond Elut Silica cartridges

Pre-treatment solution

NEUTR | SOLN Neutralization solution
TRACEUR | BUF Tracer buffer
Microtiterplate

Ab | HRP HRP Conjugate

Ag~|\, HRP HRP Conjugate

A | m 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 dereconstitution

PEG

Glycol Polyéthyléne

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

o L e

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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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
Ag | _mre HRP Konjugat
Ab HRP CONC

HRP Konjugat Konzentrat

Ag HRP 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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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

o L e

HRP Conjugado

Ag | _mre 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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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

Ab | SHRP HRP Coniugato
Az \| ARP 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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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 PuBpiotiko dtddovpa apainong
ANTISERUM Avtiopog
IMMUNOADSORBENT AvoG0TPOGPOPNTUKO

DIL CAL

Aparotikd fobiovormtadv

REC | SOLN Addopo avecveTIoN G
PE ToAvaBvAevoyAvkoin

EXTR | SOLN Addopa exyorong

El SOLN Awidopa 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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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 Inm]unoadsol‘bent

DIL | CAL Rozcienczalnik Kalibratora

Roztwor de-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

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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Hasznalt szimbélumok

Olvassa el a hasznalati itmutatot

Tarolasi hdmérséklet

Lejérati id6

Gyartasi kod

Katalogus szam

0
QESW*E
5 1

A

2

r

Kontrol

=]

In vitro diagnosztikai eszkdz

Gyarté

i A=

Tartalma <n> teszt elvégzésére elegendd

WASH | SOLN | CONC

Moso folyadék koncentratum

]

Zero kalibrator

<]
g
z

Kalibrator #

CONTROL

Kontrol #

Ag 1251

Nyomjelz izotop

Ab 1251

01

Nyomjelz izotop

Ag | 1251 | CONC Nyomjelz6 izotop koncentratum

Ab | 1251 | CONC Nyomjelz6 izotop koncentratum
lij Csovek

INC | BUF Inkubalé puffer

ACETONITRILE Acetonitril

SERUM Szérum

DIL | SPE Mintahigito

DIL | BUF Higito puffer

ANTISERUM Antiszérum

IMMUNOADSORBENT Inm]unadszol‘bens

DIL | CAL Kalibrator higito

RE( SOLN

Mintaelkészité.oldat

PE(

Polietilén glikol

EXTR SOLN

Extrakcios oldat

El SOLN

Elualo oldat

Bond Elut Silica szilikagél patronok

T

P SOLN Eldkezeld oldat
NEUTR | SOLN Semlegesit oldat
TRACEUR Nyomyjelz6 izotdp higito puffer
Mikrotiter lemez
Ab | “HrP HRP konjugatum
Ag | _mre HRP konjugatum
Ab HRP CONC

HRP konjugatum koncentratum

Ag HRP CONC

HRP konjugatum koncentratum

CONJ | BUF Konjugatum puffer

CHROM | TMB | CONC Kromogén TMB koncentratum
CHROM | TMB Kromogén TMB oldat

SUB [ BUF Szubsztrat puffer

STOP | SOLN Stop oldat

INC | SER Inkubacios szérum
BUF Puffer

Ab AP AP konjugatum

suB | pNpp Szubsztrat PNPP

BIOT CONJ | CONC

Biotin konjugatum koncentratum

AVID HRP CONC

Avidin HRP koncentratum

Vizsgalati puffer

Biotin konjugatum

Specifikus ellenanyag

SAV | HI CONC Sztreptavidin HRP koncentratum
NSB Nem-specifikus kotodés
2nd Ab Masodlagos ellenanyag
| ACID | BUF |

Savas puffer
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