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Read entire protocol before use.

INTENDED USE

Radioimmunoassay for the in vitro quantitative measurement of human Insulin-like Growth Factor-1
(IGF-1) in serum.

GENERAL INFORMATION

Proprietary name: DIlAsource IGF-1-RIA-CT Kit
Catalog number : KIP1588: 96 tests
Manufactured by : DIAsource ImmunoAssays S.A.

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

For technical assistance or ordering information contact :
Tel : +32(0)1084.99.11 Fax : +32(0)10 84.99.91

CLINICAL BACKGROUND

Biological activities

Insulin-like growth factor 1 (IGF-1) or Somatomedin-C (SM-C) is abasic 70 amino acid single chain polypeptide (MW :
7649 Da) similar to proinsulin (50% sequence homology), and to the other well-characterized member of the
somatomedin family : IGF Il (67AA, 70 % sequence homology with IGF-1). IGF-1 is the most important factor, which
mediates the growth promating actions of growth hormone, a pituitary hormone with highly fluctuating blood levels due
to pulsatile release.  The blood concentration of IGF-1 is more stable due to the binding to carrier proteins. The
concentration of the predominant binding protein (MW 53000) as well as the production of IGF-1, are regulated by
growth hormone. IGF-1 is produced by the liver, and other tissues, and it has endocrine, paracrine and autocrine
activities. It stimulates growth and regulates differentiation of various tissues, displays insulin-like activities and
promotes cartilage growth. Although GH is the most important factor controlling IGF-1 secretion and concentration,
other factors are also determinant: the age (with a peak at adolescence), the sex, the nutritional status, and other hormones
(oestrogen, thyroxin, prolactin, ...). Specific trophic stimuli mainly control | GF-1 secretion in the local microenvironment
of a particular organ (paracrine activities), while blood |GF-1 concentration is the most important variable for balanced
systemic growth (endocrine activities).

Clinical applications

Growth retardation: Growth retardation may be due to several causes, among which deficient GH production
(hypopituitarism), which is associated with low IGF-1 blood levels. Because of the difficultiesto get interpretable results
from GH measurements (by dynamic multiple or stimulation tests), the determination of the stable IGF-1 concentration in
plasma is often considered as a Smple screening test to evaluation "GH impregnation” of the patient before deciding more
extensive investigations. In several clinical situations with impaired growth, low IGF-1 levels may be observed despite
normal or high GH production (i.e. malnutrition, chronic diseases states, some genetic dwarfs like Pygmies, ...).
Interestingly, children with discrete GH neuro-secretery dysfunction may display low IGF-1 values despite normal GH
levels by conventional testing. The results of IGF-1 assay must be interpreted cautioudy by considering the normal
variations of IGF-1 during childhood and adol escence (see Rosenfeld et al).
- Acromegaly: IGF-1 levels are elevated in acromegaly (excess production of GH) and may serve as an indicator of
disease severity. Results are more readily interpreted because the normal values are more easily defined in adults. IGF-1
measurements are al so useful to monitor treatment.
- Research: The IGF-1 RIA kit is an invaluable toal to study the modifications of this growth factor during physiologic
(i.e. pregnancy) or pathologic (i.e. diabetes) situations, and the local regulation of IGF-1 production in relation to its
paracrine and autocrine activities (wound healing, organ regeneration, neoplastic growth, foetal development, gonadal
regulation, etc).



V.

PRINCIPLES OF THE METHOD

In the present kit, DIAsource has introduced a pre-treatment step in order to

improve the clinical performance of the assay.

It is well established that the

binding proteinsinterfere with the radioimmunoassay for IGF-1.

A fixed amount of '®| labelled IGF-1 compete with the IGF-1 to be measured
present in the sample or in the calibrator for a fixed amount of antibody sites
immobilized on the wall of a polystyrene tube. After 2 hours incubation at room
temperature with shaking , an aspiration step terminates the competition reaction.
The tubes are then washed with 2 ml of washing solution and aspirated. A
calibration curve is plotted and the IGF-1 concentrations of the samples are
determined by dose interpolation from the calibration curve.

V. REAGENTS PROVIDED
Reagents 96 Test Kit | Colour Recongtitution
Code
Tubes coated with anti 2x48 green Ready for use
IGF-1
| | | | 1via red Dilute 101x with Tracer
Ag 1251 | CONC 04 ml Buffer (see section VII.
125 300 kBq C)
TRACER: “lodine |abelled | GF-
1 (HPLC grade) in phosphate
buffer with bovine dbumin and
azide (<0.1%)
| TRACER | BUF | lvid black Ready for use
25ml
Tracer Buffer in phosphate buffer
with bovine casein and azide
(<0.1%)
CAL n 1via yellow | Add 1 ml distilled water
lyophilised
Zero cdibrator in phosphate
buffer  with ovabumin and
gentamycin
Svids yellow | Add 1 ml dilution buffer
. lyophilised
Cdibraors-N =1t05
(see exact vaues on vid labels) in
phosphate buffer with ovabumin
and gentamycin
Calibratorsare prediluted
PRE | SOLN | 1via black Ready for use
5ml
Pre-treatment Solution containing
HCI 0.1N
DIL | BUF | 1via green Ready for use
- — - 50 ml
Dilution buffer contaning Tris-
HCI buffer with bovine casein
and azide (<0.1%)
1via brown Dilute 70 x with
‘ WASH ‘ SOLN ‘ CONC ‘ 10ml distilled water (use a
magnetic stirrer).
Wash solution (TRIS-HCI)
2vids silver Add 0.5 ml distilled
CONTROL | N lyophilised water
Controls-N =1or 2
in human serum with thymol

Note: 1. Usethedilution buffer for sample dilutions.

VI.

2. 1 ng of the calibrator preparation is equivalent to 1 ng of the NIBSC
1% IRR 87/518.

SUPPLIESNOT PROVIDED

The following material isrequired but not provided in thekit:

1.
2.

©oNOoO AW

Distilled water

Pipettes for deivery of: 50 ul, 100 ul, 200 pl, 500 pl, 1 ml and 3 ml (the
use of accurate pipettes with disposable plastic tips is recommended)

Plastic tubes for pre-treatment of samples

Vortex mixer

Magnetic stirrer

5 ml automatic syringe (Cornwall type) for washing

Aspiration system (optional)

Tube shaker (400 rpm)

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

VII.

VIII.
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REAGENT PREPARATION

Calibrators: Reconstitute the zero calibrator with 1.0 ml ditilled water
and other calibrators with 1.0 ml dilution buffer.
Controls: Recongtitute the controls with 0.5 ml distilled water.
Tracer solution : Prepare an adequate volume of Tracer solution by
adding 20 pl of Tracer to 2 ml of Tracer Buffer. Use a vortex to
homogenize.

Example Tracer dilution

Number of Tracer Tracer buffer Tracer solution
tubes [(T0)] (ml) volume (ml)
24 50 5.0 5.050
48 100 10.0 10.100
72 150 15.0 15.150
96 200 20.0 20.200

Extemporaneous dilution of the tracer isrequired

Wor king Wash solution: Prepare an adeguate volume of Working Wash
solution by adding 69 volumes of digtilled 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.

STORAGE AND EXPIRATION DATING OF REAGENTS

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

After reconstitution, calibrators and controls are stable for one week at 2 to
8°C. For longer storage periods, aliquots should be made and kept at -20°C
for maximum 3 months. Avoid successive freezing and thawing.

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 origina
well-closed vial at 2 to 8°C.

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

SPECIMEN COLLECTION AND PREPARATIONS

Serum samples must be kept at 2 to 8°C.
If the test is not run within 48 hrs, sorage 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 al the reagents to room
temperature prior to use.

Thoroughly mix all reagents and samples by gentle agitation or swirling.

In order to avoid cross-contamination, use a clean disposable pipette tip
for the addition of each reagent and sample.

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.

Pre-treatment step

Label one plastic tube for each sample and contral.
Dispense 50 pul of each sampleand control into the tube.
Add 50 pl of pre-treatment solution into thistube.
Vortex each tube during 5 seconds.

Incubate 30 minutes at room temperature.

Add 1 ml of the dilution buffer into the tube.

Vortex each tube.

Procedure
Label coated tubes in duplicate for each calibrator, control and sample. For
the determination of total counts, label 2 normal tubes.
Briefly vortex calibrators, controls and samples and dispense 100ul of each
into respective tubes.
Dispense 200 pl of Tracer solution into each tube, including the uncoated
tubes for total counts.
Shake the tube rack gently by hand to liberate any trapped air bubbles.
Incubate for 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 plagtic tip of the aspirator reaches the bottom of the coated tube in
order toremoveall theliquid.
Woash tubes with 2 ml Working Wash solution (except total counts) and
aspirate (or decant). Avoid foaming during the addition of the Working
Wash solution.
Let the tubes stand upright for two minutes and aspirate the remaining drop
of liquid.
Count tubes in a gamma counter for 60 seconds.



Xl.  CALCULATION OF RESULTS

1.  Caculatethe mean of duplicate determinations.
2. Calculate the bound radioactivity as a percentage of the binding determined
at the zero calibrator point (0) according to the following formula:

Counts (Calibrator or sample)

B/BO(%) =
6 Counts (Zero Calibrator)

3. Using a 3 cycle semi-logarithmic or logit-log graph paper, plot the
(B/BO(%)) values for each calibrator point as a function of the IGF-1
concentration of each calibrator point. Reject obviousoutliers.

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

5. By interpolation of the sample (B/BO (%)) values, determine the IGF-1
concentrations of the samples from the calibration curve.

6. For each assay, the percentage of total tracer bound in the absence of
unlabelled IGF-1 (BO/T) must be checked.

XIl.  TYPICAL DATA

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

D. Accur acy

DILUTION TEST

IGF-1 cpm B/Bo (%)
Total count 71038
Cdibraor 0.0 ng/ml 38117 100.0
33.0 ng/ml 35753 93.8
814 ng/ml 30816 80.8
228.8 ng/ml 19914 522
640.2 ng/ml 10525 27.6
1529.0 ng/ml 5331 14.0

XI11. PERFORMANCE AND LIMITATIONS

A. Detection limit
Twenty zero calibrators were assayed along with a set of other calibrators.
The detection limit, defined as the apparent concentration two standard
deviations bel ow the average counts at zero binding, was 3.4 ng/ml.

B. Specificity

The percentages of cross-reaction estimated by comparison of the concentration
yielding a50% inhibition are respectively:

Compound Cross-Reactivity
(%)
IGF-1 100.0
IGF-I1 0.7
Insuline ND
GH ND

Note: thistable showsthe cross-reactivity for the anti IGF-1.

C. Precision

INTRA-ASSAY PRECISION INTER-ASSAY PRECISION

Serum N <X>=*SD CcVv Serum N <X>+SD CcVv
(ng/ml) (%) (ng/ml) (%)
A 20 36.1+ 3.3 91 A 17 129.1+ 11.6 9.0
B 20 81.4+19 19 B 17 3625+ 14.9 41
C 20 | 402.8+6.8 17

SD: Standard Deviation; CV: Coefficient of variation

Sample Dilution Theoretical Measured
Concent. Concent.
(ng/ml) (ng/ml)
Serum A 71 - 818
12 409 418
V4 205 216
/8 102 110
116 51 54
1 - 501
Serum B 12 251 250
V4 125 130
/8 63 62
116 31 26
Samples were diluted with the dilution buffer.
RECOVERY TEST
Sample Added IGF-1 Recovered IGF-1 Recovered
(ng/ml) (ng/ml) %)
C1 17 18 108
c2 53 55 104
C3 160 164 103
Cc4 382 111 107
Conversion factor:
From ng/ml to nmol/L: x 0.1307
From nmol/L to ng/ml: X 7.649

XIV. INTERNAL QUALITY CONTROL

- If the results obtained for Control 1 and/or Control 2 are not within the
range specified on the vial labe, the results cannot be used unless a
satisfactory explanation for the discrepancy has been given.

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

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

XV. REFERENCE INTERVALS

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

Normal subjects
MALES (ng/ml) FEMALES (ng/ml)

Age Group
Mean Range N Mean Range N
0- 2years 102 73-184 14 98 59-143 3
3- Syears 124 103-189 7 159 84-447 9
6- 8years 177 115-249 9 276 79-432 10
9- 11 years 362 181-656 9 272 175-445 8
12 - 14 years 315 168-557 10 418 202-1101 19
15- 17 years 409 224-592 9 414 138-658 25
18 - 20 years 330 190-390 4 355 144-519 10
21 - 30 years 313 235-408 6 310 191-478 52
31- 40 years 225 154-270 10 279 180-437 53
41 - 50 years 222 160-318 15 233 123-406 39
51 - 60 years 195 144-286 26 217 122-327 36
> 60 years 171 94-245 23 186 91-320 27

Rem : ranges are based on min— max values.



XVI. PRECAUTIONS AND WARNINGS

Safety

For in vitro diagnostic use only.

Thiskit contains*®| (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 legidation 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 radioi sotopes.

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

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

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

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

Do not smoke, drink, eat or apply cosmeticsin the working area. Do not pipette
by mouth. Use protective clothing and disposable gloves.
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XVIII. SUMMARY OF THE PROTOCOL
TOTAL CALIBRATORS SAMPLE(S)
COUNTS CONTROLS
pl pl pl
PRE-TREATMENT
Samples, controls 50
Pre-treatment solution 50
Incubation Vortex 5 seconds and
incubate 30 minutes a room temperature
Dilution buffer - - 1000
Shaking Vortex
INCUBATION
Cdibrators (0 to 5) - 100 -
Pre-treated Samples, - - 100
controls
Tracer solution 200 200 200
Incubation 120 minutes a room temperature with shaking at 400 rpm
Separation Aspirate (or decant)
Working Wash 20ml
solution Aspirate (or decant)
Separation
Counting Count tubes for 60 seconds
DlAsource Catdogue Nr : P.I. Number : Revisionnr :
KIP1588 1700868/en 120823/1

Revision date : 2012-08-23
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|GF-1-RIA-CT

BUT DU DOSAGE

Trousse de dosage radio-immunol ogique pour la mesure quantitative in vitro du facteur de croissance
insuline-like (IGF-1) dansle sérum humain.

INFORMATIONS GENERALES
Nom du produit : DlAsource IGF-1-RIA-CT kit
Numéro de catalogue: KIP1588: 96 tests

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

Pour une assistance technique ou une information sur une commande :
Tel : +32(0)1084.99.11 Fax : +32(0)10 84.99.91

CONTEXTE CLINIQUE

Activités biologiques

Le facteur de croissance insuline-like (IGF-1) ou Somatomédine-C (SM-C) est un polypeptide basique de 70 acides
aminés dans une chaine unique (PM : 7649) similaire a la proinsuline (50% de homologie de séquence), et a I'autre
membre bien caractérisé de la famille somatomédine : I'|GF 1l (67AA, 70 % de homologie de séquence avec I'IGF-1).
L’'IGF-1 est le facteur le plus important, qui intervient dans les actions de promotion de croissance de I"’hormone de
croissance, une hormone pituitaire avec des taux dans le sang tres fluctuants dus a la sécrétion pulsatile. La concentration
d'IGF-1 dans le sang est plus stable en raison de sa liaison a des protéines porteuses. La concentration de la proténe
porteuse prédominante (PM 53000), ainsi que la production du IGF-1, sont régul ées par I hormone de croissance. L' IGF-1
est produit par le foie, et d’autres tissus, et a des activités endocrines, paracrines et autocrines. 11 stimule la croissance et
régule la différentiation de tissus divers, présente des activités insuline-like et stimule la croissance cartilagineuse. Bien
que la GH soit le facteur le plus important dans le contrdle de la sécrétion et la concentration d'IGF-1, il y a d autres
facteurs déterminants: I'age (avec un sommet a |'adolescence), le sexe, le statut nutritionnel, et d'autres hormones
(I osstrogéne, la thyroxine, la prolacting, ...). Des stimulations trophiques spécifiques contrdlent principalement la
sécrétion d'IGF-1 dans le microenvironnement d'un organe particulier (activités paracrines), tandis que la concentration
d'IGF-1 dansle sang et la variable la plus importante pour la croissance systémique balancée (activités endocrines).
Applications cliniques

Retard de croissance: Le retard de croissance peut ére |'effet de différentes causes, comme une production de GH
déficiente (hypopituitarisme), associée a des taux dans le sang d'|GF-1 bas. A cause de la difficulté d'obtenir des résultats
interprétables des mesures de GH (par des tests dynamiques multiples ou de stimulation), la déermination de la
concentration d'|FG-| stable dans le plasma n’est considérée souvent que comme un test de base pour |’ évaluation de
«|"impregnation GH » du patient avant de décider des recherches plus détaillées. Dans beaucoup de situations avec une
croissance retardée, destaux d' | FG-I bas peuvent étre observés malgré une production de GH normale ou élevée (a savoir
la malnutrition, des maladies chroniques, quelques nains génétiques comme les Pygmeées, ...). Chose intéressante : des
enfants avec une dysfonction GH neuro-sécrétoire discrete peuvent présenter des taux d’'IGF-1 bas, malgré des taux GH
normaux avec des tests conventionnels. Lesrésultats du test IGF-1 doivent étre interprétés prudemment en considérant les
variations d’'IFG-I normaux lors de I’ enfance et I’ adolescence (voir Rosenfeld et al).

- Acromégalie: les taux d'IGF-1 sont élevés au cours de I'acromégalie (production excessive de GH) et peuvent servir
comme un indicateur de la gravité de la maladie. Les résultats sont interprétés plus facilement parce que les taux normaux
sont plus faciles & définir dans des adultes. L es mesures d' | GF-1 sont aussi utiles a suivre le traitement.

Recherche: La trousse IGF-1 RIA est un insrument inestimable pour I'étude des modifications de ce facteur de
croissance dans des situati ons physiologi ques (a savoir la grossesse) ou pathol ogiques (a savoir le diabéte), et larégulation
locale de la production d'IGF-1 en relation avec ses activités paracrines et autocrines (guérison d’une blessure,
régénération organique, croissance néoplagtique, dével oppement fodal, régulation gonadal e, etc).



IV.  PRINCIPE DU DOSAGE

Dans la présente trousse, DIAsource a introduit une phase pré-traitement afin
d'améliorer les performances cliniques de la trousse. Il est prouvé que les
protéines d'adhésion ont une influence sur la trousse radio-immunol ogique pour
le dosage de la IGF-1. Une quantité fixe d'IGF-1 marquée a I'**®l est en
compéiition avec I''GF-1 & mesurer et présent dans I’ échantillon ou dans le
calibrateur pour une quantité fixe d anticorps immobilisés sur les parois du tube
en polystyréne. Aprés 2 heures d'incubation a température ambiante sous
agitation, le liquide est aspiré pour terminer la réaction de compétition. Les tubes
sont lavés avec 2 ml de Solution de Lavage et aspirés a nouveau. Une courbe de
calibration est réalisée et la concentration en IGF-1 des échantillons est
déterminée par interpolation de la dose sur la courbe de calibration.

V. REACTIFS FOURNIS

Réactifs 96 Tests Code Reconstitution
couleur
2x48 Vert Prét al’emploi
H Tubes recouverts avec
I"anti |GF-1
1 flacon Rouge | Diluer 101x avecle
| Ag | 1251 | CONC | 04 ml Tampon Traceur (voir
300 kBq section VII. C)
TRACEUR: IGF-1 marquée a
I'**odine (grade HPLC) dans un
tampon phosphate avec de I’ dbumine
bovine et de |’ azide de sodium
(<0,1%)
| TRACER | BUE | 1flacon noir Prét al’emploi
25ml
Tampon du traceur dans un tampon
phosphate avec de la caséine bovine
et de |'azide (<0.1%)
CAL n 1 flacon jaune Ajouter 1 ml d’eau
. — lyophilisés distillée
Cdlibrateur zéro dans un tampon
phosphate avec del’ ovabumine et de
lagentamycine
CAL 5 flacons Jaune Ajouter 1 ml de
. N lyophilisés Tampon de Dilution
Cdibrateurs|GF-1-N =1 a5 (cfr.
vaeurs exactes sur chaque flacon)
dans un tampon phosphate avec de
I’ovabumine et dela
gentamycine.Les cdibrateurs sont
pré-dilués.
| PRE | SOLN | 1 flacon noir Prét al’emploi
5ml
Solution de Pré-traitement contenant
HCI0,1N
1 flacon Vert Prét al’emploi
DIL BUF 50 ml
Tampon de Dilution: un tampon Tris-
HCI avec de la caséine bovine et de
| azide de sodium (<0,1%)
|WASH | SOLN | CONC | 1 flacon Brun Diluer 70 avec de
10ml I’eau distillée (utiliser
. un agitateur
Solution de lavage (TRIS-HCI) magnétique).
2flacons Gris Ajouter 0,5 ml d'eau
lyophilisés distillée
Contréles- N=1o0u 2
dans du sérum humain et thymol

Note: Utiliser le tampon de dilution pour la dilution des échantillons.
1 ng de la préparation du calibrateur est équivalent a 1 ng de NIBSC

1% IRR 87/518

VI. MATERIEL NON FOURNI

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

1. Eau ditillée

2. Pipettes pour distribuer: 50 ul, 100 pl, 200 pl, 500 pl, 1 ml e 3 ml
(I'utilisation de pipettes précises et de pointes jetables en plastique est
recommandée)

3. Destubes en plastique pour le pré-traitement des échantillons.

© NG A

VII.

VIII.
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Agitateur vortex

Agitateur magnétique

Seringue automatique de 5 ml (type Cornwall) pour leslavages

Systéme d'aspiration

Agitateur de tubes (400 rpm)

Tout compteur gamma capable de mesurer I'1251 peut ére utilisé
(rendement minimum 70%).

PREPARATION DES REACTIFS

Calibrateurs. Recongtituer le calibrateur zéro avec 1 ml d' eau distillée et
lescalibrateursN =1 a5avec 1 ml de Tampon de Dilution.
Controles: Recongtituer les controlesavec 0,5 ml d' eau ditillée.
Solution du traceur: Préparer un volume adéquat de solution de Traceur en
gjoutant 20 pl de Traceur a 2 ml de tampon du traceur. Utiliser un vortex
pour homogénéiser.

Exemple de dilution du traceur

Nombre de Traceur Tampon du Solution du
tubes (ul) traceur (ml) traceur volume
(ml)
24 50 50 5,050
48 100 10,0 10,100
72 150 15,0 15,150
96 200 20,0 20,200

Ladilution du traceur est requi se extemporanément.

Solution de Lavage : Préparer un volume adéquat de Solution de Lavage en
ajoutant 69 volumes d’ eau distillée & 1 volume de Solution de Lavage (70x).
Utiliser un agitateur magnétique pour homogénéiser. Eliminer la Solution de
Lavage non utilistealafin delajournée.

STOCKAGE ET DATE D'EXPIRATION DESREACTIFS

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

Apres reconstitution, les calibrateurs et les controles sont stables pendant 7
jours entre 2 e 8°C. Pour de plus longues périodes de stockage, des
aliquots devront ére realisés et ceux-ci seront gardés a —20°C pendant 3
mois. Eviter des cycles de congélation et décongéation successifs.

La Solution de Lavage préparée doit ére utiliséele jour méme.

Aprés la premiére utilisation, le traceur est stable jusgu'a la date
d expiration, s celui-ci est conservé entre 2 et 8°C dans|e flacon d' origine
correctement fermé.

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

Des atérations dans I'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.

S le test n'est pas réalisé dans les 48 heures, un stockage a -20°C est
recommandé.

Eviter des cycles de congélation et décongéation successifs.

MODE OPERATOIRE

Notes de manipulation

Ne pas utiliser la trousse ou ses composants apres avoir dépassé la date
d expiration. Ne pas mélanger du matériel provenant de trousses de lots
différents.  Mettre tous les réactifs a température ambiante avant
utilisation.

Mélanger a fond tous les réactifs et les échantillons sous agitation douce.
Pour éviter toute contamination croisée, utiliser une nouvelle pointe de
pipette pour |’ addition de chaque réactif et échantillon.

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

Phase de pré-traitement

Identifier un tube en plastique pour chaque échantillon et contrdle.
Distribuer 50 pul de chaque échantillon et contrdle dans le tube.
Ajouter 50 pul de Solution de Pré-traitement a ce tube.

Agiter au vortex chaque tube pendant 5 secondes.

Incuber 30 minutes a température ambiante.

Distribuer 1 ml du Tampon de Dilution dans chaque tube.

Agiter au vortex chaque tube.



C. Mode opératoire

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

2. Agiter au vortex briévement les calibrateurs, les échantillons et les
contrles. Puisdistribuer 100 ul de chacun d’ eux dans|eurs tubes
respectifs.

3. Distribuer 200 pl de solution du traceur dans chaque tube, y comprisles
tubes sans anticorps pour la détermination del’ activité totale.

4. Agiter gentiment |e portoir de tube pour libérer toute bulle d'air

emprisonnée.

5. Incuber 2 heures a température ambiante sous agitation (400 rpm).

6. Aspirer le contenu de chaque tube (a1’ exception des tubes utilisés pour la
détermination del’ activitétotale). Assurez-vous que la pointe utilisée
pour aspirer le liquide des tubes atteint le fond de chacun d’ eux pour
éliminer toute trace deliquide.

7. Laver lestubesavec 2 ml de Solution de Lavage (a |’ exception des tubes
utilisés pour la détermination de |’ activité total€) et aspirer. Eviter la
formation de mousse pendant I’ addition de la Solution de Lavage.

8. Laisser lestubes droits pendant 2 minutes et aspirer lereste de liquide.

9. Placer |estubes dans un compteur gamma pendant 60 secondes pour
quantifier laradioactivité.

XlI.  CALCUL DES RESULTATS

1. Calculer la moyenne de chaque détermination réalisée en double.
2. Calculer |a capacité de liaison de |’ essai comme un pourcentage de liaison

déterminé au point de calibration (0) en suivant la formule ci-dessous :

moyenne descpm (CAL ou échantillon)
moyenne des cpm (CAL 0)

B/BO(%) = x100

3. Utiliser un “3 cycle semi-logarithmic” ou un papier graphique “logit-log”,
porter en ordonnée les valeurs exprimées en pourcentage de liaison
(B/B0O(%)) de chaque point de calibration et en abscisse leur concentration
respective en IGF-1, écarter les valeurs aberrantes.

4. Des méthodes informatiques peuvent auss ére utilisées pour construire la
courbe de calibration. Si un systéme d' analyse de traitement informatique
des données est utilis?, il est recommandé d'utiliser la fonction «4
parameétres » du lissage de courbes.

5. L’interpolation des valeurs de chaque échantillon (B/B0(%)) déermine les
concentrations en IGF-1 a partir de la courbe de calibration.

6. Pour chaque essai, |e pourcentage total de traceur lié en absence de IGF-1
non marquée (BO/T) doit &tre vérifié.

XIl. DONNEESTYPES

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

D. Précision

INTRA-ESSAI INTER-ESSAI
Sérum N <X>+ 8D Ccv Sérum N <X>+SD Ccv
(ng/ml) (%) (ng/ml) (%)
A 20 36,1+ 33 91 A 17 129,1+ 11,6 9,0
B 20 814+19 19 B 17 3625+ 14,9 41
C 20 | 402,8+6,8 17

SD : Déviation Standard; CV: Coéfficient de variation

D. Exactitude
TEST DEDILUTION
Echantillon Dilution Concent. Théorique Concent. Mesurée
(ng/ml) (ng/ml)
Sérum A U1 - 818
12 409 418
v4 205 216
8 102 110
116 51 54
1 - 501
Sérum B 12 251 250
v4 125 130
8 63 62
116 31 26
L’ échantillon a éé dilué avec |e Tampon de Dilution.
TEST DE RECUPERATION
Echantillon IGF-1 ajouté IGF-1récupéré Recupération
(ng/ml) (ng/ml) (%)
C1 17 18 108
c2 53 55 104
C3 160 164 103
c4 382 111 107

Facteur de conversion:

Deng/ml a nmol/L:
De nmol/L ang/ml:

XIV.

x 0,1307
X 7,649

CONTROLE QUALITE INTERNE

- Si les résultats obtenus pour le(s) contrdle(s) 1 et/ou 2 ne sont pas dans

I"intervalle spécifié sur I’ &iquette du flacon, les résultats ne peuvent pas
étre utilisés & moins que I'on ait donné une explication satisfaisante de la
non-conformité.

Chague laboratoire est libre de faire ses propres stocks d' échantillons
controles, lesquel s doivent &re congel és aliquotés.

Les critéres d'acceptation pour les écarts des valeurs en duplicat des
échantillons doivent étre basés sur |es prati ques de laboratoire courantes.

IGF-1 cpm B/Bo (%)
Activitétotde 71038
Cdibrateur 0,0 ngml 38117 100,0
33,0 ng/ml 35753 93,8
8L4 ng/ml 30816 80,8
228,8 ng/ml 19914 52,2
640,2 ng/ml 10525 27,6
1529,0 ng/ml 5331 14,0
XIIl. PERFORMANCE ET LIMITESDU DOSAGE

A. Limite de détection

Vingt calibrateurs zéro ont éé testés en paralléle avec un assortiment d' autres
calibrateurs.

La limite de déection, définie comme la concentration apparente située 2
déviations standards en-dessous de la moyenne déterminée a la fixation zéro, était
de 3,4 ng/ml.

B.  Spécificité

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

Réactivité Croisée
(%)

Composé

XIV. VALEURSATTENDUES

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

Sujets normauix

IGF-1 100,0
IGF-11 0,7
Insuline ND
GH ND

MASCULIN (ng/ml) FEMININ (ng/ml)
Age

Moyen Portée N Moyen Portée N
0- 2ans 102 73-184 14 98 59-143 3
3- 5ans 124 103-189 7 159 84-447 9
6- 8ans 177 115-249 9 276 79-432 10
9-11ans 362 181-656 9 272 175-445 8
12- 14 ans 315 168-557 10 418 202-1101 19
15-17ans 409 224-592 9 414 138-658 25
18-20ans 330 190-390 4 355 144-519 10
21-30ans 313 235-408 6 310 191-478 52
31-40ans 225 154-270 10 279 180-437 53
41 - 50 ans 222 160-318 15 233 123-406 39
51- 60 ans 195 144-286 26 217 122-327 36
> 60 ans 171 94-245 23 186 91-320 27

Note: cettetable montrela réactivité croisée pour I’ anti-|GF-1

Remarque : |es portées sont basées sur les val eurs min — max.




XV. PRECAUTIONS ET AVERTISSEMENTS

Sécurité

Pour utilisation en diagnostic in vitro uniquement.

Cette trousse contient de I''®| (demi-vie 60 jours), une matiére radioactive
émettant desrayonnementsionisants X (28 keV) ety (35.5 keV).

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

Toutes les manipulations radioactives doivent é&re exécutées dans un secteur
désigné, doigné de tout passage. Un journal de réception e de stockage des
matieres radioactives doit étre tenu a jour dans le laboratoire. L'équipement de
laboratoire et la verrerie, qui pourrait &re 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 &é évalués par des
méthodes approuvées par I Europe et/ou la FDA et trouvés négatifs pour HBSAg,
I"anti-HCV, I'anti-HIV-1 et 2. Aucune méthode connue ne peut offrir I'assurance
compléte que des dérivés de sang humain ne transmettront pas d' hépatite, le sida
ou toute autre infection. Donc, le traitement des réactifs, du sérum ou des
échantillons de plasma devront ére conformes aux procédures local es de sécurité.
Tous les produits animaux et leurs dérivés ont éé collectés d'animaux sains. Les
composants bovins proviennent de pays ou I'ESB n'a pas é&é détectée.
Néanmoins, les composants contenant des substances animal es devront étre traités
comme potentiellement infectieux.

L'azide de sodium est nocif Sil est inhalé, avalé ou en contact avec la peau
(I'azide de sodium est utilis® comme agent conservateur). L'azide dans cette
trousse pouvant réagir avec le plomb et |e cuivre dans les canalisations et donner
des composés explosifs, il est nécessaire de nettoyer abondamment & I'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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XVIII.RESUME DU PROTOCOLE

ACTIVITE CALIBRA- ECHANTILLON(S)
TOTALE TEURS CONTROLES
(W) () ()
PRE-TRAITEMENT
Echantillons, contrdles - - 50
Solution de Pré- - - 50
traitement
Incubation Vortex durant 7 seconds et
Incuber 30 minutes a température ambiante
Tampon de dilution - - 1000
Agiter Vortex
INCUBATION
Cdibrateurs (0 &5) - 100 -
Echantillons pré-traités, - - 100
controles
Solution du traceur 200 200 200
Incubation 2 heures a température ambi ante sous agitation a 400 rpm
Séparation - Aspiration (ou décanter)
Solution de Lavage 20ml
Séparation Aspiration (ou décanter)
Comptage Temps de comptage des tubes : 60 secondes
(radi oactivité)

Numéro de catalogue DI Asource : Numérode P.I.: Numéro de révision :
KIP1588 1700868/fr 120823/1

Date derévision : 2012-08-23
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L ees het hele protocol voér gebruik.

|GF-1-RIA-CT

BEOOGD GEBRUIK

Radioimmunoassay voor de kwantitatieve bepaling in vitro van mensdijke Insuline-achtige
groeifactor-1 (IGF-1) in serum.

ALGEMENE INFORMATIE
Gedeponeerd handelsmerk:  DIAsource IGF-1-RIA-CT kit
Catalogusnummer : KIP1588: 96 testen.

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

Voor technische assistentie of voor bestelinfor matie
kunt u contact opnemen met :
Tel : +32(0)1084.99.11 Fax: +32 (0)10 84.99.91

KLINISCHE ACHTERGROND

Biologische activiteiten

Insuline-achtige groeifactor 1 (IGF-1) of Somatomedine-C (SM-C) is een basisch polypeptide van 70 aminozuren in een
enkele keten (MG : 7649 Da) gelijkaardig aan pro-insuline (50% sequentiehomologie), en aan het andere goed
gekarakteriseerde lid van de somatomedine-familie: IGF 1l (67AA, 70 % sequentiehomologie met IGF-1). IGF-1 is de
belangrijkste factor die de groeistimulerende acties van het groeihormoon bemiddelt, een hypofysehormoon met sterk
fluctuerende bloedniveaus te wijten aan de pulsatiele vrijgave. De bloedconcentratie van IGF-1 is stabidler door de
binding aan draagproteinen. De concentratie van het predominante bindingsproteine (MG 53000 Da) evenals de productie
van IGF-1, worden geregeld door groeihormoon. |GF-1 wordt geproduceerd door de lever, en andere weefsels, en heeft
endocriene, paracriene en autocriene activiteiten. Het stimuleert de groei en reget de differentiatie van verschillende
weefsdls, vertoont insulineachtige activiteiten en bevordert kraakbeengroei. Hoewel GH de belangrijkste factor isin de
controle van IGF-1 secretie en concentratie, zijn er ook andere determinerende factoren: de leeftijd (met een piek in de
adolescentie), de sekse, de voedingsstatus, en andere hormonen (oestrogeen, thyroxine, prolactine, ...). Specifieke
trofische stimuli controleren vooral IGF-1 secretie in de lokale micro-omgeving van een bepaald orgaan (paracriene
activiteiten), terwijl de IGF-1 concentratie in bloed de belangrijkste variabele is voor gebalanceerde systemische groei
(endocriene activiteiten).

Klinische toepassingen

Groeivertraging: Groeivertraging kan te wijten zijn aan verschillende oorzaken, waaronder deficiénte GH-productie
(hypopituitarisme), wat geassocieerd wordt met lage IGF-1 bloedspiegel. O.w.v. de moeilijkheden om interpreteerbare
resultaten te bekomen van GH bepalingen (door dynamische multiple of stimulatietesten), wordt de determinatie van de
stabiele IGF-1 concentratie in plasma vaak beschouwd als een eenvoudige screening-test voor de evaluatie van “GH
impregnati€’ van de patiént alvorens te beduiten tot uitgebreider onderzoek. In verschillende klinische stuaties met
gestoorde groei kunnen lage IGF-1 spiegels geobserveerd worden ondanks normale of hoge GH-productie (bv.
ondervoeding, chronische zi ektetoestanden, sommige genetische dwergen zoal s pygmeeén, ...). Interessant genoeg kunnen
kinderen met discrete GH neuro-afscheiding dysfunctie lage |GF-1-waarden vertonen ondanks normale GH-niveaus bij
conventionele testen. De resultaten van de IGF-1 bepaling moeten voorzichtig geinterpreteerd worden door het in
overweging nemen van de normal e variaties van |GF-1 tijdens de kindertijd en de adol escentie (zie Rosenfeld et al).

- Acromegalie: IGF-1 spiegéls zijn verhoogd bij acromegalie (excessieve productie van GH) en kunnen dienen als een
indicator voor de ernst van de ziekte. Resultaten worden sneller geinterpreteerd omdat de normale waarden gemakkelijker
gedefinieerd worden bij volwassenen. |GF-1- bepalingen zijn ook nuttig om de behandeling op te volgen.

Research: De IGF-1 RIA kit is een onschatbaar instrument om de modificaties van deze groeifactor te bestuderen
tijdens fysiologische (i.e. zwangerschap) of pathologische (i.e. diabetes) situaties, en de lokale regulering van IGF-1-
productie in relatie met zijn paracriene and autocriene activiteiten (wondheling, regenereren van organen, neoplastische
groei, foetal e ontwikkeling, gonadal e regul erling, etc).



1V.  BESCHRIJVING VAN DE METHODE

In deze kit heeft DIAsource een pre-behandelingsstap geintroduceerd om de
klinische prestatie van de bepaling te verbeteren. Het is duiddijk aangetoond dat
de bindingproteinen tussenkomen in het radioimmunoassay voor IGF-1. Een vaste
hoeveelheid ' gelabeld IGF-1 concurreert met IGF-1 dat bepaald moet worden
en aanwezig isin het monster of in de kalibrator voor een vast aantal plaatsen met
antilichamen die geimmobiliseerd zijn aan de wand van een buige van
polystyreen. Na een incubatieperiode van 2 uur bij kamertemperatuur op een
schudder, wordt de concurrentiereactie beéindigd door een aspiratiefase. Daarna
worden de buiges gewassen met 2 ml werk-wasoplossing en opnieuw afgezogen.
Een kalibratiecurve wordt uitgezet en de concentraties van IGF-1 van de monsters
worden bepaald door dosisinterpolatie van de kalibratiecurve.

V. GELEVERDE REAGENTIA

Kit voor Kleur- Recongtitutie

96 testen code

Reagens

Buisjes gecoat met anti 2x48 Groen Klaar voor gebruik
H IGF-1
1 flacon Rood 101x met Tracer Buffer
| Ag | 125| | CONC | 04 ml verdunnen (zie sectie
300 kBq VII.C)
Tracer : | GF-1 gelabeld met *jood
(HPLC-kwadliteit) in fosfaat buffer
met bovien adbumine en azide (<
0,1%)
| TRACER | BUF | 1 flacon zwart K laar voor gebruik
25ml
Tracer Buffer in fosfaat buffer met
bovien caseine en azide (<0.1%)
CAL 1 flacon, geel 1 ml gedestilleerd water
evries- toevoegen
Nulkalibrator in fosfaet Buffer met | yo00q o

ova bumine en gentamycine

5 flacons, Geel 1 ml Verdunningsbuffer

gevries- toevoegen
) droogd
KdibratorsIGF-1: N=1tot 5
(zie de exacte waarden op de
flaconetiketten) in fosfaat buffer
met ova bumine en gentamycine
Kalibrators zijn voorverdund
PRE | SOLN | 1 flacon zwart Klaar voor gebruik
Pre-behandelingsoplossing ~ die 5ml
01N HCl bevat
1 flacon groen Klaar voor gebruik
DIL BUF
50 ml
Verdunningsbuffer: fosfaat buffer
met bovien caseine en azide (<
0,1%)
| WASH | SOLN | CONG | 1 flacon Bruin | 70x met gedistilleerd
10ml water verdunnen
. . (gebruik een
Wasoplossing 70x : TRIS-HCI magnetische roerder)
2 flacons, zilver 0,5 ml gedestilleerd
gevries- water toevoegen
droogd

Controlles: N =10f 2
in humaan serum met thymol

Opmerking: Gebruik de verdunningsbuffer voor monsterverdunningen.
1 ng van de kalibratorbereiding is gelijk aan 1 ng van NIBSC

1% IRR 87/518.

VI. NIET MEEGELEVERDE MATERIALEN

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

1. Gedestilleerd water.

2. Pipetten voor een volume van 50 pl, 100 pl, 200 pl, 500 pl, 2 ml en 3 ml
(het gebruik van nauwkeurige pipetten met plastic wegwerptips wordt
aanbevolen).

Plastic tubes voor de pre-behandeling van de stalen.

Vortexmenger.

Magnetische roerder.

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

Schudder voor de buiges (400 rpm)

Een gammateller die geschikt is voor de bepaling van 125I. Een maximale
telefficiéntie moet worden gegarandeerd.

BEREIDING VAN HET REAGENS

Kalibrators: Recongtitueer de nulkalibrator met 1 ml gedestilleerd water en
reconstitueer de kalibratoren N=1-5 met 1 ml verdunningsbuffer.
Controles: Reconstitueer de controles met 0,5 ml gedestilleerd water.
Tracer Oplossing: Bereid een voldoende hoeveelheid Tracer oplossng
door 20 pl Tracer toe te voegen aan 2 ml Tracer Buffer. Gebruik een
vortexmenger voor de homogenisering .

Voorbeeld verdunning Tracer

Aantal buises Tracer Tracer buffer Volume Tracer
(T0)] (ml) oplossing (ml)

24 50 5,0 5,050

48 100 10,0 10,100

72 150 15,0 15,150

96 200 20,0 20,200

Het is noodzakelijk om de verdunning van de tracer net voor gebruik uit te
voeren,

Wer k-wasoplossing: Bereid een vol doende hoevee heid werk-wasopl ossing
door 69 eenheden gededtilleerd water toe te voegen aan 1 eenheid
wasoplossing. Gebruik een magnetische roerder voor de homogenisering.
Op het eind van de dag moet de ongebruikte werk-wasopl ossing afgevoerd
worden.

OPSLAG EN VERVALDATUM VAN REAGENTIA

V6or opening of recongtitutie zijn ale kitcomponenten houdbaar tot de
vervaldatum, zoals vermeld op het etiket, indien zij bewaard werden bij 2
tot 8°C.

Na recondtitutie zijn de kalibrators en de controles gedurende 7 dagen
houdbaar hij 2 tot 8°C. Voor een langere bewaartermijn moeten aliquots
gemaakt worden, die bij-20°C bewaard moeten worden voor maximaal 3
maanden. Vermijd herhaalde invriezing en ontdooiing.

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

Na het eerste gebruik is de tracer houdbaar tot de vervaldatum, indien
bewaard bij 2 tot 8°C in de oorspronkelijke, goed afged oten flacon.

Een vers bereide Tracer oplossng moet op dezelfde dag nog gebruikt
worden.

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

MONSTERAFNAME EN MONSTERBEREIDING

Serummonsters moeten bij 2-8°C bewaard worden.

Indien de bepaling niet binnen 48 uur uitgevoerd wordt, dan wordt
aanbevolen om ze bij -20°C te bewaren.

Vermijd herhaalde invriezing en ontdooiing.

PROCEDURE

Opmer kingen bij de procedure

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

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

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

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

Pre-behandelingsstap

Etiketteer een plastic buisie voor ek staal en controle.
Pipetteer 50 pl van elk monster en controlein het buige.
Voeg 50 ul van de pre-behandelingsopl ossing toe in dit buige.
Vortex ek buisje gedurende 5 seconden.

Incubeer 30 minuten bij kamertemperatuur.

Pipetteer 1 ml verdunningsbuffer in elke tube.

Vortex ek buige.

Procedure

Etiketteer de gecoate buiges in duplo voor eke kalibrator, voor ek
monster, voor elke controle. Etiketteer 2 normale buiges voor de bepaling
van de totaaltellingen.



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

3. Pipetteer 200 pl Tracer oplossing in ek buige, inclusef de niet gecoate
buiges voor detotaaltellingen.

4., Schud het rek met de buiges voorzichtig zodat eventuele ingedoten
luchtbellen vrijkomen.

5. Incubeer 2 uur bij kamertemperatuur op een schudder (400 rpm).

6.  Zuig deinhoud van ek buisje (met uitzondering van de totaaltellingen) op
Zorg ervoor dat de plagtic tip van de aspirator tot aan de bodem van het
gecoate buige komt zodat alle vloe stof verwijderd wordt.

7. Was de buiges met 2 ml werk-wasvloeistof (met uitzondering van de
totaaltellingen) en zuig op. Vermijd schuimvorming tijdens toevoeging van
de werk-wasvl oei stof.

8. Nade wasfase moeten de buiges gedurende twee minuten rechtop blijven
staan en zuig daarna de overblijvende vloei stof op.

9. Td debuigesin een gammateller gedurende 60 seconden.

Xl. BEREKENING VAN DE RESULTATEN

1. Bereken het gemiddelde voor de bepalingen in duplo.

2. Bereken het percentage binding van de gebonden radioactiviteit, bepaald op
het punt van de nulkalibrator (0), aan de hand van de volgende formule:

BIBO (%) = cpm (Kalibrator (_Jf monster)
cpm (Nulkalibrator)

3. Zet de (B/B0(%)) waarden uit voor ek kalibratorpunt, als een functie van de
IGF-1 concentratie van elk kalibratorpunt, op 3-cyclisch semi-logaritmisch
of dubbellogaritmisch papier, verwerp hierbij de duidelijke uitschieters.

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

5. Bepaa de IGF-1concentraties van de monsters uit de referentiecurve door
de monsterwaarden (B/BO(%)) te interpol eren.

6. Voor elke bepaling moet het totaal percentage van de tracer, gebonden in
afwezigheid van ongelabeld IGF-1 (BO/T), gecontrol eerd worden.

XIl. KENMERKENDE GEGEVENS

De volgende gegevens dienen enkd ter illustratie en mogen in geen geval
gebruikt worden ter vervanging van de real time kalibratiecurve.
IGF-1 cpm B/Bo (%)
Totad telling 71038
Kadibrator 0,0 ng/ml 38117 100,0
33,0 ng/ml 35753 93,8
81,4 ng/ml 30816 80,8
2288 ng/ml 19914 52,2
640,2 ng/ml 10525 27,6
1529,0 ng/ml 5331 14,0
XI1l. EIGENSCHAPPEN EN GRENZEN
A.  Detectielimiet

Twintig nulkalibrators werden bepaald, samen met de serie andere kalibrators.

De detectielimiet, omschreven as de schijnbare concentratie van twee
standaarddeviaties onder de gemiddelde tellingen bij nulbinding, bedroeg 3,4
ng/ml.

B.

Specificiteit

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

Bestanddeel Kruisreactiviteit

(%)

IGF-1 100,0
IGF-I1 0,7
Insuline geen
GH geen

Nota: deze tabel toont de kruisreactiviteit voor het anti | GF-1

C. Precisie

PRECISIE BINNEN EEN TEST

PRECISIE TUSSEN TESTEN

Serum N <X>=*SD vC Serum N <X>+SD vC
(ng/ml) (%) (ng/ml) (%)
A 20 36,1+ 3,3 91 A 17 129,1+ 11,6 9,0
B 20 81,4+19 19 B 17 362,5+ 14,9 41
C 20 | 402,8+6,8 17

SD: standaarddeviatie; VC: variati ecoéfficiént

D. Nauwkeurigheid

VERDUNNINGSTEST

Monster Verdunning Theoretische Concentratiedie
concentratie bepaald werd
(ng/ml) (ng/ml)
Serum A 71 - 818
12 409 418
V4 205 216
/8 102 110
116 51 54
Serum B 71 - 501
12 251 250
V4 125 130
/8 63 62
116 31 26
Monsters werden verdund met de Verdunningsbuffer.
RECOVERY -TEST
Monster IGF-1 Recovery van |GF-1 Recovery
toegevoegd (ng/ml) %)
(ng/ml)
C1 17 18 108
c2 53 55 104
C3 160 164 103
Cc4 382 111 107
Conversiefactor:
Van ng/ml naar nmol/L: x 0,1307
Van nmol/L naar ng/ml: X 7,649

XIV. INTERNE KWALITEITSCONTROLE

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

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

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

XV. REFERENTIE-INTERVALS

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

Normal e subjecten

MANNEN (ng/ml) VROUWEN (ng/ml)
L eeftijd

Gemid- Bereik N Gemid- Bereik N

delde delde
0- 2 jaaa 102 73-184 14 98 59-143 3
3- 5jaar 124 103-189 7 159 84-447 9
6- 8jaar 177 115-249 9 276 79-432 10
9-1ljaar 362 181-656 9 272 175-445 8
12- 14 jaar 315 168-557 10 418 202-1101 19
15- 17 jaar 409 224-592 9 414 138-658 25
18- 20 jaar 330 190-390 4 355 144-519 10
21-30jaar 313 235-408 6 310 191-478 52
31-40jaar 225 154-270 10 279 180-437 53
41 - 50 jaar 222 160-318 15 233 123-406 39
51 - 60jaar 195 144-286 26 217 122-327 36
> 60 jaar 171 94-245 23 186 91-320 27

Opmerking: het bereik is gebaseerd op minimum — maximum waardes



XVI. VOORZORGSMAATREGELEN EN WAARSCHUWINGEN

Veiligheid

Uitduitend voor in vitro diagnostisch gebruik.

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

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

Alle handelingen met radioactief materiaal moeten plaatsvinden in een daartoe
bestemde ruimte, waar uitduitend bevoegd personed toegelaten wordt. Een
logboek met ontvangst en opslag van radioactieve materialen moet worden
bijgehouden in het laboratorium. Laboratoriumapparatuur en glaswerk, dat
eventueel gecontamineerd werd met radioactieve bestanddelen, moeten worden
gesegregeerd om krui sbesmetting van verschill ende radioi sotopen te vermijden.
Als radioactief materiaal gemorst werd, dan moet dat onmiddellijk gereinigd
worden in overeensemming met de procedure voor dralingsveiligheid. Het
radioactieve afval moet worden weggegooid in overeensemming met de
plaatselijke voorschriften en richtlijnen van de autoriteiten waaronder het
laboratorium valt. Naleving van de basisregel s van stralingsveiligheid zorgt voor
een juiste bescherming.

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

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

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

Niet roken, drinken, eten of cosmetica aanbrengen in de werkruimte. Niet met de
mond  pipetteren. Draag beschermende kleding en  gebruik
wegwer phandschoenen.

XVII. BIBLIOGRAFIE

1. DAUGHADAY W.H. and ROTWEIN P. (1989)
Insulin-like growth factors | and I1. peptide, messenger ribonucleic
acid and gene structures, serum and tissue concentr ations.
Endocrine Rev., 10(1) : 68-91.

2. FROESCH E.R. and ZAPF J. (1985)
Insulin-like growth factors and insulin : compar ative aspects.
Diabetologia, 28 : 485-493.

3. FURLANETTO R.W., UNDERWOOD L., VAN WYK JJ.., D’ERCOLE
AJ. (1977)
Estimation of spmatomedin-C levels in normals and patients with
pituitary disease by r adioimmunoassay.
J. Clin. Invest. 60 : 648.

4, ROSENFELD R.G., WILSON D.M., LEE P.D.K. and HINTZ R.L.
(1986)
Insulin-like growth factors | and Il in evaluation of growth
retardation.
J. Pediatr., 109 : 428.

5. RUDMAN D., KUTNER M.H. and CHAWLA R.K. (1985)
The short child with subnormal plasma somatomedin-C.
Pediatric Res., 19(10) : 975-980.

6. ALBERTSSON-WIKLAND K. and HALL K. (1987)
Growth hormone treatment in short children : relationship between
growth and serum insulin-like growth factor | and |1 levels.
J. Clin. Endocrinol Metab., 65 : 671.

7. WASS JA.H., CLEMMONS D.R., UNDERWOOD L.E.,, BARROW L.,
BESSER G.M. and VAN WYK J.J. (1982)
Changes in circulating somatomedin-C levelsin bromocriptine treated
acromegaly.
Clin. Endocrinal., 17 : 369-377.

10.

11.

12.

13.

DAUGHADAY W.H., MARIZ I.K. and BLETHEN S.L. (1980)
Inhibition of access of bound somatomedin to membr ane receptor and
immunobinding sites - a comparison of radioreceptor and
radioimmunoassay of somatomedin in native and acid-ethanol
extracted serum.

J. Clin. Endocrinol. Metab., 51 : 781.

BREIERB.H., GALLAHER B.W. and GLUCKMAN P.D. (1991)
Radioimmunoassay for insulin-like growth factor-I : solutions to some
potential problems and pitfalls.

Journal of Endocrinology, 128 : 347-357.

SCHOUTEN J.SA.G.andal. (1993)
IGF1: aprognostic factor of knee osteoarthritis.
British J. Rheumatol., 32 : 274-280.

GRONBAEK H., SKJAERBAEK C., NIELSEN B., FRYSTYK J,
FOEGH M.L., FLYVBJERG A., ORSKQV H. (1995)

Growth hormone and insulin-like growth factor-I: a suggested rolein
renal transplantation and graft vessel disease.

Transplant. Proceed., 27/3 : 2133-2136.

TSITOURAS P.D., ZHONG Y.G., SPUNGEN A.M., BAUMAN W.A.
(1995)

Serum testosterone and growth hormone insulin-like growth factor-|
in adults with spinal cord injury.

Hormone and metabolic Research , 27/6 : 287-292.

KOCH A., DORR H.G., GERLING S,, BEHRENS R., BOHLES H.J.
(1995)

Effect of growth hormone on IDF-I levels in patients with growth
hormone deficiency and Wilson disease.

Hormone Research, 44/1 : 40-44.

XVIIT.SAMENVATTING VAN HET PROTOCOL

TOTAAL- KALIBRATORS MONSTER(S)
TE'-'-”I\‘GEN | CONTROLES

(1) (1) (1)
PRE-BEHANDELING
Monsters, controles 50
Pre- S0
behandelingsopl ossing
Incubatie Vortex gedurende 7 seconden en

Incubeer 30 minuten bij kamertemperatuur

Verdunningsbuffer - - 1000
Schudden Vortex
INCUBATIE
Kalibratoren (0to 5) - 100 -
Pre-behandelde - - 100
Monsters, controles
Tracer oplossing 200 200 200
Incubatie 2 uur bij kamertemperatuur op een schudder (400 rpm)
Scheiding Opzuigen (of overgieten)
Werk-wasopl ossing 2,0ml
Scheiding Opzuigen (of overgieten)
Telling Tel buisies gedurende 60 seconden
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Vor Gebrauch desKitslesen Sie bitte diese Packungsbeilage.

|GF-1-RIA-CT

VERWENDUNGSZWECK

Ein Radio-lmmunoassay fir die quantitative in vitro Bestimmung von humanem Insulin-dhnlichen
Wachstumsfaktor 1 (IGF-1) in Serum.

A.

ALLGEMEINE INFORMATION
Handelsbezeichnung: DIAsource IGF-1-RIA-CT Kit
Katalognummer : KIP1588: 96 Tests

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

Fur technische Unterstiitzung oder Bestellungen wenden Sie sich bitte an:

Tel : +32(0)10 84.99.11 Fax : +32 (0)10 84.99.91
Fur Deutschland : Kostenfreie Rufnummer : 0800 1 00 85 74 - K ostenfr eie Faxnummer : 0800 1 00 85 75
E-mail Ordering : ordering@diasour ce.be

KLINISCHER HINTERGRUND

Biologische Aktivitat

Der Insulin-ghnliche Wachstumsfaktor 1 (IGF-1) oder Somatomedin-C (SM-C) ist ein Polypeptid von 70 Aminosauren
(7650 Dalton) und &hnelt Proinsulin (50%ige Sequenzhomologi€) und dem anderen gut charakterisierten Mitglied der
Gruppe der Somatomedine: IGF-11 (67AS, 70%ige Sequenzhomologie mit |GF-1). IGF-1 ist der wichtigste Faktor, der die
wachstumsfordernden Effekte von Wachstumshormon (GH) beeinflusst, ein Hypophysenhormon mit starken
Schwankungen der Konzentration im Blut, da es in Schiiben ausgeschiittet wird. Die Konzentration von IGF-1 im Blut ist
durch die Trager-Bindungsproteine stabiler. Die Konzentration des Hauptbindungsproteins (53000 Dalton) sowie die
Produktion von IGF-1 werden durch Wachstumshormon gesteuert. IGF-1 wird von der Leber und anderen Geweben
produziert. Er hat endokrine, parakrine und autokrine Wirkungen. Er stimuliert das Wachstum und reguliert die
Differenzierung verschiedener Gewebe, zeigt Insulin-ghnliche Wirkungen und foérdert das Wachstum von Knorpel.
Obwohl GH der wichtigste Kontrollfaktor fir die Sekretion und Konzentration des IGF-1 ist, gibt es noch andere
determinierende Faktoren: Alter (mit einer Spitze in der Adoleszenz), Geschlecht, Nahrungsstatus und andere Hormone
(Ostrogen, Thyroxin, Prolaktin, usw.). Vor allem spezifische trophische Stimuli regulieren die | GF-1-Sekretion im lokalen
Mikroumfeld enes bestimmten Organs (parakrine Wirkungen), wahrend die |GF-1-Konzentration im Blut die wichtigste
Variable fur ein ausgeglichenes systemi sches Wachstum ist (endokrine Wirkungen).

Klinische Anwendungen

Wachstumsretardierung: Wachstumsretardierung kann mehrere Ursachen haben, unter anderem eine mangelnde
Produktion von GH (Hypopituitarismus), die mit niedrigen |GF-1-Konzentrationen im Blut verbunden ist. Wegen der
Schwierigkeit, interpretierbare Resultate aus GH-Messungen (durch dynamische, multiple oder Stimulationstests) zu
erhalten, wird die Bestimmung der stabilen |GF-1-Konzentration im Plasma oft as einfacher Screeningtest zur
Beurteilung der ,GH-Impragnation’ des Patienten betrachtet, bevor zu extensiveren Untersuchungen Uibergegangen wird.
In mehreren klinischen Situationen mit Wachstumsbehinderung kdnnen niedrige |GF-1-Konzentrationen trotz normal er
oder hoher GH-Produktion beobachtet werden (z. B. Mangelerndhrung, chronische Krankheitszustdnde, manche Félle
genetisch bedingten Minderwuchses wie bel Pygméen, usw.). Interessanterweise kénnen Kinder mit diskontinuierlicher
neurosekretorischer GH-Dysfunktion bei konventionellen Tests trotz eines normalen GH-Spiegels niedrige IGF-1-Werte
aufweisen. Die Resultate des IGF-1-Assay missen unter Berlicksichtigung der normalen Schwankungen von IGF-1
wahrend der Kindheit und Jugend vorsichtig interpretiert werden (siehe Rosenfeld et al).
- Akromegalie: Die IGF-1-Konzentrationen sind bei Akromegalie (Uberhohter GH-Produktion) erhoht und kénnen als
Hinweis auf die Schwere der Krankheit dienen. Die Resultate werden leichter interpretiert, weil die Normawerte bei
Erwachsenen einfacher bestimmt werden. IGF-1-Messungen sind auch zur Kontrolle der Behandlung niitzlich.

Forschung: Der IGF-1-RIA-Kit it ein unschéizbares Instrument zur Untersuchung der Verénderungen dieses
Wachstumsfaktors wahrend physiologischer (z. B. Schwangerschaft) oder pathologischer (z. B. Diabetes) Situationen
sowie zur Untersuchung der lokalen Regulierung der IGF-1-Produktion in Bezug auf die parakrinen und autokrinen
Wirkungen dieses Faktors (Wundheilung, Organregeneration, neoplastisches Wachstum, fetale Entwicklung, Steuerung
der Gonaden, usw.).

e


mailto:ordering@diasource.be

IV. GRUNDSATZLICHES ZUR DURCHFUHRUNG

Im vorliegenden Kit hat DIAsource einen Vorbehandlungsschritt eingefiihrt, um
die klinische Leisung des Assay zu steigern. Es wurde bereits nachgewiesen,
dass die Bindungsproteine mit dem Radioimmunassay fir IGF-1 interferieren.
Eine fesigesetzte Menge an '®| markiertem IGF-1 konkurriert mit dem zu
messenden, in der Probe oder in dem Standard vorhandenen IGF-1 um eine
Menge an Antikorperbindungsstellen, die an der Wand des Polystyren Rohrchens
fixiert sind. Nach einer zweistiindigen Inkubation bei RT auf einem Schiittler,
beendet das Absaugen die Verdrangungsreaktion. Die Rohrchen werden
anschliessend mit Waschlésung gewaschen, danach wird nochmals abgesaugt.
Eine Standardkurve wird gedruckt und die |GF-1-Konzentrationen der Proben
werden Uber Dosis-I nterpolation der Kalibrationskurve bestimmt.

V. MITGELIEFERTE REAGENZIEN

Reagenz 96 Test Kit | Farbcode Rekonstitution
Mit anti | GF-1- 2x 48 griin Gebrauchsfertig
beschichtete Réhrchen
| A | 1251 | CONG | 1Gefa rot Verdinnen Sie 101 x mit
9 04 ml Tracerpuffer (siehe
Tracer : ®lod markiertes | GF-1 300 kBg Abschnitt VI1.C)

(HPLC grade) in Phosphatpuffer
mit Rinder Albumin und Azid
(<0,1%)

1 Gefdl3 Schwarz  |Gebrauchsfertig

TRACER |BUF |
| 25ml

Tracerpuffer in Phospatpuffer mit
Rinderkasein und Azid (<0,1%)

n 1GefaR gelb |1 mi dest. Wasser

. - lyophilisiert zugeben
Null Kdibrator in Phosphatpuffer

mit ova bumin und gentamicin

CAL - 5 Gefdle gelb 1 ml Verdunnungspuffer
) lyophilisiert zugeben
Standards IGF-1: N =1 his5
(genaue Werte auf Gefal3-
Etiketten) in Phosphatpuffer mit
ova bumin und gentamicin
Kalibratoren sind vorverdinnt
| PRE | SOLN | 1Gefad Schwarz  |Gebrauchsfertig
5ml
Vorbehandlungslésung mit HCl
0,1N
DIL BUF 1 Gefdl3 grin Gebrauchsfertig
50 ml
Verdinnungspuffer: TrissHCI
Puffer mit Rindercasein und Azid
(<0,1%)
| WASH | SOLN | CONG | 1 Gef&R braun | 70x mit dest. Wasser
10ml (Magnetrihrer

\Waschl 6sung (TRIS-HCI) verwenden) ver diinnen.

CONTROL 2Gefse | siber |05 ml dest. Wasser
lyophilisiert zugeben

Kontrollen : N = 1 oder 2

in Humanserum und Thymol

Bemerkung:  Verwenden Sie den Verdinnungspuffer fir Probeverdiinnungen.
1 ng der Standardzubereitung ist aquivalent zu 1 ng NIBSC 1%
IRR 87/518.

VI. ZUSATZLICH BENOTIGTES MATERIAL

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

1. Dest. Wasser

2. Pipetten: 50 pl, 100 pl, 200 pl, 500 pl, 1 ml und 3 ml (Verwendung von
Prézi sionspi petten mit Einwegpi pettenspitzen wird empfohlen)
Kunststoffrohrchen zur Vorbehandlung von Proben

Vortexmixer

Magnetrihrer

5 ml automati sche Spritze (Cornwall-Typ) zum Waschen

Absaugsystem (optional)

Schiittler fir Réhrchen (400 rpm)

Jeder Gamma-Counter, der ' messen kann, kann verwendet werden.
Maximale M esseffizienz sollte gewéhrleistet sein.
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VORBEREITUNG DER REAGENZIEN

Standards: Rekongtituieren Sie die Null Kalibrator mit dest. Wasser und
Siedieandere Kalibrators mit 1 ml Verdinnungspuffer.
Kontrollen: Rekongtituieren Sie die Kontrollen mit 0,5 ml dest. Wasser.
Tracerl6sung: Eine geeignete Menge an Tracerlésung wird durch Zugabe
von 20 pl Tracer zu 2 ml Tracerpuffer hergestelt. Benutzen Sie einen Vortex
zur Homogenisierung.

Tracerverdiinnung Beispiel

Anzahl der Tracer Tracerpuffer Tracerldsung
Ro6hr chen (ul) (ml) Gesamtvolumen
(ml)
24 50 50 5,050
48 100 10,0 10,100
72 150 15,0 15,150
96 200 20,0 20,200

Die Verdiinnung des Tracer muss kurz vor der Anwendung erfolgen.

Waschldsung: Zur Vorbereitung eines angemessenen Volumens nutzbarer
Waschlésung, mischen Sie zu enem Volumen Waschidsung (70x) 69
Volumen digtilliertes Wasser. Benutzen Sie einen Magnetriihrer. Entsorgen
Sie nach jedem Arbeitstag die Uberfliissige Waschl 6sung.

AUFBEWAHRUNG UND LAGERUNG DER REAGENZIEN

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

Nach der Rekongtitution sind die Kalibratoren und Kontrollen bei 2°C bis
8°C, 7 Tage stabil. Aliquots miissen bei langerer Aufbewahrung bei —20°C
eingefroren werden wéhrend max. 3 Monaten. Vermeiden Sie
wiederholtes Einfrieren und Auftauen.

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

Wenn der Tracer nach der ersten Benutzung wieder im gutverschloRenen
Originalgefal bei 2 bis 8°C aufbewahrt wird, ist er bis zum angegebenen
Verfallsdatum haltbar.

Frisch zubereitete Tracerl 6sung sollte am selben Tag benutzt werden.
Verdnderungen im Aussehen der Kitkomponenten kénnen auf | nstabilitéat
bzw. Zerfall hindeuten.

PROBENSAMMLUNG UND -VORBEREITUNG

Serumproben miissen bei 2-8 °C aufbewahrt werden.

Falls der Test nicht innerhalb von 48 Std. durchgefiihrt wird, missen die
Porben bei —20°C aufgehoben werden.

Verme den Sie wiederholtes Einfrieren und Auftauen.

DURCHFUHRUNG

Bemer kungen zur Durchfihrung

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

Mischen Sie alle Reagenzien und Proben griindlich durch sanftes Schitteln
oder Ruhren. Verwenden Se saubere Einwegpipettenspitzen, um
Kreuzkontamination zu vermeiden.

Prézisionspipetten oder ein automatisches Pipettiersystem erhéhen die
Prézision. Achten Sieauf die Einhaltung der Inkubationszeiten.

Erstellen Sie fir jeden Durchlauf eine Kalibrationskurve, verwenden Sie
nicht die Daten von fritheren Durchlé&ufen.

Vorbehandlungsschritt

Beschriften Sieje ein Plastikréhrchen fur jede Probe und Kontrolle.
Geben Sie 50 pl jeder Probeund Kontrollein das Roéhrchen.
Pipettieren Sie 50 ul der Vorbehandlungd ésung in dieses Réhrchen.
Vortexen Sie jedes Rohrchen 5 Sekunden lang.

Inkubieren Sie 30 Minuten bei Raumtemperatur.

Geben Sie 1 ml Verdinnungspuffer in jedes Réhrchen.

Vortexen Sie jedes Réhrchen.

Dur chfiihrung

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

Vortexen Sie Kalibratoren, Proben und Kontrollen kurz und geben Sie 100
ul von jedem in ihre Réhrchen.

Geben Sie 200 pl des Tracerl6sung in jedes Rohrchen

Schiitteln Sie vorsichtig die Halterung mit den Rohrchen um Blasen zu
entfernen.

Inkubieren Sie 2 Stunden bei Raumtemperatur unter sténdigem Schiitteln
(400rpm).



6. Saugen Sie den Inhalt jedes Rohrchens ab (auRer Gesamtaktivitat).
Vergewissern Sie sich, dass die Plastikspitze des Absaugers den Boden des
beschichteten Réhrchens erreicht, um die gesamte Fissigkeit zu
entfernen.

7. Waschen Sie die Réhrchen mit 2 ml Waschl 6sung (auRer Gesamtaktivitat)
und saugen Sie ab. Vermeiden Sie Schaumbildung be Zugabe der

Waschl ésung.

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

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

XlI. BERECHNUNG DER ERGEBNISSE

1.  Berechnen Sie den Durchschnitt aus den Doppel bestimmungen.

2. Berechnen Sie die gebundene Radioaktivitét als Prozentsatz des am Null-
Standardpunkt (0) bestimmten Wertes nach folgender Formel:

Aktivitét (Kalibrator oder Probe)

Aktivitdt (Null-Kalibrator)

3. Verwenden Sie semi-logarithmisches oder doppéet-logarithmisches
Millimeterpapier (Uber 3 Grofenordnungen) drucken Sie die (B/BO(%))
Werte fir jeden Standardpunkt als Funktion der IGF-1-Konzentration fir
jeden Standardpunkt, schlie3en Sie offens chtliche ,, Ausreil3er aus.

4. 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.

5.  Begimmen Sie die IGF-1-Konzentrationen der Proben Uber Interpolation
der Probenwerte B/BO(%)) der Referenzkurve.

6. Be jedem Assay muss der Prozentsatz des gesamten gebundenen Tracers
ohne unmarkiertes IGF-1 (BO/T) gepriift werden.

B/BO (%) =

XIl.  TYPISCHE WERTE

Die folgenden Daten dienen nur zu Demonstrationszwecken und kénnen nicht al's
Ersatz fur die Echtzeitkalibrationskurve verwendet werden.

IGF-1 Cpm B/Bo (%)
Gesamtaktivitét 71038

Kadibrator 0,0 ng/ml 38117 100,0

33,0 ng/ml 35753 93,8

814 ng/ml 30816 80,8

228,8 ng/ml 19914 52,2

640,2 ng/ml 10525 27,6

1529,0 ng/ml 5331 14,0

XI1. LEISTUNGSMERKMALE UND GRENZEN DER METHODIK

A. Nachweisgrenze

Zwanzig Null-Standards wurden zusammen mit einem Satz anderer Standards
gemessen.

Die Nachweisgrenze, definiert as die scheinbare Konzentration bei zwel
Standardabweichungen unterhalb des gemessenen Durchschnittswerts bei
Nullbindung, entsprach 3,4 ng/ml.

B. Spezifitat

Der Prozentsatz der Kreuzresktion, der im Vergleich der Konzentration geschétzt
wurde, wel che eine 50%ige Inhibition ergibt, betragt respektive:

Substanz Kreuzreaktivitat
(%)
IGF-1 100,0
IGF-I1 0,7
Insulin ND
GH ND

Bemer kung: Diese Tabelle zeigt die Kreuzreaktivitat fur die anti-IGF-1.

C. Préazision

INTRA-ASSAY PRAZISION INTER-ASSAY PRAZISION

Serum N <X>=*SD CcVv Serum N <X>+SD CcVv
(ng/ml) (%) (ng/ml) (%)
A 20 36,1+ 3,3 91 A 17 129,1+ 11,6 9,0
B 20 81,4+19 19 B 17 362,5+ 14,9 41
C 20 | 402,8+6,8 17

SD : Standardabweichung; CV: Variationskoeffizient

D. Genauigkeit

VERDUNNUNGSTEST
Probe Verdiinnung Theoretische Gemessene
Konz. Konz.
(ng/ml) (ng/ml)
Serum A 71 - 818
12 409 418
V4 205 216
/8 102 110
116 51 54
1 - 501
Serum B 12 251 250
V4 125 130
/8 63 62
116 31 26
Die Proben wurden mit Verdiinnungspuffer verdiinnt.
WIEDERFINDUNGSTEST
Probe Zugeg. IGF-1 Wiedergef. IGF-1 Wiedergefunden
(ng/ml) (ng/ml) %)
C1 17 18 108
c2 53 55 104
C3 160 164 103
Cc4 382 111 107

Umrechnungsfaktor:
Von ng/ml in nmol/L: x 0,1307
Von nmol/L in ng/ml: X 7,649

XIV. INTERNE QUALITATSKONTROLLE

- Entsprechen die I st-Werte nicht den auf den Flaschchen angegebenen Soll-
Werten, kénnen die Werte, ohnetreffende Erklarung der Abweichungen,
nicht weiterverarbeitet werden.

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

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

XV. ZUERWARTENDER BEREICH

Diese Werte sind nur Richtwerte; jedes Labor muss seinen eigenen
Normalwertbereich ermitteln.

Gesunde Personen
MANNER (ng/ml) FRAUEN (ng/ml)

Altersgruppe

Mittel- Bereich N Mittel- Bereich N

wert wert

0- 2 Jahre 102 73-184 14 98 59-143 3
3- 5Jehre 124 103-189 7 159 84-447 9
6- 8Jahre 177 115-249 9 276 79-432 10
9- 11 Jahre 362 181-656 9 272 175-445 8
12 - 14 Jahre 315 168-557 10 418 202-1101 19
15 - 17 Jahre 409 224-592 9 414 138-658 25
18 - 20 Jahre 330 190-390 4 355 144-519 10
21 - 30 Jahre 313 235-408 6 310 191-478 52
31 - 40 Jahre 225 154-270 10 279 180-437 53
41 - 50 Jahre 222 160-318 15 233 123-406 39
51 - 60 Jahre 195 144-286 26 217 122-327 36
> 60 Jahre 171 94-245 23 186 91-320 27

Bemerkung: Die Bereiche basieren auf Min./Max.-Werten.
XV. VORSICHTMASSNAHMEN UND WARNUNGEN

Sicherheit

Nur fiir diagnostische Zwecke.

Dieser Kit enthalt | (Halbwertzeit: 60 Tagen) , dasionisierende 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 speziel ausgewiesenen Bereich attfinden. Ein Logbuch fir Protokolle
und Aufbewahrung muss im Labor sein. Die Laborausriistung und die



Glasbehdlter, die mit radioaktiven Substanzen kontaminiert werden konnen,
mussen ausgesondert werden, um Kreuzkontaminationen mit unterschiedlichen
Radi oi sotopen zu verhindern.

Verschittete radioaktive Substanzen missen sofort den Sicherheitsbestimmungen
entsprechend entfernt werden. Radioaktive Abfélle missen entsprechend den
lokalen Bestimmungen und Richtlinien der fiir das Labor zusténdigen Behdrden
gelagert werden. Das Einhalten der Sicherheitshestimmungen fir den Umgang
mit radioaktiven Substanzen gewahrleistet ausrei chenden Schutz.

Die menschlichen Blutkomponenten in diesem Kit wurden mit européischen und
in USA erprobten FDA-Methoden getestet, sie waren negativ fur 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 Ubertragen. 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 sstammen aus Landern in denen BSE nicht
nachgewiesen wurde. Trotzdem sollten Komponenten, die tierische Substanzen
enthalten, als potentiell ansteckend behandelt werden.

Vermeden Sie Hautkontakt mit den Reagenzien (Natriumazid als
Konservierungsmittel). Das Azid in diesem Kit kann mit Blei oder Kupfer in den
AbfluRrohren reagieren und so hochexplosive Metallazide bilden. Spilen Sie
wahrend der Waschschritte den AbfluR griindlich mit viel Wasser, um die
Metallazidbildung zu verhindern.

Bitte rauchen, trinken, essen Sie nicht in Ihrem Arbeitsberreich, und verwenden
Sie keine Kosmetika . Pipettieren Sie nicht mit dem Mund. Tragen Se
Schutzkleidung und Wegwerfhandschuhe.
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XVIII.ZUSAMMENFASSUNG DES PROTOKOLLS

GESAMT- KALIBRA- PROBE(N)-
AKTIVITAT TOREN KONTROLLEN
(nl) (nl) ()}
VORBEHANDLUNG
Proben, Kontrollen - - 50
Vorbehandlungsl 6sung R R 50
Inkubation Vortex 5 Sekunden und
Inkubieren Sie 30 Minuten bei Raumtemperatur
Verdinnungspuffer - - 1000
Schiitteln Vortexen
INKUBATION
Kalibratoren (0to 5) - 100 -
Vorbehandelte - - 100
Proben, Kontrollen
Tracerl 6sung 200 200 200
Inkubation 2 Stunden bei Raumtemperatur unter standigem Schiitteln
(400 rpm)
Separation - Absaugen (oder dekant.)
Waschl ésung - 20ml
Separation - Absaugen (oder dekant.)
Auswertung Messen der Rohrchen 60 Sekunden
DIAsource ! . Nummer der
Kata ognummer : Be paclk7z(;aot§6;;emmer ’ Origina ausgabe :
KIP1588 120823/1

Revisionsdatum : 2012-08-23
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Primadi utilizzareil kit legger e attentamente leistruzioni per I'uso

. USODEL KIT

Kit radioimmunologico per la determinazione quantitativa in vitro ddl fattore di crescita insulinosimile |
(IGF-1) in siero.

[I. INFORMAZIONI DI CARATTERE GENERALE

A. Nome commerciale: DIAsource IGF-1-RIA-CT Kit
B. Numero di catalogo: KIP1588: 96 test
C. Prodotto da: DI Asour ce ImmunoAssays SA.

Rue du Bosquet, 2, B-1348 L ouvain-la-Neuve, Belgio.

Per informazioni tecniche o su come ordinareil prodotto contattare:
Tel: +32 (0)10 84.99.11 Fax: +32 (0)10 84.99.91

M. INFORMAZIONI CLINICHE

A. Attivita biologiche

Il fattore di crescita similinsulinico 1 (IGF-1) o somatomedina-C (SM-C) e un polipeptide basico a catena singola a 70 amminoacidi
(MW : 7649) simile alla proinsulina (omologia nella sequenza del 50%) e all'altro elemento ben caratterizzato della famiglia delle
somatomedine, I''GF 11 (67AA, omologia nella sequenza del 70 % con I'lGF-1). L'IGF-1 éil fattore principal e che controlla la crescita
modulando le azioni dell’ormone della crescita, ormone ipofisario con livelli ematici atamente fluttuanti per il rilascio di tipo
pulsatile. La concentrazione ematica di IGF-1 & maggiormente stabile per il legame con proteine carrier. La concentrazione della
proteina | egante predominante (MW 53000) e la produzione di |GF-1 vengono regolate dall’ ormone della crecita. L'| GF-1 € prodotto
dal fegato e da altri tessuti e svolge attivita endocrine, paracrine e autocrine. Stimola la crescita e regola la differenziazione dei vari
tessuti, dimostra attivita insulinosimili e promuove la crescita delle cartilagini. Sebbene il GH rappresenti il principale fattore di
controllo della secrezione e della concentrazione di IGF-1, anche atri fattori risultano determinanti: |’eta (con un picco nella fase
adolescenziale), il sesso, lo stato di nutrizione e atri ormoni (estrogeni, tiroxina, prolattina, ecc.). Gli stimali trofici controllano
principalmente la secrezione di IGF-1 nel microambiente specifico di un determinato organo (attivita paracrine), mentre la

concentrazione di IGF-1 nel sangue rappresenta la principal e variabile della crescita sistemica bilanciata (attivita endocrine).

B. Applicazioni cliniche

Ritardo della crescita: Il ritardo della crescita puo essere dovuto a cause gravi, tra le quali una carente produzione di GH
(ipopituitarismo) associata a bass livelli ematici di IGF-1. A causa delle difficolta di interpretazione dei risultati ottenuti dalla
misurazione del GH (tramite test di stimolazione o test multipli dinamici), la determinazione della concentrazione stabile di IGF-1 nel
plasma viene spesso considerata alla stregua di un semplice test di screening volto alla valutazione "dell'impregnazione di GH" del
paziente prima di decidere se procedere a indagini piu estensive. Nei casi clinici gravi di deficit di crescita, & possibile riscontrare
bassi liveli di IGF-1 anchein presenza di una produzione di GH normale o elevata (ossia mal nutrizione, patologie croniche, nanismo
genetico come nel caso dei pigmei, ecc.). E interessante notare che bambini con discreta disfunzione neuro-secretoria di GH possono
mostrare bass valori di IGF-1 anchein presenza di livelli di GH normali riscontrati durante i normali test. E necessario interpretare
con molta cautela gli esiti del dosaggio di IGF-1 tenendo conto delle normali variazioni di IGF-1 durante I'infanzia e I’ adolescenza

(vedi Rosenfeld et a).

- Acromegalia: Nella acromegaliai liveli di IGF-1 sono elevati (eccesso di produzione di GH) e possono fungere da indicatore della
gravita della malattia. | risultati sono piu facili da interpretarein quanto i valori normali sono pitl facilmente definiti negli adulti. Le

misurazioni di IGF-1 sono, inaltre, utili @ monitoraggio del trattamento.

Ricerca: Il kit IGF-1 RIA € un indispensabile strumento per lo studio delle modifiche del fattore della crescita in presenza di
situazioni fisiologiche (gravidanza) o patologiche (diabete) e per lo studio della regolazione locale della produzione di IGF-1 rispetto
alle sue attivita paracrine e autocrine (cicatrizzazione, rigenerazione di organi, crescita neoplastica, sviluppo fetale, regolazione delle

gonadi, ecc.).



1V.  PRINCIPIO DEL METODO

Nel presente kit, DIAsource ha introdotto una fase di pre-trattamento per
migliorare le caratteristiche cliniche del dosaggio. E stato ben stabilito che le
proteine leganti interferiscono con il kit radioimmunologico per IGF-1. Una
quantita definita di IGF-1 marcata con **| compete con il IGF-1 presente in
calibratore e campioni per un numero definito di sti di un anticorpo adsorbito
sulla superficie interna di provette di polistirene. Dopo 2 ore di incubazione in
agitazione a temperatura ambiente, la reazione di competizione viene interrotta
per aspirazione della miscela di reazione. Le provette vengono quindi lavate con
tampone di lavaggio diluito e aspirate. La concentrazione di IGF-1 nei campioni
viene calcolata per interpolazione sulla curva calibratore.

V. REATTIVI FORNITI

Reattivi Kit da 96 Codice Volume di
test colore ricogtituzione
Provette sensibilizzate ,
U con anticorpo anti | GF-1 2x48 verde Pronte per |I'uso
1 flacone rosso Diluire 101x con
| Ag | 1251 | CONC | 04 ml Tampone per Tracciante
Marcato: |1GFE-1 marcato con 2| 300 kBq (vedi sezione VII. C)
(grado HPLC), in tampone fosfato
con abumina bovina e sodio azide
(<0,1%)
| TRACER | BUF | 1 flacone nero Pronte per I’ uso
25ml
Tampone per Tracciante in
tampone fosfao con caseina
bovina e sodio azide (<0,1%)
CAL n 1 flacone gidlo Aggiungere 1 ml di
' . T il
Cdibratore  zero in  tampone liofilizzati acquadigtillata
fosfao con ovadbumina e
gentamicina
CAL - 5 flaconi gidlo Aggiungere 1 ml di
Cdibraore 1-5 di IGF-1, (le liofilizzati Tampone diluizione
concentrazi oni esate  degli
cdibratore sono riportate sulle
etichette dei flaconi), in tampone
fosfao con ovadbumina e
gentamicina | calibratori sono
prediluiti
PRE | SOLN | 1 flacone nero Pronte per |’uso
Soluzione di  pretrattamento 5ml
contenente HCI 0,1 N
DIL BUF 1 flacone verde Pronte per |I'uso
50 ml
Tampone diluizione: tampone
fosfato con caseinabovina e sodio
azide (<0,1%)
‘ WASH ‘ SOLN ‘ CONC ‘ 1 flacone bruno Diluire 70 x con acqua
10ml distillata usando un
agitatore magneti co
Tampone di lavaggio (TRIS-HCI)
CONTROL | N | 2 flaconi argento | Aggiungere 0,5 ml di
Conral-N=102 nsaro liofilizzati acquadistillata
umano etimolo

Nota: usareil tampone diluizione per diluizioni campione.
1 ng della preparazione standard & equivalente a 1 ng di NIBSC 1% IRR
87/518.

VI.  REATTIVI NON FORNITI

Il seguente materiale érichiesto per il dosaggio ma non & fornito nel kit.
1. Acquadistillata

2. Pipette per dispensare 50 pl, 100 ni, 200 pl, 500 M, 1 ml e3 ml (S
raccomanda di utilizzare pipette accurate con puntale in plastica
MoNousD).

3. Provette di plastica per campioni pre-trattamento

4. Agitatore tipo vortex.

5. Agitatore magnetico.

© 0N

VII.

VIII.

X.

Nooh,rwdEm

=0

Pipetta aripetizione automatica 5 ml per i lavaggi.

Sistema di aspirazione dei campioni (facoltativo).

Agitatore rotante (400 rpm)

Contatore gamma con finestra per 2| (efficienza minima 70%)

PREPARAZIONE DEI REATTIVI

Calibratore: Ricodtituire il calibratore zero con 1 ml di acqua digtillata €
ricogtituirei calibratore 1-5 con 1 ml di Tampone diluizione.
Controlli: Ricogtituirei controlli con 0,5 ml di acqua distillata.
Soluzione del Tracciante: Preparare un adeguato volume della soluzione
del Tracciante aggiungendo 20 pl di Tracciante a 2 ml di Tampone per
Tracciante. Utilizzare un vortex per omogeneizzare.

Esempio di diluizione del Tracciante

Numer o di Tracciante | Tampone per Volume della
provette (T0)] Tracciante soluzione del
(ml) Tracciante (ml)
24 50 5,0 5,050
48 100 10,0 10,100
72 150 15,0 15,150
96 200 20,0 20,200

E' necessariala diluizione estemporanea del tracciante.

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

CONSERVAZIONE E SCADENZA DEI REATTIVI

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

Dopo recostituzione, calibratore e controlli sono stabili 7 giorni a 2-8°C e
suddivis in aliquote a —20°C per periodi pi? lunghi 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.

La soluzione de Tracciante appena preparata dovra essere utilizzata in
giornata.

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

RACCOLTA E PREPARAZIONE DEI CAMPIONI

Conservarei campioni di sieroa2-8°C.

Se non § desidera eseguire il dosaggio entro 48 ore da préeievo, s
raccomanda di conservarei campioni a—20°C.

Evitareripetuti cicli di congelamento-scongelamento dei campioni.

METODO DEL DOSAGGIO

Avvertenze gener ali

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

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

L'uso di pipette ben tarate e ripetibili o di sisemi di pipettamento
automatici migliora la precisone del dosaggio. Rispettare i tempi di
incubazione.

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

Fase di pre-trattamento

Numerare una provetta di plastica per ogni campione e controllo.
Dispensare 50 pl di ogni campione e controllo nella provetta
Aggiungere 50 pl di soluzione di pre-trattamento in questa provetta.
Agitare su vortex ogni provetta per 5 secondi.

Incubare 30 minuti atemperatura ambiente

Dispensare 1 ml di tampone di diluizionein ciascuna provetta.
Agitare su vortex ogni provetta.

Metodo del dosaggio
Numerare le provette sensi bilizzate necessarie per dosare in duplicato ogni
calibratore, campione o controllo. Numerare 2 provette non sensbilizzate



per la determinazione dell’ attivitatotale.

2. Agitare brevemente su vortex calibratore, campioni e controlli. Dispensare
100 m di calibratore, campioni e controlli nelle rispettive provette.

3. Dispensare 200 ml di soluzione del Tracciante in tutte le provette,
comprese quelle per I' attivita totale.

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

5. Incubare 2 ore in agitazione a temperatura ambiente (400rpm)

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

7. 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.

8. Lasciare decantare le provette in posizione verticale per due minuti circae
aspirare eventuali gocce di liquido residue.
9. Contaretutte le provette per 1 minuto con il contatore gamma.

XI.  CALCOLO DEI RISULTATI

1. Calcolarela media delle determinazioni in duplicato.

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

cpm (Calibratore, campioni o controlli) <1

B/BO(%) =
6 cpm (Zero Cdibratore)

00

3. Usando carta semilogaritmica a 3 cicli o logit-log e ponendo in ordinata i
rapporti di competizione. B/BO (%) per ogni calibratore e in ascissa le
rispettive concentrazioni di IGF-1, tracciare la curva di taratura, scartare i
valori palesemente discordanti.

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

5. Per interpolazione sulla curva di taratura dei rapporti di competizione di

campioni e controlli, determinare le rispettive concentrazioni di | GF-1.
6. Per ogni dosaggio determinare la capacita legante BO/T.

XIl.  CARATTERISTICHE TIPICHE
| sotto riportati sono forniti atitolo di esempio e non devono essere utilizzati per

calcolare le concentrazioni di IGF-1 in campioni e controlli a posto della curva
calibratore eseguita contemporaneamente.

IGF-1 cpm B/Bo (%)
Attivitatotale 71038

Cdibraore 0,0 ngml 38117 100,0
33,0 ng/ml 35753 93,8
814 ng/ml 30816 80,8
228,8 ng/ml 19914 52,2
640,2 ng/ml 10525 27,6
1529,0 ng/ml 5331 14,0

XIIl. CARATTERISTICHE E LIMITI DEL METODO

A.  Sensibilita

La senshilita, calcolata come concentrazione apparente di un campione con cpm
pari ala media meno 2 deviazioni calibratore di 20 replicati dello calibratore zero,
erisultata essere 3,4 ng/ml.

B.  Specificita

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

Composto Cross-Reattivita
(%)
IGF-1 100,0
IGF-I1 0,7
Insulina Nessuno
GH Nessuno

Nota: questa tabella mostrala cross-resttivitarelativaall’ anti |GF-1

C. Precisione
INTRA SAGGIO INTER SAGGIO
Siero N <X>+SD Ccv Siero N <X>+SD CcVv
(ng/ml) (%) (ng/ml) (%)
A 20 36,1+ 33 91 A 17 129,1+ 11,6 9,0
B 20 81,4+19 19 B 17 362,5+ 14,9 41
C 20 402,8+ 6,8 1,7

SD : Deviazione Standard; CV: Coefficiente di Variazione

D. Accuratezza

TEST DI DILUIZIONE

Campione Diluizione Concentrazione Concentrazione
teorica misurata
(ng/ml) (ng/ml)
Siero A 1 - 818
12 409 418
14 205 216
1/8 102 110
1/16 51 54
1 - 501
SieroB 12 251 250
14 125 130
1/8 63 62
116 31 26
| campioni sono stati diluiti con tampone di diluizione.
TEST DI RECUPERO
Campione IGF-1 aggiunto IGF-1 recuperato Recupero
(ng/ml) (ng/ml) %)
Cl 17 18 108
c2 53 55 104
C3 160 164 103
c4 382 411 107
Fattore di conversione:
Dang/ml anmol/l:  x0,1307
Danmol/l ang/ml:  x 7,649

XIV. CONTROLLO DI QUALITAINTERNO

- Se i risultati ottenuti dosando il Controllo 1 e il Controllo 2 non sono
al’interno del limiti riportati sull’ etichetta dei flaconi, non & opportuno
utilizzare i risultati ottenuti per i campioni, @ meno che non si trovi una
giustificazione soddi sfacente.

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

- | criteri di accettazione delle differenze tra i risultati in duplicato dei
campioni devono basars sulla buona prass di laboratorio.

XV.INTERVALLI DI RIFERIMENTO

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

Soggetti normali
MASCH I( (ng/ml) FEMMINE (ng/ml)
Gruppodi

eta Media Intervallo N Media Intervallo N
0- 2anni 102 73-184 14 98 59-143 3
3- 5ami 124 103-189 7 159 84-447 9
6- 8anni 177 115-249 9 276 79-432 10
9- 11 anni 362 181-656 9 272 175-445 8
12 - 14 anni 315 168-557 10 418 202-1101 19
15- 17 anni 409 224-592 9 414 138-658 25
18 - 20 anni 330 190-390 4 355 144-519 10
21 - 30 anni 313 235-408 6 310 191-478 52
31 - 40 anni 225 154-270 10 279 180-437 53
41 - 50 anni 222 160-318 15 233 123-406 39
51 - 60 anni 195 144-286 26 217 122-327 36
> 60 anni 171 94-245 23 186 91-320 27

Nota: gli intervalli sono basati su valori min— max.



XVI. PRECAUZIONI PER L'USO

Sicurezza

I1 kit € solo per uso diagnostico in vitro.

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

L'acquisto, la detenzione, I' utilizzo e il trasporto di materiale radioattivo sono
soggetti a regolamentazione locale. In nessun caso il prodotto pud essere
somministrato ad esseri umani o0 animali.

Usare sempre guanti e camici da laboratorio quando s manipola materiale
radioattivo. L e 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 material e 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
ale norme locali di radioprotezione. | rifiuti radioattivi devono essere smaltiti
secondo le norme locali di radioprotezione. Lo scrupoloso rispetto delle norme
per I'uso di sostanze radi oattive fornisce una protezione adeguata agli utilizzatori.
| reettivi di origine umana presenti nel kit sono stati dosati con metodi approvati
da organismi di controllo europei o0 da FDA e s sono rivelati negativi per HBs
Ag, anti HCV, anti HIV1 e anti HIV2. Non sono disponibili metodi in grado di
offrire la certezza assoluta che derivati da sangue umano non possano provocare
epatiti, AIDS o trasmettere altre infezioni. Manipolare questi reattivi o i campioni
di siero o plasma secondo le procedure di sicurezza vigenti.

Tutti i prodotti di origine animale o loro derivati provengono da animali sani. |
componenti di origine bovina provengono da paes dove non sono sati segnalati
cas di BSE. E' comunque necessario considerare i prodotti di origine animale
come potenziali fonti di infezioni.

Evitare ogni contatto dell’epidermide con i resttivi 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 resttivi
facendo scorrere abbondante acqua negli scarichi.

Nei luoghi dove s usano sostanze radioattive non & consentito consumare cibi o
bevande, fumare o usare cosmetici. Non pipettarei reattivi con pipette a bocca
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XVIII. SCHEMA DEL DOSAGGIO

Attivita Calibratore Campioni
totale Contralli

m m m
PRE-TRATTAMENTO
Campioni, Controlli - - 50
Soluzione di pre- - - 50
trattamento
Incubazione Agitare per 7 secondi e

Incubare 30 minuti atemperatura ambiente
Tampone diluizione - - 1000
Agitazione Vortex
INCUBAZIONE
Cdibraore (0to 5) - 100 -
Campioni pretrattati, - - 100
controlli
Soluzione del Tracciante 200 200 200
Incubazione Dopo 2 ore in agitazione atemperatura ambiente (400
rpm)

Separazione Aspirare (0 decantare)
Soluzione di lavoro del 2ml
tampone di lavaggio
Separazione Aspirare (0 decantare)
Conteggio Contare le provette per 1 minuto

Numero di cataogo di DI Asource : P.l. numero: Revisione numero :
KIP1588 1700868/it 120823/1

Datadi revisione: 2012-08-23




C€

Leer el protocolo completo antesde usar.

|GF-1-RIA-CT

INSTRUCCIONES DE USO

Radioinmunoensayo para la determinacion cuantitativa in vitro del factor de crecimiento similar ala
insulina 1 (1GF-1) humano en suero.

INFORMACION GENERAL
Nombre; DIAsource IGF-1-RIA-CT Kit
NUmerode Catdlogo: KIP1588: 96 tests

Fabricado por: DIAsouce ImmunoAssays S.A.
Rue du Bosquet, 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Bégica.

Para cuestiones técnicas e infor macion sobr e pedidos contactar :
Tel.: +32(0)10 84.99.11 Fax: +32 (0)10 84.99.91

INFORMACION CLINICA

Actividades biologicas

El factor de crecimiento similar alainsulina (IGF-1) o somatomedina-C (SM-C) es un péptido basi co con una sola cadena
proteica de 70 aminoacidos (PM : 7649) similar ala proinsulina (50% de homol ogia de secuencia), y a otro miembro bien
caracterizado de la familia somatomedina: IGF Il (67AA, 70 % de homologia de secuencia con & IGF-1). El IGF-1 es e
factor més importante que interviene en las acciones promotoras del crecimiento de la hormona de crecimiento, una
hormona pituitaria con niveles de sangre muy fluctuantes debidos a la secrecion pul sétil. La concentracion en sangre del
IGF-1 es mas estable debido a la conjugacion a proteinas transportadoras. La concentracion de la proteina ligadora
predominante (PM 53000) asi como la produccion del IGF-1, son reguladas por la hormona de crecimiento. El IGF-1 es
producido por €l higado, y otrostejidos, y tiene actividades endocrinas, paracrinasy autocrinas. Estimula € crecimiento y
regula la diferenciacion de varios tgidos, cumple actividades smilares a las de insulina 'y estimula e crecimiento del
cartilago. Aunque GH es d factor méas importante para € control de la secrecion y la concentracion del IGF-1, otros
factores también son determinantes: la edad, (con un cumbre en la adolescencia), € sexo, € estatuto nutricional, y otras
hormonas (estrégeno, tiroxina, prolactina,...). Estimulos tréficos especificos controlan principalmente la secrecion del
IGF-1 en & microcontexto local de un érgano particular (actividades paracrinas), y la concentracion del IGF-1 en sangre
esla variable masimportante para el crecimiento sistémico equilibrado (actividades endocrinas).

Aplicacionesclinicas

Retraso de crecimiento: € retraso del crecimiento puede ser causado por causas diferentes, como la deficiencia de la
produccion de GH (hipopituitarismo), que se asocia a niveles bajos de IGF-1 en la sangre. Dado que obtener resultados
interpretables de las mediciones de GH es dificil (por ensayos dinamicos multiples o estimuladores), la determinacion de
la concentraciéon de IGF-1 estable es frecuentemente considerada como un ensayo smple para la evaluacion de la
«impregnacion de GH» del paciente antes de decidir investigaciones més extensivas. Pueden observarse niveles bajos de
IGF-1 en la sangre en muchas stuaciones clinicas con un crecimiento retrasado, a pesar de una produccién normal o
elevada de GH (malnutricion, estados de enfermedades crénicas, enanos genéticos como pigmeos, ...). I nteresante: nifios
con una disfuncién discreta neurosecretoria de GH pueden presentar niveles bajos de IGF-1 a pesar de niveles normales
en ensayos convencionales. Los resultados del ensayo IGF-1 se deben interpretar con precaucion, considerando las
variaciones normales del IGF-1 en lainfanciay lapubertad (ver Rosenfeld et al).

Acromegalia: los niveles de IGF-1 son elevados en acromegalia (produccion excesiva de GH) y pueden ser un

indicador de la gravedad de la enfermedad. Los resultados se interpretan mas facilmente porque los valores normales se
definen mas facilmente en adultos. Las medi ciones de | GF-1 también son (tiles para seguir € tratamiento.
- Investigacion: El ensayo IGF-1 RIA es un insrumento inestimable para € estudio de las modificaciones de este factor
de crecimiento en situaciones fisiol 6gicas (embarazo) o patol 6gicas (diabetes), y la regulacion local de la produccién de
IGF-1 en relacion con sus actividades paracrinas y autocrinas (curacion de heridas, regeneracién de érganos, crecimiento
neoplastico, desarrollo fetal, regulacion gonadal, etc.).



IV. PRINCIPIOSDEL METODO

En ede ensayo, DIAsource ha introducido una fase de pretratamiento para
megorar @ funcionamiento del ensayo. Es cierto que las proteinas ligadoras
influyen en & radioinmunoensayo para IGF-1. Una cantidad fija de IGF-1
marcada con 1'® compite con & IGF-1 a medir, presente en la muestra o en e
calibrador, por los puntos de unién del anticuerpo inmovilizado en las paredes de
un tubo de poliestireno. Después de 2 horas de incubacion a temperatura ambiente
con agitacion, una aspiracion termina con la reaccién de competicion. Los tubos
se lavan con 2 ml de Solucion de lavado y se aspiran otra vez. Se dibuja la curva
de calibracién y las concentraciones de |GF-1 de las muestras se determinan por
interpolacion dela dosis en la curvade calibraciéon.

V. REACTIVOS SUMINISTRADOS

Reactivos Kit 96tests | Caddigo Recongtitucién
decolor
Tubos recubiertos con anti 2x 48 verde | Listoparauso
IGF-1
| 1via rojo Diluir 101 x con
| Ag | 1251 | CONC 04ml tampén marcador
300 kBq (ver seccion VII.
TRAZADOR:IGF-1 marcado con C)
1125 (grado HPLC) en tampdn
fosf&ico con adbumina bovina y
azida (<0,1%)
TRACER | BUE | lvia negrro | Listo parauso
25ml
Tamp6n Marcador en tampon
fosfato con caseina bovinay azida
(<0,1%)
CAL n 1via amaillo | Afiadir 1 ml de
liofilizado agua destilada
Cadibrador cero en tamp6n fosfao
con ovabuminay gentamicina
CAL Svides amaillo | Afadir 1 ml de
liofilizados Tamp6n de
Cdibradores|GF-1-N =14 5 dilucidn
(mirar los vaores exactos en las
etiquetas) en tampon fosfético con
ova buminay gentamicina
Los calibradores estan
prediluidos
| PRE | SOLN | 1via negro Listo parauso
5ml
Solucién de Pretratamiento con
HCI0,1N
1via verde Listo parauso
| DIL | BUF | 50 ml
Tampon de dilucion: tampén Tris-
HCl con caseina bovina y azida
(<0,1%)
1via marrén Diluir 70 x con
| WASH | SoLN | CONC | 10ml agua destilada
- (utilizar agitador
Solucién de lavado ( TRIS-HCI) magnético)
2vides plaeado | Afadir 0,5ml de
Aot e g
Controles-N =102
en suero humano y timol

Nota: Use d tampon de dilucion paralas diluciones de muestra.
1 ng de la preparacion del calibrador es equivalente a1 ng NIBSC 1% IRR
87/518.

VlI. MATERIAL NO SUMINISTRADO

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

1. Agua destilada

2. Pipetas de 50ul, 100m, 200 pl, 500m, 1 ml y 3 ml (Se recomienda e uso
de pipetas precisas con puntas desechabl es de plastico)

Tubos plésticos para € pretratamiento de muestras

Vortex

Agitador magnético

Jeringa automética 5 ml (tipo Cornwall) para e lavado

Sistema de aspiraci 6n (opcional)

Nookrw

8.
9.

VII.

VIII.

NookrwdhrF o

=0

Agitador de tubos (400 rpm)
Contador de radiaciones gamma para medir 1125 (minima eficiencia 70%)

PREPARACION REACTIVOS

Calibradores. Recongtituir € Calibrador cero con 1 ml de agua destilada y
los calibradoresN =1 a 5 con 1 ml de Tampdn de dilucion.

Controles: Reconstituir los controles con 0,5 ml de agua destilada.

Solucién Marcadora: Preparar un volumen adecuado de solucidn
marcadora afiadiendo 20 pl de Marcador a 2 ml de Tampdén Marcador.
Utilizar un vértex para homogenei zar.

Ejemplo de dilucién mar cadora

Numero de M ar cador Tampoén Volumen de
tubos (ul) mar cador (ml) solucién
mar cadora (ml)
24 50 5,0 5,050
48 100 10,0 10,100
72 150 15,0 15.,50
96 200 20,0 20,200

Ladilucién del trazador marcador se debe hacer en e momento de uso.

Solucién de lavado de trabajo: Preparar € volumen necesario de Solucion
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 a
final del dia.

ALMACENAJE Y CADUCIDADESDE LOS REACTIVOS

Antes de abrir o recongtituir todos los componentes de | os kits son estables
hasta la fecha de caducidad indicada en la etiqueta, si se guardan a 2-8°C.
Después de su recongtitucion los calibradores y controles son estables
durante 7 dias a 2-8°C. Para periodos mas largos, alicuotar y guardar a —
20°C durante 3 meses. Evitar congelar y descongelar sucesivamente.

La solucién de lavado de trabajo recién preparada solo debe utilizarse en e
mismo dia.

Después del primer uso, el trazador es estable hasta la fecha de caducidad,
s seguardaen el via original cerrado a2-8°C.

La Solucion Marcadora recién preparada solo debe utilizarse en el mismo
dia..

Las alteraciones de los reactivos en € aspecto fisico pueden indicar
inestabilidad odeterioro.

RECOGIDA Y PREPARACION DE MUESTRAS

Las muestras de suero deben ser guardadas a 2-8°C.
Si @ ensayo no seredliza en 48 hrs., amacenar las muestras a—20°.
Evitar congelar y descongelar sucesivamente.

PROTOCOLO

Notas de manejo

No utilizar & kit o 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, agitandolos o
girandolos suavemente. Con € fin de evitar ninguna contaminacion
utilizar puntas de pipetas desechables y limpias para la adicion de cada
reactivo y muestra.

El uso de pipetas de precision o equipamiento de dispensacion automética
mejorarala precision. Respetar |ostiempos de incubacion.

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

Fase de pretratamiento

Marcar un tubo de plastico para cada muestray control.
Dispensar 50 ul de cada muestray control en € tubo.

Afiadir 50 ul de la solucion de pretratamiento en este tubo.
Mezclar cada tubo con & mezclador vortex durante 5 segundos.
Incubar 30 minutos a temperatura ambiente.

Dispensar 1 ml del Tampon de Dilucion en cada tubo.

Mezclar cada tubo con &l mezclador vortex.

Protocolo

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

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

Dispensar 200 pl de Solucion Marcadora en cada tubo, incluyendo los
tubos descubiertos alas Cuentas Totales.

Agitar suavemente la gradilla de tubos para soltar cualquier burbuja
cautiva de las paredes de | os tubos.

Incubar 2 horas a temperatura ambiente con agitaci6n (400 rpm).



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

7. Lavar los tubos con 2 ml de Solucién de lavado de trabajo (excepto los de
Cuentas Totales) y aspirar. Evitar la formacion de espuma durante la
adicion dela Solucion de lavado

8. Dear los tubos en posicion inversa durante 2 minutos y aspirar € liquido
restante.

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

Xl.  CALCULO DE RESULTADOS

1. Calcular la media delos duplicados.
2. Calcular la radiactividad enlazada como un porcentaje de la unién con
respecto a calibrador cero (0) de acuerdo con la siguiente formula:

Cuentas (Caibrador 6 muestra) t
Cuentas( Calibrador Cero)

3. Utilizando papel 3 ciclo semilogaritmico o logit-log, representar los

valores de (B/B0%) de cada calibrador frente a las contracciones del IGF-1
de cada calibrador, rechazando | os extremos claros.
Métodos computarizados de computacién de resultados pueden ser
utilizados para la construccion de la curva de calibracion. S se utiliza un
sistema automatico de calculo de resultados, se recomienda usar la
representacion gréfica“ 4 parametros’.

4, Por interpolacién de los valores (B/B%) de las muestras, se determinan los
valores de las concentraciones de las mismas desde la curva de calibracion.

5. El porcentaje total de enlace del trazador en ausencia de IGF-1 no marcado
(BO/T) debe ser calculado en cada ensayo.

B/BO(%) = 00

XIl.  EJEMPLO DE RESULTADOS

Los datos mostrados a continuacion sirven como ejemplo y nunca deberan ser
usados como una calibracién real .

IGF-1 cpm B/Bo (%)
Cuentas Totaes 71038
Cdlibrador 0,0 ng/ml 38117 100,0
33,0 ng/ml 35753 93,8
81,4 ng/ml 30816 80,8
228,8 ng/ml 19914 52,2
640,2 ng/ml 10525 27,6
1529,0 ng/ml 5331 14,0

XIIl. REALIZACION Y LIMITACIONES

A. Limite de deteccion

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

El limite de deteccion, definido como la concentraci 6n aparente resultante de dos
desviaciones estandares debajo de la media de enlace del calibrador cero, fue de
3,4 ng/ml.

B. Especificidad

El porcentaje de reaccién cruzada estimada por la comparacion de la
concentracién (indicando una inhibicién de 50 %) es respectivamente:

Componente Reaccion-cruzada
(%)

IGF-1 100,0

IGF-I1 0,7

Insulina ninguna

GH ninguna

Nota: estatabla presenta lareaccion cruzada para e anti IGF-1
C. Precision

PRECISION INTRA-ENSAYO PRECISION INTER-ENSAYO

Suero N <X>+8SD CcVv Suero N <X>+ 8D CcVv
(ng/ml) (%) (ng/ml) (%)
A 20 36,1+ 3,3 91 A 17 129,1+ 11,6 9,0
B 20 81,4+19 19 B 17 362,5+ 14,9 41
C 20 402,8+ 6,8 17

SD: Desviacion estandar; CV: Coeficiente de variacion

D. Exactitud

TEST DILUCION

Muestra Dilucién Concent. Concent.
tedrica medida
(ng/ml) (ng/ml)
Suero A U1 - 818
12 409 418
v4 205 216
/8 102 110
116 51 54
Suero B 71 - 501
12 251 250
14 125 130
/8 63 62
116 31 26

Las muestras fueron diluidas con € Tampén de Dilucién.

TEST DE RECUPERACION

Muestra IGF-1 IGF-1 Recuperado
afiadido Recuperado %)
(ng/ml) (ng/ml)

C1 17 18 108

c2 53 55 104

C3 160 164 103

c4 382 111 107

Factor de conversion:
Deng/ml anmol/L: x0,1307
Denmol/L ang/ml:  x 7,649

XIV. CONTROL DE CALIDAD INTERNO

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

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

- Los criterios de aceptacion de la diferencia entre los resultadosin duplo de
las muestras se apoyan en las précticas de laboratorio corrientes.

XV. INTERVALOSDE REFERENCIA

Estos val ores solamente sirven de pauta; cada laboratorio tiene que establecer sus
propios val ores normal es.

Sujetos normal es

HOMBRES (ng/ml) MUJERES (ng/ml)
Edad

Media Alcance N Media Alcance N
0- 2afios 102 73-184 14 98 59-143 3
3- 5afios 124 103-189 7 159 84-447 9
6 - 8 afios 177 115-249 9 276 79-432 10
9- 11 afios 362 181-656 9 272 175-445 8
12 - 14 afios 315 168-557 10 418 202-1101 19
15 - 17 afios 409 224-592 9 414 138-658 25
18 - 20 aflos 330 190-390 4 355 144-519 10
21 - 30 afios 313 235-408 6 310 191-478 52
31 - 40 afios 225 154-270 10 279 180-437 53
41 - 50 afios 222 160-318 15 233 123-406 39
51 - 60 afios 195 144-286 26 217 122-327 36
> 60 afios 171 94-245 23 186 91-320 27

Observacién: los interval os estan basados en los val ores min - méax.

XVI. PRECAUCIONESY ADVERTENCIAS

Sequridad

Para uso solo en diagnéstico in vitro.

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

Este producto radiactivo solo puede ser mangado y utilizado por personas
autorizadas; la compra, almacenaje, uso y cambio de productos radiactivos estan
sujetos alalegidacion del paisde usuario. En ningin caso € producto debera ser
suministrado a humanos'y animal es.

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



Cualquier derramamiento radiactivo debera ser limpiado de inmediato de acuerdo
con los procedimientos de seguridad. Los desperdicios radiactivos deberan ser
amacenados de acuerdo con las regulaciones y normativas vigentes de la
legidacion alacual pertenezca el laboratorio. El gjustarse a las normas basicas de
seguridad radiolégica facilita una proteccién adecuada.

Los componentes de sangre humana utilizados en este kit han sido testados por
métodos aprobados por la CEE y/ola FDA dando negativo a HBsAg, anti-HCV,
anti-HIV-1y 2. No se conoce ninglin método que asegure que los derivados de la
sangre humana no transmitan hepatitis, SIDA u otras infecciones. Por lo tanto el
manejo de los reactivos y muestras se hara de acuerdo con |os 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 que contengan sustancias animales
deberan ser cons derados como potencial mente infecciosos.

Evitar cualquier contacto de los reactivos con la pid (azida sddica como
conservante). La azida en este kit puede reaccionar con €l plomo y cobre de las
caferias y producir azidas metélicas altamente explosivas. Durante € proceso de
lavado, hacer circular mucha cantidad de agua por €l sumidero para evitar el
almacenamiento de laazida.

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

CUENTAS CALIBRADOR MUESTRA(S)
TOTALES ES CONTROL(S)
(nl) (nl) (nl)
PRE-TRATAMIENTO
Muestras, controles - - 50
Solucién de - - 50
pretratamiento
Incubaci 6n Voértex durante 7 segundos y
30 minutos de incubaci 6n atemperatura ambiente

Tampdn de dilucion - - 1000
Agitar Vértex
INCUBACION
Cadibradores (0 a5) - 100 -
Muestras pretratadas, - - 100
Controles
Solucién Marcadora 200 200 200
Incubaci6n 2 horas atemperatura ambiente con agitaci 6n (400 rpm)
Separacion - Aspirar (o decantar)
Solucion de lavado de - 2,0ml
trabgo
Separacion - Aspirar (o decantar)
Contge Contar los tubos durante 60 segundos

DlAsource Caaogo n.” P.I. nimero: Revision n.%:
K1P1588 1700868/es 120823/1

Fecha delarevision : 2012-08-23
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Awpacte 0L0KANPO TO TPOTOKOALO TPV €O TN YP1iON.

|GF-1-RIA-CT

XPHXH I'lA THN OIIOIA ITIPOOPIZETAI

Pad100voconpocdoplotdg yioo Ty in Vitro mocotikny péTpnon Tov avOpOmIvVou WGOLAVOELSODG
avénrikod tapdyovra-1 (IGF-1) otov opd.

T'ENIKEY IIAHPO®OPIEX
Epmopuc} ovopasia:  Kur IGF-1-RIA-CT g DIAsource
Ap1Opog KoTaroyov: KIP1588: 96 mpocdiopicpol

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

TN teyviki fo0gia 1| IAnpo@opicg oYeTIKG pe TOPOYYEMES EMKOIVOVI|OTE GTA:
Tnyh.: +32(0)10 84.99.11 ®og: +32 (0)10 84.99.91

KAINIKO YIIOBAGPO

Bwohoyukn dpdon

O woovkwoedng avéntikdg mapdyovtag 1 (IGF-1) M copatopedivn-C (SM-C) eivar éva Boaoctkd molvmentidio povig
oAveidog 70 apwvoéiov (MB: 7649) mapouoto pe tmv mtpoiveovAivn (oporoyio oAAniovyiog 50%) kot pe to GALO KaAd
XOPOUKTNPIGUEVO HEAOG TG Otkoyévelag TV copatopedvav: IGF Il (67AA, oporoyia odiniovyiog 70% pe tov IGF-1).
O IGF-1 &ivol 0 TAéov onpavtikdg mapdyovtag, o omoiog dlopecorafel yio Ti dpAcelg TPoaywYNG ™G avamTuéng TG
AUENTIKNG OpROVNG, MG OPUOVIG THG VITOPLONG TOV TUPOVGIALEL VYNAT SOKVUVOT 0T EXITESQ TOV QiLOTOg AOYm
moAukng omedevdépwonc. H ovykévipoon tov IGF-1 oto aipo givar mo otobepr] Aoyo ™G déopgvong otig
uetapépovoeg Tpwteiveg. H ovykévipmon g kupiapyng decpevovsog tpwteivng (MB 53.000) kabdg kot 1 mopoymyn
tov IGF-1, pvbuifovton amd v avéntikny opuovn. O IGF-1 mopdyeton omd 1o fmap kot GALOLG 1OTOVG Kou el
£VOOKPIVEIG, TOPAKPLVEIG Kol owTOKpveiG dpdoelg. Ateyeipel mv avamtoén kot puOuilel m dapoporoinon Supdpwv
10TdV, ep@avilel voovAivoeideic dpdoelg kat Tpodyel v avamTuén Tov xovdpov. Iapdtin avEntikn opudvn (GH) eivar
0 TAEOV ONUAVTIKOG TOPAYOVTOG TTOV EAEYYEL TNV EKKPLOT KoL TN cuykévipwon Tov |GF-1, dAlot mapdyovteg eivar emiong
kofopiotikoi: N Nlkia (ue KopvEwon oty gpnPein), To VIO, N KotdoTaon Opéyng kot dAkeg opuoveg (oloTpoydvo,
Oupo&ivn, mporaxtivn, ...). Eidikd tpoeikd epebiocpota eréyyouv kvpiog v ékkpion tov IGF-1 oto TomiKd
ikponepBAALOV £VOG GLYKEKPIUEVOD opydvov (Topakpiveic Spdacels), evd N cuykévipwon tov IGF-1 6to aipo givar n
TAEOV ONUOVTIKY LETUBANTA Y10 1IGOPPOTNUEVT GLGTNROTIKY avamTuén (svokpiveic dpdoelg).

Khavikég epappoyég

- KaOvotépyon s avarroéns: H kabvotépnon g avantuéng evééyetatl va o@eileTanl og apketég otieg, Hetaéh Tmv
onoilwv givon N averapkng nopaywyn GH (vrobmoguoiopdg), n onoia oyetiletar pe yaunid enineda tov IGF-1 670 aipa.
Ady® tov dvokohdv oty AMjyn epunvedoiuov arotedecpdtov omd petpioelg g GH (ne duvapikég moAlamhéc
e€etloeic N eEetdoelg diéyepong), o Tposdiopiondg g otabepnc cvykévipwons tov |GF-1 6to nAdopa Oswpeitorl cuyva
oG omA) e&étaon eréyxov Yoo v afoddynon tov "dwamotiopod pe GH" tov acbevodg mpv amo@aoioTodv mo
EKTETAUEVEG EPEVVEG. X€ OPKETEG KAMVIKEG KOTAOTACEG He TPOPANpa avdntuéng, evdéyetan va mapatnpnfovv yaunid
enineda IGF-1 moapd ™ @uotoroyik i vyniy moapayoyn GH (dnA. vrooitiouds, xpovieg vOcot, OpIGUEVOL YEVETIKNG
atttoroyiog vavor onwg ot Iuypaiot, ...). Eivol evdiaeépov 6t maudid pe dtakpirr vevpo-gkkpitikt dusierrovpyio g GH
evdéxeton v eppaviCovv youniéc tipég IGF-1 mapd 1o puotohoykd eninedo GH mov mopatnpodviar pe copfotikés
getdoelc.  To oamoteléopato tov mpoodopiopod IGF-1 mpémer va gpunvevoviar pe mpoooyh] e€etdloviag Tig
@uo1ohoyIKkés dlokvudvoeig Tov | GF-1 kot ) didpketo tng maudikng nikiog kat tng epnPeiog (deite Rosenfeld et al).

- Axpoueyaiia: Ta enineda tov IGF-1 givar avénuéva oty akpopeyorio (vreppoiikn Tapaywyn GH) kat evdéyeton vo
APNOEvOLY G deikng ™G Bopvtag ™mg vocov. Ta amote Aéopato epUnveDOVTOL T EVKOAN ETEDT Ol PVGIOLOYIKEG
Tpég opiCovtot mo evkoro o€ evnhikovg. Ot petpioeig tov IGF-1 givan emiong yprioyieg yo tyv mapakorovbnon g
Oepanciog.

Epevva: To kit IGF-1 RIA givaw éva moldtyo epyodeio yuo ) HEAET T®V TPOTOTOUGE®Y GVTOV TOL CVENTIKOD
mapdyovia katd N diGpkelo euoiohoykdv (dni. kinon) 1 taboroyikdv (dnk. S10fHNC) KATUGTACE®Y Kl TG TOTIKNG
pOBong g mapaywyfig tov IGF-1 og oyxéon pe T mapoukpiveic kol avtokpvelc dpactikdmTég T0V (EMODA®ON
TPOVUGTOV, OVOYEVVNGT] OPYAVOV, VEOTAOGUATIKY AvARTUEN, avAmTuéN ToV euPpoov, phduion yovadwy k.AT).



IV.  BAXZIKEX APXEX THX MEGOA0Y

Y10 noapdv Kit, n DIAsource siofyaye évo. frua mpo-epyasiog, dote vo. Bedtidoet
™mv KAvikn anddoon g e&étaonc. Exet anoderyfel 1o o1 SecpEVTIKES TPWTEIVEG
napeppaivovv otn padloavocodokipocio yio to |GF-1.

Mua otafepi mosdtta |GF-1 onpacpévou pe 21 avioyoviteta pe tov |GF-1 mov
0o petpnbei, o omoiog vmapyer oto deiypo N oto Pabupovounti, Y otobepn
moodTTe 0E0EOV AVTICOUAT®OV TOL &ivol OKWVNTOTOMUEVE GTO TOY®UO VOGS
coAnvapiov Tolvotvpeviov. Metd and 2 dpeg endaong o Oeppokpacio dopatiov
pe avadevon, n avtidpaon avioyoviopol teppatiletar pe éva e avappoenong.
Ta coinvapia katomy trévoviat pe 2 ml Stoddpatog TADONG Kol 0veppOPOVVTOL.
Iapotdveron ypaeikd oo KoaumOAn Pabupovopnong kor mpocdiopilovror ot
ovykevipdoels |GF-1 tov detyudtov pe avoyoyn GUYKEVIPOCE®Y amd TNV KOUTOAN
Bobpovounonc.

V. ITAPEXOMENA ANTIAPAXTHPIA

AvridpoosTtiipra K 96 Xpopatikod AvacvoTaon
e€eTdosmv S KMOIKO
ZOAMVEAPLL ETGTPOUEVOL 2x48 TPAoLVo "Etoupo 0. xprion
ue avti-l GF-1
| Ag | 1251 | CONC | 1 prakido KOKKIVO Apodote 101X pe
04 ml PoOpioticd
IXNHOETHZX: | GF-1 onpacpévog 300 kBq Awédopa (BA.
ue 21 (xarnyopiag HPLC) oe evotnta VII. C)
PLOUIETIKO SLEAVUE POOPOPIKDY
ue Boeta Aevkmporivn kot alidio
(<0,1%)
| TRACER | BUF | 1 (glsaiﬁho Howpo "Etowpo y10. ypiion
PuBuiotikd  Awddopo (£
PLOUIGTIKO SLHAVHO POOPOPIKDV
pue Poewr  kaletvn ko alido
(<0.1%)
CAL n 1 pradido Kitptvo MpocOiore 1 ml
Avopthomompué AMEGTAYUEVOL
Bafpovountég 0 oe pvbuotikd Vo VEPOD
Stéhopa POCPOPIKDV ue
@oarfoopivn Kat yeviopvkivny
CAL - 5 puadidia KiTpvo TpocOiote 1 ml
Avopthomompué PuOuiotikd
BabBpovountég - N =1 éwg 5 vo Siivpa apoioong
(Beite Tig axpiPeic Tyég oTig
eTicéTeg 1OV PLoMdiov) og
PLOUIETIKO SLEAVUE POOPOPIKDY
ue woABoopivn kot yevrapvkivn
O BaBpovountég sivon po-
0poLOUEVOL
| PRE | SOLN | 1 prakido pavpo "Etopo yio xprion
5ml
To didlvpa Tpo-gpyaciog mepLEyeL
HCI 0.1N
DIL BUF 1 pradido TPAGIVO "Etowpo yia ypnon
50 ml
PuOpiotikd didhvpa apaioong:
Tris-HCl pvOuioticd didhopa pe
Boeta kaleivn kot alidio (<0,1%)
‘ WASH ‘ SOLN ‘ CONC ‘ 1 proidio Kapé ApardoTte 70X pe
10ml OMEGTAYUEVO VEPO
Ardhopa thoong (TRIS-HCI) (xpnowronorfiote
HOyVITIKO
avodevTipa).
| CONTROL | N | 2 puohidio aonui IpocOiote 0,5 ml
Avopthomompué AMEGTAYUEVOL
Opoi eréyyov -N =172 vo vepoD
o6& avOpdTIVo 0pd e BupdAn

Inueioon:  XpnoywonomoTte 1o aputdTikd puOoTIKG StGAvL Yio TV apaioon
TOV deLyudTmV.
1 ng tov mopackevdopatog Pabupovount eivar 16oddvapo pe
1 ng tov NIBSC 1ov IRR 87/518.

VI.  ANAAQXIMA IIOY AEN ITAPEXONTAI

Ta axdrovBa VA amortodvtor GAAG Sev TAPEXOVTOL GTO KLT:

1.  Ameotaypévo vepd

2. Twéreg yio Sravopny: 50 pl, 100 pl, 200 pl, 500 pl, 1 ml kon 3 ml (Gvvietdron
1 xPNoN TIETOV oK pPeiog pe avordoa TAacTIKG pOYYN)

IMAaoTiKG COANVAPLY Y10 THY TPO-EPYACin TV dETYHATOV

Avopeikmg otpofihicpov (tomov vortex)

MoyvnTikog avadenTnpog

Avtéporn ovpryye twv 5 ml (torov Cornwall) yio Thvon

o o1k w

© o N

VII.

VIII.

NoohrwdEm

ZooTnuo avoppoenong (TpoaipeTikd)

Avadevthpag cornvapiov (400 rpm)

Mmnopei va ypnoiponombei omolocdNmote HETPNTNG Y OKTVOBOAlNG e
duvardtnra pétpnong tov 2l (eAdyiom amddoon 70%).

ITAPAXKEYH ANTIAPAXTHPIOY

BaOpovopntéis: Avacvotiote 1o BoBpovountéc 0 pe 1 ml anestayuévov
vepo¥. Avacvotiote tovg Babupovountég N = 1 éog 5 ue 1 ml Pubuiotikod
Stddvpo apainong.

Opoi ghéyyov: Avacvotiote Tovg 0povg eAéyyov pe 0,5 ml anestayuévov
vEPOUL.

Awdopa yvn0étn : Tlpostowdote emapkn Oyko SwoAduatog IxyvnBétm
npocOétovtag 20 Ml IyvnOém o 2 ml PuBuotikod  Awrdparog.
Opotoyevonolfiote pe avaueiktn otpofiiicpod (vortex).

Hapadsrypo drardportog Iyvn0éty
AprOpog Ixvm0émg PoOpotikéd Oykog
colvapiov (ul) ddivpa (ml) duidpartog
yvnétm (ml)
24 50 50 5.050
48 100 100 10.100
72 150 15.0 15.150
96 200 20.0 20.200

H opaioon tov yyvndém npénetl va yiveron ekeivn ) otiypn).

Awidopa akdong epyaciag: TTpoetopdote enapkr 0yKo SLoAOHaTog TAVeNG
gpyooiog pe mpocdnkn 69 dykwv amestaypévov vepod o€ 1 Gyko SoAvpaTog
mibong  (70x).  Xpnolomowote  poyvnTikO  avadevthipa Yy TV
opoyevonoinon. Amoppiyte 10 pn  ypNowomomuévo ddAvpe  TAvONG
£PYOOL0G 0TO TENOG TNG NUEPAC.

DYAAEH KAI HMEPOMHNIA AHEHX TQN ANTIAPAXTHPIQN

Ilpwv omd 10 Gvorypo M TV avoacOotaoT, OA0 TO GLOGTOTIKG TOL KT
TapopéEVOLY otadepd mg v nuepounvia AENG, N oroio avaypaeeTar 6TV
eTikéta, pooov datnpodvar og Heppokpacio 2 Emg 8° C.

Metd v avachotacn, ot Babpovountés kot ot 0poi EAEYYOL TapopEVOLY
otafepoi yo pio efdopdada oe Beppokpacio 2 £og 8° C. TN peyaditepeg
nePLOdovg PUAENG, Tpémel vo. oxnuatilovtol kKhaopata/docelg pog xphong
kot vo, drotnpovvtor otovg —20° C yua 3 puiveg.  Amoeevyete T St oyikn
Katdyuén kot omoyuén.

DpéoKo, TOPUCKEVACUEVO StdAvpo TAVoNG epyaciog Oo mpémer va
xpNoyLomoteital Ty ido uéPa.

Metd v mpdT YpNHon Tov, o yvnbémg mapapével otabepodc £wg v
nuepounvio. ANENG, €poOcoV Slatnpeitol 6TO APXIKO, EPUNTIKG KAEWGTO
@uoAidio og Beppokpaocio 2 £mog 8° C.

Dpécko, TOPUCKELOCUEVO Atdhvpo yvndét Ba mpémet va yxpnoomoteitat
mv i nuépa.

Toxov peTaforég ™G QUOIKNAG EUPAVIONG TOV OVTIOPUACTNPIOV TOL KIT
evdE eTOL VoL VTTOdNA®VOLV aotdfeta 1| oAloimon.

2YAAOT'H KAI IIPOETOIMAZIA AEITMAT2N

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

Eav n e&étaon dev mpayporonondei eviog 48 wpdv, cvviotdtar 1 eUAAEN
otovg -20° C.

AmopehyeTe TOVG ETAKOAOVOOVG KHKAOVG KATAWVENG- aTOWVENG.

AIAAIKAXIA

INUEIDOELS GYETIKA UE TO YEPLGRO

Mn %PNOYLOTTOLEITE TO KIT 1} TO. CLGTATIKG HETA TV NUEPOUN Vi ARENG.
Mnv ovoperyvieTe VAKE arnd d10popeTIKEG TAPTIOES KIT.

Dépete Ol To. avtdpacTiplo og Oeppokpacio dwpotiov mTpwv omd ™
xpfiom.

Avapei&te koAb Olo To avTidpactiplr Kot To Ogiypote pE  omoln
avokivion 1 avadevon.

Xpnoonoteite £va kabopd avorldoyo phyyog TUETOG o TNV Tpoctnkn
KGBe  SlopopeTIkoD  avTidpaocTNPiov Kot  OEIYHOTOG TPOKEWWEVOL VO,
amo@Vyete TV empoivvon. H akpifelo BeAtidverar pe yprion mumetdv
VYNNG aKpiPELOG 1) CVTOUATOTOMNUEVOL EEOTAGHOD SLOVOUNG HE TITETES.
Tnpeite TOVG XPOVOLS EXDACTC.

Ipoetopdote o kopumoAn Pabuovounong ywo kébs avarvon kot pn
XPNOYLoToLEiTE dedopEVa amd TPoNyoOUEVEG AVAADCELG.

AwdiKacio Tpo-spyaciog

ENUAVETE £vo TAACTIKO COANVAPLO Y10 KGOE Seiypo Kot papTupo
Moveipete 50ul and kdbe deiypo kar paptopo péca 6To COANVAPLO
[pocBéote 50ul and to didhvpa mpo-epyusiog HEGH 6T0 COANVEPLO
Avoxiviote (vortex) kafe cornvapio yio 5 devtepdrento

Enwdote 30 Aentd o€ Ogppokpaoio dopotion

IpocBéote 1 Ml and 10 apat®dTIKO pLOUIGTIKO S1GAVIE 6TO COANVEPLO
Avoxiviote (vortex) kafe cornvaxt



XI.

N

XII.

Awdikaoio
ENUAVETE EMOTPOUEVH COANVAPLL €1C dmAovv yio KGBe Pabuovounty,
delypa ko opd eléyyov. I'a Tov Tpocdlopiopd TV HETPNGEDY TOL tyvnBét
151 ("total"), onuévete 2 kowd (1N EMOTPOUEVE) COANVEPLOL.
AvopeiEte  yio0 Ayo (ue avaueiktn otpoPihiopod  toOmov  vortex)
Babuovountég, opodg eréyxov kar deiypoara kor Swaveipete 100 pl and
£KOOTO O€ AVTIOTOL(O COANVAPLOL.
Awoveipete 200 pl - Aldhopa  yvnbétn  oe  k@be  cwinvépo,
GUUTEPIAOUPBAVOVTOGS TO 1] EMIOTPOUEVO GOANVEAPLO OV OPOPOLY TIG
petprioeig Tov yvnoém 2 (“total") .
Avokwviote amadd pe to xépt T Paon oTthpENG TOV cOANVApiOV Yo Vo
ameAeVOEPDOETE TVYOV TAYIOEVUEVEG PLUOAADEG aéPQL.
Enodote yio 120 Aentd o Ogppokpacio dopatiov pe avoxivnon (400 rpm)
Avoppopfiote (] petoyyiote) 1o mepieydpuevo kabe cwinvapiov (ue
eEaipeon ekeive TOL GPOPOVY TIC LETPHOELS TOL tyvndéty I ["total"]).
Befawmbeite 611 t0 TAaoTIKO PpOYYXOG TOL avappoenTh PBAVEL oTOV TLOUEVA
TOV EMOTPOUEVOL GOANVAPIOL TPOKEWEVOL va. apapedel OAN 1 mocdtnTaL
TOV VYPOV.
IM\ovete 1o cohlnvapio. ue 2 ml SwAdpatog mhvong epyaciog (ue
eEaipeon ekeiva mov apopoly Tig petprioslg Tov yvndém I [“total"])
Kol avappoenote (| petoyyiote). Amo@ldyete 10 oYNUOTIOUO  a@pod
KoTd T S1ApKELRL TNG TPOSHNKNG TOL SLOADUATOG TAVOTG EPYOCTAC.
Agnote 1o colnvape va otofovv oe Opbio Béom Yoo dvo Aemtd ko
OVOPPOPTOTE TN GTOLYOVO VYPOL TOV ATOUEVEL.
Metpfiote  to  COANVAPIL  ©E  HETPNTH Y
devtepdrenta.

aktvoPoriag  yur 60

YIIOAOTIEMOZX TN AIIOTEAEZMAT2N

Ynohoyiote T péon TN TOV SITADV TPOGIOPIGLDV.

Ynohoyiote T SeopHELUEVN PASIEVEPYELD MG TOGOGTO TNG SECUEVLONG TOL
npocdlopiletar oto onueio pundevikov Pobpovounty (0) cdpewve pe tov
akoAovfo THmo:

Metpriceig (Babuovountig 1 deiypa) X100

B/BO (%) = -
Metpfioelg (Mndevikog Babpovopntic)

Me ypnion NuAoyoptukon xaptiod Ypoeiuatog 1 XopTiod YPOuQUATOG
logit-log 3 koxAov, nopactiote ypaekd T Tipéc (B/BO(%)) yio kdade
onueio Badpovountn g cuvaptnon mg ovykévipmons tov |GF-1 yo kdbe
onueio Babuovount. Amoppiyte TIC EpPAVEI UM Am0dEKTEG TUES.

lNo v xoataokevn) ™G KopumdAng Pabpovounong sivar dvvatd va
xpnoyoromBovv exniong pébodor pe ™ Pondeia nAekTpovikoh VILOAOYIGTY.
Edav ypnowonoteitan avtopotn eneEepyacio amoteAeoHATOV, GLVIGTATOL
TPOCAPLOYN KOUTVANG AOYIOTIKNG GLVApTNONG 4 TapapéTpmy.

Me avayoyn tov Tinev tov dstypdtev (B/BO (%)), mpoodiopicte Tig
ovykevipooels |GF-1 tav derypdtov and tnv kapmdin Bobuovounong.

T k60s TPOcdloplopd, TPETEL VO, EAEYYETAL TO TOGOGTO TOV GUVOAKOD
yvnoém mov deopedetan amovsio Tov pun onuocuévov IGF-1 (BO/T).

TYIIIKA AEAOMENA

Ta akérovBa dedopéva mpoopilovtor povo ®¢ mapddetypo kot dev TPETEL Vo
APNOULOTOLOVVTOL TTOTE GVTE TG KOUTVANG Bafrovounong mpayatikon xpovov.

IGF-1 cpm B/Bo (%)

Kpoboeig tov yombérn 21 (“total") 71038
BoOpovountrg 0,0 ngml 38117 100,0
33,0 ng/ml 35753 93,8
81,4 ng/ml 30816 80,8
228,8 ng/ml 19914 52,2
640,2 ng/ml 10525 27,6
1529,0 ng/ml 5331 14,0

X, AIIOAOXH KAI IIEPIOPIXMOI

A.

‘Opro aviyvevong

YropAMinkav oe mpoodiopiopd gikoot undevikoi Pabpovountés poli pe évo
oHVOLO GAA®V Bobrovountdv.

To 6plo avigvevong, opllOHEVO ®C 1| QUIVOLEVIKT) GUYKEVIP®OON VO TLIIKOV
OTOKAMOE®MV KAT® 0O TIG HECES KATAUETPNOELS 0 Undevikn déopevon, Nrav 3,4
ng/ml.

B.

Ewwétra

To T0G0GTO SUCTAVPOVHEVNG avTidpaoNs, TOL vroloyileTal pe oVOyKplon g
GLYKEVTPOONG TOL aodidel avactodny 50%, sivol avtictoy o

"Eveoon Awetavpodpevn avtidpaon
(%)
IGF-1 100,0
IGF-I1 0,7
Ivoovhivn Kopion
GH Kopio

Inueioon: otov mivaka avtd TapovctdleTat 1 dtactavpoduevn avtidpaocn

v tov avti-lGF-1

T. Axpipara
AKPIBEIA I'TA TON IAIO AKPIBEIA METAEY
TTPOZAIOPIZEMO AIAOOPETIKQN TTPOXAIOPIZEMON
Opég N <X>+T.A. | ZA. | Opég N <X>+TA. ZA.
(ngm) | (%) (ng/m) *)
A 20 36,1+ 33 91 A 17 129,1+ 11,6 9,0
B 20 81,4+19 19 B 17 362,5+ 14,9 41
r 20 402,8+ 6,8 17
T.A.: Tomkn amokAion, X.A.: ZuvteheoThg dtakdpovong
A. OpBoTTO
AOKIMAZIA APAIQXHX
Agiypa Apaioon OempNTIKNY Metpn0sica
GUYKEVTP O] GUYKEVTP O]
(ng/ml) (ng/ml)
Opdg A 71 - 818
172 409 418
14 205 216
/8 102 110
/16 51 54
71 - 501
Opog B 172 251 250
v4 125 130
/8 63 62
/16 31 26

Ta deiypora apard@Onkay pe puBeTikd SAVHA apai®oNG.

AOKIMAZIA ANAKTHXZHX
Agiypa Mpootedeic | GF-1 AvaxtnOsig AvaxtnOsig
(ng/ml) IGF-1 %)
(ng/ml)
C1 17 18 108
c2 53 55 104
C3 160 164 103
c4 382 411 107

ZUVTELEOTNG UETATPOTN

And ng/ml o nmol/L:
Amd nmol/L o ng/ml:

XIV.

XV

x 0,1307
X 7,649

EXQTEPIKOX IIOIOTIKOX EAETX0X

Edv to oroteréopata mov Aapfdvoviar yio tov opd gléyyxov 1 fifkar tov
0pd eléyyov 2 dg Bpickovtar viog Tov Tediov THdV mov kabopileTon oty
eTikéto  Tov  QloAdiov, To  omoteléopata  dev  givar  duvatd  va
xpnoyomomBovv, ektog eGv Exel d0Bel wavomomTiky e€qynon yo v
QCVUP®VICL.

Eav givon embopunto, kébe epyactipro pmopel va dnpiovpynioet o dikd ton
ueiypoata derypdrov eléyyov (pools), ta omoio mpémer va Swanpovviat
KOTEYVYUEVO, 68 KAAoHOTa/SOGELG UG Y PNoNS.

Ta kpreApLa aodoyng Yo ™ S1oPopd HETOED TV STADY OTOTEAEGUATOV
tov dewypdtov Oo mpéner va Poocilovior oe opBéc epyooTnplokég
TPAKTIKEG.

EX ANADPOPAX

O Tipég avtég mapéyoviar povov wg 0dnyos. Kabe epyaostiplo Oa mpémet
Vo, KaB1EpOOGEL TO S1KO TOL TEDIO PVGIOAOYIK®V TILDV.

Duo1oL0YIKA dTOpA

ANAPEX (ng/ml) T'YNAIKEX (ng/ml)
Hhuqaic opdoa Méon Medio N || Méon Medio N
T TINAV T TINAV
0- 2etdv 102 73-184 14 98 59-143 3
3-5etdv 124 103-189 | 7 159 84-447 9
6 - 8etdv 177 115249 | 9 276 79-432 10
9-11 et6pv 362 181-656 | 9 272 175-445 8
12 - 14 erdov 315 168-557 | 10 418 202-1101 19
15- 17 erdov 409 224592 | 9 414 138-658 25
18 - 20 ercov 330 190-3%0 | 4 355 144-519 10
21 - 30 etdOv 313 235408 | 6 310 191-478 52
31 - 40 et6Ov 225 154-270 | 10 279 180-437 53
41 - 50 etdv 222 160-318 | 15 233 123-406 39
51 - 60 etdv 195 144-286 | 26 217 122-327 36
> 60 etdv 171 94-245 | 23 186 91-320 27

Inpeioon: to 0pog TIHdV 3ideTal 68 ENAYIOTEG-UEYIOTEG TILEG




XVI. ITPODPYAAZEEIY KAI IPOEIAOIIOIHXEIY

Acopdieia

Movo yia Stoyveotiky xpfion in vitro.

To kit autd Tepiéyet 1o 2 | (Xpovog nutong: 60 nuépec), pia padievepyh ovoia 1
onoto eknéunel wvilovoa oxtivoporia X (28 keV) kot v (35.5 keV). Avto 1o
padievepyd mpoidv givar duvotd vo petapepbel kot vo ypnotponombei povo and
gEovotodotnuéva drtopa. H ayopd, OAa&N, xpnon Kot avioAlayn podievepydv
TPOIOVI®V VILOKEWTOL 0T vopobeoia g xdpag Tov TEAKOD xpNioth. Xe Kapio
mepintwon dev TPENEL Vo, yopnyeiton to Tpoidv o€ avOpdmovg N {da.

Olog 0 yxepopdg 0V  padievepyod vVAMKOD Oo mpémer va  ekteleitan o€
KaBoplopévo xdpo, HaKPLE omd yOPOVG TOKTIKNG SEAELONC. XTO €PYOOTHPLO
TpémeL vo, Sratnpeitan NUeEPOAOYIO Yio TV TapoAafny kot T @OAAEN podievepydv
VAKOV. EEomMopdg kot yudAve okevn Tov epyastnpiov, To omoio o propodoav
vo, poAvvBovv pe padievepyég ovoieg, Ba mpémel va puidocovtal og Egxwplotod
ADOPO Y10 TNV TPOANYT EXLLOAVVONG TOV S0POP®Y POSLOIGOTOTOV.

Tuyov d10ppoéc padlevepydv vYpodV Tpénel va kabopilovial apécmc GOUE®VE 1
TG dwdikaoieg acpdielag amd padievépyeia. To padievepyd amopAnta mpénetl vo
QTOPPITTOVTOL GUUPOVO, € TOVG TOTIKODG KAvOvViopohs Kot TG Katevhuvripieg
odnyieg Tov apydv mov &xovv dikolodooio oto gpyactipo. H tpnon 1tov
BooIKOV KOvOV®V Ao QAAELNS 0O PASIEVEPYELD TAPEYEL EXOPKT TPOGTUGTOL.

Ta ovototikd avOpdrvov aipatog mov mepthopPdvovior 6To Kt avtd £xovv
eheyyOei pe pebodovg eykekpuéveg otnv Evpamn fifkar and tov FDA «ot éxet
Swumiotodel 011 givorl apvnTikd o¢ mpog v mapovsioa HbsAg, avti-HCV, avti-
HIV-1 xou 2. Kopio yvoot pébodog dev eivar dvvatd va mopéyel mTAnpn
Slac@diion 0Tl mapdywyo Tov avbpdrvov aipatog de Ha peTaddoovy nratitida,
AIDS 7 d\hec Aowpdéels. Emopévag, o yepiopds avtdpactnpiov, detypdtov
0pob N TAGopatog Ba Tpémel va yiveTar VUMV UE TIG TOTIKES Sladikaoieg mepi
ACPOAELOG.

Oha ta {owd Tpoidvta kKo mapdywya Egovv cvileydel amd vy {da. Ta Posia
GLOTATIKG TPOEPYOVTUL amd Y MPEG Omov dev €xel avapepbei BSE. Tap' O avtd,
ovotatikd mov mepiéyovv Lwikég ovoieg Oo mpémer vo avtipetonilovior og
SVVNTIKAOG LOAVGHOTIKG.

Anogedyete onoladnmote enagy Tov dépuatog pe aviidpacthipia (ypnotponoteitol
alidio tov vorpiov ®g cvvmpnrtikd). To alidio o610 Kit OWTO evdEyETOL VO
avtidpdost pe POALPSO Kol XOAKO TOV VIPULAMKOV COANVAOCEDV Kol Vo,
oyNuatiost pe Tov TpOmo avtd 1laitepa ekpnkTikG alidio petdAiov. Kotd ™
duapkeln Tov Prinatog TAOONG, EKTAVVETE TNV OTOYXETEVCT UE KEYOAN TOCOTNTA
VEPOL, Yo TNV TPOANYN TVY OV GuocdPEVOTS AlIdiov.

Mnv kanvilete, unv mivete, unv TpMOTE KOl U1 XPNOLLOTOEITE KOAAVVTIKG 6TO
XOpo epyoaciac. Mnv davépete pe mIETA YPNOLOTOLOVIONG TO OTOUO OOG.
XpNOUOTOLEITE TPOCTUTEVTIKO POVYIGUO KO YOVTLOL LG XPTONG.
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XVIII. IIEPIAHYH TOY IIPQTOKOAAOY
ZYNOAIKEZ | BAOMONOMHTEZ | AEITMA(TA)
METPHZEIZ YAIKA
ul ul EAETXOY
ul
IIPO-EPTATIA
Agiyporo/Y A - - 50
EAEYYOV
Addopa Tpo-gpyaciog - - 50

Endaon

Avoxwniote (vortex) yuo 5 8gvtepdrento kot ETOACTE YioL
30 Aentd og Oeppokpaio dopatiov

PuBpiotikd diéiopa - - 1000

apainong

Avidevon Avoxivnon (Vortex)

ENQAYXH

BoOpovopntég (0 - 5) - 100 -

Agiypota mpo- - - 100

epyaciag,

Yhd, eréyyov 200 200 200

Addopa yvnbét

Endaon 120 hentd o€ Oeppokpocio dopatiov pe avadevon oe 400
rpm

Aoy opiopog - avappoenon (M petdyyion)

Addopa TAvong 2,0ml

Aoy opiopog avappoéenon (1 petdyyion)

Métpnon Metpnote to colnvapia yio 60 devteporenta

Ap. xotoioyov DI Asource:

KIP1588

ApOpog P.I.:
1700868/l

Ap. avabedpnong:
120823/1

nuepounvia avabsdpnong : 2012-08-23
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Przed zastosowaniem nalezy pr zeczyta¢ caly protokol.

|GF-1-RIA-CT

Oznaczenie radioimmunologiczne do ilosciowego pomiaru in vitro ludzkiego insulinopochodnego czynnika
wzrostu 1 (IGF-1) w surowicy.

I[l. INFORMACJE OGOLNE
A. Nazwa firmowa: DIAsource IGF-1-RIA-CT
B. Numer katalogowy: KIP1588: 96 oznaczen

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

Dzial pomocy technicznej oraz infor macje dotyczgce zaméwien:
Tel: +32(0)10 84.99.11 Fax: +32 (0)10 84.99.91

1. INFORMACJE KLINICZNE

A. Aktywnos¢ biologiczna

Insulinopochodny czynnik wzrostu 1 (IGF-1) lub somatomedyna C (SM-C) jest jednotancuchowym polipeptydem sktadajacym sie z
70 aminokwasow (masa czasteczkowa: 7649) i przypomina proinsuling (50% homologia sekwencji) oraz inng dobrze znana
somatomedyne: IGF-1I (67 aminokwasow, 70% homologia sekwencji z IGF-1). IGF-1 jest ngjwaznigjszym czynnikiem, ktory
promuje dziatanie hormonu wzrostu, hormonu przysadkowego, ktory w zwigzku z okresowym wydzielaniem charakteryzuje si¢
duzymi wahaniami pozioméw we krwi obwodowej. Stezenie IGF-1 we krwi jest bardzigj stabilne ze wzglgdu na wigzanie si¢ z
nosnikami biatkowymi. Stezenie dominujacego biatka wigzacego (masa czasteczkowa 53000) podobnie jak produkcja IGF-1 sg
regulowane przez hormon wzrostu. IGF-1 jest wytwarzany przez watrobe i inne tkanki i mawtasciwosci endokrynowe, parakrynowei
autokrynowe.  Stymuluje wzrost i ma wptyw na réznicowanie roznych tkanek, przgawia aktywnos¢ przypominajaca insuling i
utatwia wzrost chrzastki. Chociaz GH jest najwaznigiszym czynnikiem majacym wptyw na wydzidanie i stezenie IGF-1 , inne
czynniki s3 réwniez istotne: wiek (szczytowe wartosci w czasie pokwitania), pte¢, stan odzywienia i inne hormony (estrogeny,
tyroksyna, prolaktyna,...). Wydzielanie IGF-1 w |okalnym mikrosrodowisku w okreslong tkance jest kontrolowane przez swoiste
stymuliny troficzne (dziatanie parakrynowe), podczas gdy na stgzenie IGF-1 we krwi najwi¢ckszy wptyw ma zbilansowany proces
wzrostu catego ustroju (dziatanie endokrynowe).

B. Zastosowanie kliniczne
Uposledzenie wzrostu: Uposledzenie wzrostu moze wynika¢ z wielu przyczyn, miedzy innymi z powodu niedoboru wytwarzania GH
(niewydolnos¢ przysadkowa), ktory zwiazany jest z niskimi poziomami IGF-1 we krwi. Ze wzgl¢du na trudnosci zwiazane z
uzyskaniem wiasciwych do interpretacji wynikw pomiaréw GH (koniecznos¢ wykonywania badan dynamicznych lub testow
stymulacji), okreslenie stabilnego stezenia IGD-I w osoczu jest czesto brane pod uwage jako proste badanie przesewowe w celu
okreslenia "nasycenia GH" u pacjenta przez rozpoczeciem bardzigl szczegbtowe diagnostyki. W niektérych stanach klinicznych
zwigzanych z zaburzeniami wzrostu, niskie poziomy |GF-1 moga by¢ obserwowane pomimo prawidtowej lub wysokig produkcji GH
(np.: w niedozywieniu, przewleklych stanach chorobowych, w niektérych rodzajach kartowatosci wrodzong np.: u Pigmeow,...).
Ciekawym zjawiskiem jest wystgpowanie niskich pozioméw |GF-1 u dzieci z niewielka dysfunkcja neuro-wydzielnicza GH pomimo
prawidtowych pozioméw GH wykrywanych w badaniach konwencjonalnych. Biorac pod uwage fizjologiczna zmiennos¢ IGF-1 w
dziecinstwie i okresie dojrzewania, wyniki oznaczenia IGF-1 musza by¢ interpretowane z ostroznosciag (szczeg6ly w opracowaniu
Rosenfeld i wsp.).
Akromegalia : Poziomy IGF-1 53 podwyzszone w akromegalii (nadmierna produkcja GH) i moga stuzy¢ jako wskaznik stopnia
ciezkosci choroby. Wyniki moga by¢ tatwig interpretowane z uwagi na to, ze u dorostych wartosci referencyjne moga by¢ tatwigj
okreslone. Pomiary IGF-1 s3 réwniez przydatne do monitorowanialeczenia.
Badania naukowe: Zestaw do badania IGF-1 RIA jest dostgpnym narzedziem do badania modyfikacji tego czynnika wzrostu w
warunkach fizjologicznych (np.: ciagza) lub patologicznych (np.: cukrzyca), oraz do oceny miejscowej regulacji wytwarzania IGF-1 w
odniesieniu do dziatania parakrynowego i autokrynowego (leczenie ran, regeneracja narzadéw, wzrost nowotworowy, rozwéj ptodu,
regulacje zwiazane z narzadami ptciowymi itp.)



V.

ZAGADNIENIA DOTYCZ4CE METODY

W tym zestawie, DIAsource wprowadzit etap przygotowawczy, ktérego celem
jest polepszenie charakterystyki kliniczng testu. Zostato dowiedzione, ze biatka
wigzace interferuja z testem radioimmunol ogicznym do oznaczania |GF-1.

W celu pomiaru substancji obecngl w prébce lub w kalibratorze, odpowiednia
ilos¢ czasteczek IGF-1 oznakowanych *°| wspéizawodniczy z IGF-1 o okreslong
ilos¢ migsc na przeciwcialach unieruchomionych na s$ciance probowki
polistyrenowe. Po trwajacel 2 godziny inkubacji polaczonej z wytrzasaniem,

przebiegajacg w temperaturze pokojowe

reakcja wspotzawodnictwa jest

przerywana przez aspiracj¢. Nastepnie probowki s3 ptukane przy pomocy 2 ml
roztworu pluczacego i aspirowane. Wykreslana jest krzywa kalibracyjna a
stezenia |GF-1 w probkach s3 okreslane na podstawie natozenia dawki na krzywa

kalibracyjng.
V. ODCZYNNIKI DOSTARCZONE
Odczynniki Zestaw 96 Kolor Rekonstytucja
oznaczen
Probéwki optaszczone 2x48 zielony | Gotowe do zastosowania
anty-I GF-1
| Ag | 1251 | CONC | 1fiolka czerwony | Rozcienczy¢ 101x z buforem
04 ml do znacznikaizotopowego
ZNACZNIK 1ZOTOPOWY: IGF- | 300kBq (Tracera) (patrz rozdziat
1 oznakowany jodem'®® (poziom VII.C)
HPLC) w buforze fosforanowym
z dbuming bydigca i azydkiem
(<0,1%)
TRACER | BUF | 1fiolka czamy | Gotowy do zastosowania
25ml
Bufor do znacznika izotopowego
(tracera) w buforze fosforanowym
z kazeing bydlgca i azydkiem
(<0,1%)
CAL n 1fiolka 26ty | Doda¢ 1 ml wody
materiat destylowanej
Kdibrator zerowy w buforze | liofilizowan
fosforanowym z dbuming jga y
kurzegoi gentamycyna
cAL 5 fiolek z0tty | Dodaé 1 ml buforu do
materiat rozcienczania
Kaibratory - N =0d 1do 5 liofilizowan
(doktadne wartosci na etykietach y
fiolek) w buforze fosforanowym z
dbuming jaga  kurzego i
gentamycyna
Kalibratory s3 wstepnie
rozcienczone
| PRE | SOLN | 1fiolka czany | Gotowy do zastosowania
5ml
Roztwor przygotowawczy
zawiergacy 0,AN HCI
DIL BUF 1fiolka zielony | Gotowy do zastosowania.
50 ml
Bufor do rozcieficzania bufor Tris
HCl z kazeing bydi¢ca i azydkiem
(<0,1%)
1fiolka brazowy | Rozcienczyé 70x woda
‘ WASH ‘ SOLN ‘ CONC ‘ 10ml destylowana (wykorzysta¢
mieszadto magnetyczne).
Roztwor ptuczacy (TRIS HCI)
2 fiolki srebrny | Dodaé 0,5 ml wody
| CONTROL | N | materiat destylowanej
liofilizowan
Kontrole-N =od 1do 2 y
w surowicy ludzkiej z tymolem

Uwaga: Do rozcienczania probek uzywaé buforu do rozcienczania
1 ng przygotowanego kalibratora jest réwnowazny 1 ng pierwszego
IRR 87/518 - NIBSC.
VI. MATERIALY WYMAGANE, ALE NIEDOSTARCZONE
Ponizsze materialy s3 wymagane, ale nie s3 dostarczone w zestawie:
1.  Woda destylowana
2. Pipety do dozowania: 50 ul, 100 pl, 200 ul, 500 pl, 1 ml i 3 ml (zaleca si¢
korzystanie z doktadnych pipet z jednorazowymi  koncéwkami
plastikowymi)
3. Probowki plastikowe lub dodanie do prébek roztworu przygotowawczego
4.  Mieszadto wirowe
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Mieszadto magnetyczne

Strzykawka automatyczna o objetosci 5 ml (rodzaj Cornwall) do ptukania
Uktad do aspiracji (opcjonalnie)

Wytrzasarka do probéwek (400 rpm)

Moze by¢ wykorzystywany jakikolwiek licznik gamma odpowiedni do
pomiaru 2| (minimal ny uzysk 70%)

PRZYGOTOWANIE ODCZYNNIKOW

Kalibratory: Rekonstytuowa¢ kalibrator zerowy przy pomocy 1 ml wody
destylowangj. Rekonstytuowa¢ kalibratory N = 1-5 przy pomocy 1 ml
buforu do rozcieficzania

Kontrole: Kontrole nalezy rekonstytuowaé przy pomocy 0,5 ml wody
destylowangj.

Roztwor znacznika izotopowego (Tracera) : Odpowiednig objetosé
roztworu znacznika izotopowego (tracera) nalezy przygotowaé dodajac 20
pl znacznika izotopowego (tracer) do 2 ml  buforu do znacznika
izotopowego (tracera). Do homogenizacji nalezy wykorzystaé mieszadto
magnetyczne.

Pr zyklad r ozcienczen znacznika i zotopowego

l1o§¢é Znacznik | Bufor do Objetosé roztworu
probowek izotopowy | 20 acznika o acznika
uh izotopowego (ml) | izotopowego(ml)
24 50 5,0 5,050
48 100 10,0 10,100
72 150 15,0 15,150
96 200 20,0 20,200

Wymagany jest roztwér znacznika przygotowany na poczekaniu.

Roboczy roztwor pluczacy: Wiasciwg objetos¢ roboczego roztworu
ptuczacego nalezy przygotowaé dodajac 69 objetosci wody destylowang
do 1 objetosci roztworu ptuczacego (70x). Do homogenizacji nalezy
wykorzysta¢ mieszadto magnetyczne. Niewykorzystany roboczy roztwor
ptuczacy nalezy wylaé¢ pod koniec dnia.

PRZECHOWYWANI E | DATA WAZNOSCI ODCZYNNIKOW

Przed otwarciem lub rekonstytucja wszystkie sktadniki zestawu zachowuja
trwatos¢ do daty waznosci przedstawiong na etykiecie, jezdi s
przechowywane w temperaturze od 2 do 8°C.

Po rekonstytucji, kalibratory i kontrole zachowuja trwato$¢ przez 1
tydzien, pod warunkiem przechowywania w temperaturze od 2 do 8°C.
Swiezo przygotowany roboczy roztwér pluczacy powinien by
wykorzystany w tym samym dniu.

Po jego pierwszym zastosowaniu, znacznik izotopowy zachowuje trwatosé
do podang daty waznosci jezeli jest przechowywany w oryginane,
dobrze zamknigtg fiolce w temperaturze od 2 do 8°C.

Swiezo przygotowany roztwér znacznika izotopowego powinnien by¢
wykorzystany w tym samym dniu.

Zmiany w wygladzie fizycznym odczynnikbw w zestawie moga
wskazywac naich niestabilnos¢ lub zuzycie.

POBIERANIE | PRZYGOTOWANIE MATERIALZU DO BADANIA

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

Jezeli oznaczenie nie jest wykonywane w ciggu 48 godzin, zaleca si¢
przechowywanie w temperaturze -20°C.

Unika¢ powtarzanych cykli zamrazania-odmrazania.

PROCEDURA

Uwagi dotyczace obsltugi

Nie wolno wykorzystywa¢ sktadnikéw zestawu po uptynieciu podane
daty waznosci.

Nie wolno miesza¢ materialéw pochodzacych z réznych serii zestawdw.
Przed wykorzystaniem wszystkie odczynniki powinny osiagnaé
temperature pokojowsg.

Wszystkie odczynniki i probki
delikatne potrzasanie lub obracanie.
Aby unikna¢  zanieczyszczenia  krzyzowego, do  dodawania
poszczegdlnych odczynnikéw i probek nalezy wykorzystywaé czyste
koncowki jednorazowe pipet. Pipety wysokig precyzji lub pipety
automatyczne poprawiaja precyzj¢ wykonania oznaczenia.

Przestrzega¢ czasow inkubacji.

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

nalezy dokladnie wymiesza¢é przez

Etapy pr zygotowania

Oznaczy¢ po jedng standardowe probdéwece plastikowe dla kazdg prébki i
kontroli.

Doda¢ 50 pl probki i kontrolni do tych probowek.

Do te probéwki doda¢ 50ul roztworu przygotowawczego.

Miesza¢ probowke wirujac przez 5 sekund.

Inkubowa¢ przez 30 minut w temperaturze pokojowsj.

Dozowa¢ po 1 ml buforu do rozcienczania do kazdej probowki.



7.  Kazda probowka mus by¢ wymieszana przez wirowanie.

C. Procedura

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

2. Szybko wymieszaé wirujac: kalibratory, probki i kontrole, i dozowaé po
100l kazde) substancji do odpowiednich probéwek.

3. Odmierzy¢ 200 pl roztworu znacznika izotopowego (roztworu tracera) do
kazdej probowki tacznie z nieoptaszczonymi probéwkami do zliczen

catkowitych.

4. Dedikatnie potrzasna¢ statywem w celu uwolnienia uwigzionych
pecherzyk 6w powietrza.

5. Inkubowa¢ przez 120 minut w temperaturze pokojowe w wytrzasarce do
probéwek (400 rpm).

6. Aspirowaé (lub odla¢) zawartos¢ kazdej probowki (z wyjatkiem probéwek
do catkowitego zliczania). Aby usuna¢ caty ptyn nalezy upewnié¢ sig, ze
plastykowa koncéwka aspiratora osiggneta dno optaszczonegj probowki.

7. Przeptuka¢ probdwki przy pomocy 2 ml roboczego roztworu ptuczacego (z
wyjatkiem probéwek do catkowitego zliczania) i aspirowat zawartosé (lub
odla¢ jg). W trakcie dodawania roboczego roztworu pluczacego nalezy
unika¢ wytwarzania piany.

8. Pozostawi¢ probdwki w pozycji stojacej do gory na dwie minuty i
aspirowac¢ pozostate krople ptynu.

9.  Zlicza¢ probowki w liczniku gamma przez 60 sekund.

Xl.  OBLICZANIE WYNIKOW

1. Obliczy¢ $rednig oznaczen podwaojnych.
2. Obliczy¢ zwigzana radioaktywnosé¢ jako odsetek wigzania okreslonego w
zerowym punkcie kalibracji (0) zgodnie z ponizszym wzorem:

Liczba zliczenl(dla kaibrator a lub prébki)

B/BO(%) =— - -
Liczba zliczenl(dla kaibrator a zerowego)

~ 100

3. Na 3 arkuszach pétlogarytmicznych lub papierze milimetrowym wykresli¢
wartosci (B/B0(%)) dla kazdego punktu kalibratora jako funkcje stezenia
IGF-1 kazdego punktu kalibratora. Odrzuci¢ oczywiste wartosci graniczne.

4. Do opracowania krzywej kalibracyjng moga by¢ wykorzystane réwniez
metody wspomagania komputerowego. Jezeli ma by¢ zastosowane
automatyczne przetwarzanie wynikow, zaleca si¢ dopasowanie krzywe
logistyczng 4 parametrowsj.

5. Naktadajac wartosci (B/BO (%)) probki nalezy okresli¢ stezenia IGF-1 w
probkach z krzywej kalibracyjne.

6. Dlakazdego oznaczenia nalezy sprawdzi¢ odsetek catkowitego zwigzanego
znacznika izotopowego przy braku nieoznakowanego IGF-1 (BO/T).

XIl.  PRZYKEZAD DANYCH TYPOWYCH

Ponizsze dane s3 przedstawione wylacznie w celach przykladowych i nie
powinny by¢ nigdy stosowane zamiast rzeczywistych krzywych kalibracyjnych.

C. Precyzja
PRECY ZJA W SERII PRECY ZJA MIEDZY SERIAMI
Sur owi N <X>+8D CcVv Sur owi N <X>+ 8D Ccv
ca (ng/ml) (%) ca (ng/ml) %)
A 20 36,1+ 33 91 A 17 129,1+ 11,6 9,0
B 20 814+19 1,9 B 17 3625+ 14,9 41
C 20 | 402,8+6,8 17

SD: Odchylenie standardowe; CV: Wsp6tczynnik zmiennosci

D. Dokladnosé )
BADANIE ROZCIENCZENIA

Prébka Rozcienczenie Stez. teoretyczne Stez. zmierzone
(ng/ml) (ng/ml)

SurowicaA 1 - 818
172 409 418

v4 205 216

/8 102 110

116 51 54

71 - 501

Surowica B 172 251 250
v4 125 130

18 63 62

/16 31 26

IGF-1 cpm B/Bo (%)
Zliczanie catkowite 71038
Kadibrator 0,0 ng/ml 38117 100,0
33,0 ng/ml 35753 93,8
81,4 ng/ml 30816 80,8
228,8 ng/ml 19914 52,2
640,2 ng/ml 10525 27,6
1529,0 ng/ml 5331 14,0

XI11. DZIALANIE | OGRANICZENIA

A. Granica wykrywania

Dwadziescia kalibratorow zerowych oznaczano wraz z zestawem innych
kalibratoréw.

Granica wykrywania, zdefiniowana jako odmienne st¢zenie dwdch odchylen
standardowych ponizej przecietng wartosci zliczania przy wigzaniu zerowym
ksztaltowata si¢ na poziomie 3,4 ng/ml.

B. Swoistosé

Odsetki resktywnosci krzyzowej uzyskane przez poréwnanie st¢zenia
uzyskujacego 50% hamowanie s3 nastepujace:

Skladnik Reaktywnosé krzyzowa
(%)
IGF-1 100,0
IGF-I1 0,7
Insulina brak
GH brak

Uwaga: tabela przedstawia resktywnosc¢ krzyzowa dla anty-lGF-1

Probki zostaty rozcienczone przy pomocy buforu do rozcienczania.

BADANIE ODZY SKU

Prébka dodano IGF-1 Odzyskany Odzysk
(ng/ml) IGF-1 %)
(ng/ml)
C1 17 18 108
c2 53 55 104
C3 160 164 103
c4 382 111 107

Wspdtczynnik przeliczeniowy:
Z ng/ml nanmol/l:  x 0.1307
Znmol/l nang/ml:  x 7.649

XIV. WEWNETRZNA KONTROLA JAKOSCI

- Jezeli wyniki uzyskane dla kontroli 1 i 2 nie znagjduja S¢ w zakrese
okreslonym na etykiecie fiolki, wyniki nie moga zosta¢ wykorzystane
dopoki nie uda si¢ znalez¢ wiasciwego wyjasnieniatego odchylenia.

- Jezeli to konieczne, kazde laboratorium moze wykona¢ wiasne prébki
zbiorcze w celach kontrolnych, ktére powinny by¢ zamrozone w matych
objetosciach.

- Dopuszczalne kryteria dotyczace réznicy pomiedzy wynikami oznaczen
podwajnych probek powinny byé zgodne z zasadami prawidtowej pracy w
laboratorium.

XV. ZAKRESY REFERENCYJNE

Wartosci 3 przedsawione wyltacznie w celach orientacyjnych, kazde
laboratorium powinno opracowaé wiasne wartosci referencyjne.

Zdrowi osobnicy

MEZCZYZNI (ng/ml) KOBIETY (ng/ml)
Grupa

wiekowa Srednia Zakres N Srednia Zakres N
0-2laa 102 73-184 14 98 59-143 3
3-5la 124 103-189 7 159 84-447 9
6-8la 177 115-249 9 276 79-432 10
9-11la 362 181-656 9 272 175-445 8
12-14 la 315 168-557 10 418 202-1101 19
15-17 la 409 224-592 9 414 138-658 25
18-20lat 330 190-390 4 355 144-519 10
21-30la 313 235-408 6 310 191-478 52
31-40la 225 154-270 10 279 180-437 53
41-50 la 222 160-318 15 233 123-406 39
51-60la 195 144-286 26 217 122-327 36
>60la 171 94-245 23 186 91-320 27

Uwaga: zakresy podano na podstawie wartosci minimalnych - maksymalnych.



XVI. SRODKI OSTROZNOSCI | OSTRZEZENIA

Bezpieczeristwo

Tylko do diagnostyki in vitro.

Zestaw zawiera | (Okres potowicznego rozpadu: 60 dni), emitujacy
promieniowaniejonizujace X (28 keV) i y (35.5 keV).

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

Obstuga materiatéw radioaktywnych powinno by¢ przeprowadzana w miegjscach
do tego przeznaczonych, z dala od migjsc ogélng uzytecznosci. W laboratorium
mus  by¢ przechowywany rejestr przyje¢ i przechowywania materiatéw
radioaktywnych. Wyposazenie |aboratorium oraz szkto, ktére moze by¢ skazone
substancjami  radioaktywnymi powinno by¢ oddzielone w celu uniknigcia
krzyzowego zanieczyszczeniaréznych radioizotopow.

Wszelkie plamy z substancji radioaktywnych musza by¢ natychmiast
oczyszczone  zgodnie z  procedurami  dotyczacymi  bezpieczenstwa
radiologicznego. Odpady radioaktywne musza by¢é usuwane zgodnie z
miejscowymi przepisami i ogdlnie przyjetymi wytycznymi obowiazujacymi w
laboratorium. Przestrzeganie  podsawowych  zasad bezpieczenstwa
radiol ogi cznego zapewnia wystarczajace zabezpi eczenie.

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

Produkty pochodzenia zwierzecego byty pobierane od zdrowych zwierzat.
Sktadniki bydl¢ce pochodza z krajéw, w ktérych nie odnotowano wystgpowania
BSE. Pomimo to, sktadniki zawierajagce substancje pochodzenia zwierzecego
powinny by¢ traktowane jako potencjalnie zakazne.

Unika¢ kontaktu skoéry z odczynnikami (zawiergja azydek sodowy jako srodek
konserwujacy). Azydek znajdujacy Si¢ w zestawie moze reagowaé z miedzig i
otowiem w ukladzie kanalizacyjnym tworzac zwiazki o wiasciwosciach
wybuchowych. W czasie plukania odprowadzany ptyn nalezy ptuka¢ duzymi
objetosciami wody, aby zapobiec kumulacji azydkéw.

Nie wolno pali¢, spozywaé napojow ani pokarmoéw, badz uzywaé kosmetykow w
migjscu pracy. Nie pipetowaé ustami. Zaklada¢ ubranie ochronne i rgkawiczki
jednorazowe.
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XVIII. PODSUMOWANIE PROTOKOLU
CALKOWIT KALIBRATORY PROBK |
ALICZBA KONTROLE
ZLICZEN ul ul
pl
PRZYGOTOWANIE
Probki , kontrole 50
Roztwor 50
przygotowawczy
Inkubacja Wymiesza¢ mieszadtem wirowym przez 5 sekund i
inkubowa¢ przez 30 minut w temperaturze pokojowej
Bufor do rozcieficzania - - 1000
Wytrzgsanie Mieszadlo wirowe
INKUBACJA
Kaibratory (0 - 5) - 100 -
Prébki - - 100
przygotowawcze,
kontrole
Roztwor znacznika 200 200 200
izotopowego (Tracera)
Inkubacja 120 minut w temperaturze pokojowej z wytrzasaniem 400
rpm

Rozdzielenie - Aspiracja(lub odlewanie)
Roboczy roztwoér 20ml
ptuczacy Aspiracja(lub odlewanie)
Rozdzielenie
Zliczanie Zliczanie probéwek przez 60 sekund

Nr kata ogowy DI Asource Numer P.I. Nr aktudizagji :
KIP1588 1700868/pl 120803/1

Datawydania : 2012-08-03
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Hasznalat elétt olvassa el a teljes hasznalati utasitast.

I.  VIZSGALAT CELJA

Radioimmunoassay az inzulinszeri novekedési faktor-1 (Insulin-like Growth Factor, IGF-1)
mennyisegi meghatérozasara human szérumbdl

1.  ALTALANOSINFORMACIOK

A. Beegyzett név: DIAsource IGF-1-RIA-CT Reagenskészlet
B. Kataloégusszam: KIP1588: 96 vizsgda
C. Gyarto: DIAsource ImmunoAssays S.A.

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

Gyakorlati jellegii vagy rendeléssel kapcsolatos kér désekkel hivja a kdvetkezé szamot:
Tel : +32(0)1084.99.11 Fax : +32(0)10 84.99.91

1. KLINIKAI HATTER

A.  Elettani szerep

Az inzulinszeri novekedési faktor 1 (IGF-1) vagy szomatomedin-C (SM-C) bazikus, 70 aminosavhdl &l6 egyszalu polipeptid
(molekulatdmege: 7649). Hasonl 6 a proinzulinhoz (50%-0s szekvenciahomol 6gia) és a somatomedin csalad masik j6l jellemzett
tagjdhoz, az IGF |I-héz (67AA, 70%-0s szekvencia homolégia). Az IGF-1 a legfontosabb medidtora az agyalapi mirigy atal
pulzélva kibocsétott és ennek kovetkeztében a vérben nagymértékben valtozo szintet mutatd ndvekedés hormon (growth
hormon, GH) novekedést befolyasolé hatasanak. Az IGF-1 vérszintje a molekula hordozéfehérjéhez torténd kotédése miatt
stabilabb. A novekedés hormon szabalyozza mind a legnagyobb mennyiségben jelen [évd kotsfehérje (moltomeg: 53,000)
koncentracijat, mind az IGF1 termel6dését. Az IGF-1-t amgj és egyéb szdvetek termelik, endokrin, parakrin és autokrin hatast
egyarant kifejt. Serkenti kulonbozé szovetek novekedés&, szabdlyozza differencidlédasukat, inzulinszeri hatast fejt ki és
el ésegiti a porcszovet ndvekedését. Bar az |GF-1 kivalasztodasat és koncentraci 6jat leginkabb a GH szabdlyozza, ezekben tobb
mas faktornak, igy az éetkornak (cslcs a serdiilékorban), a nemnek, a tépldtsagi alapotnak, tovabba egyéb hormonok
(0sztrogén, thyroxine, prolactin...) szintjének is meghat&roz6 szerepe van. Legfoképpen egy adott szerv helyi
mikrokdrnyezetében |érejové specifikus trofikus stimulusok szabalyozzak az IGF-1 kivélasztasat (parakrin aktivitasok), mig a
mol ekula vérszintje a kiegyensilyozott szi sztémas ndvekedés legfontosabb befol yasol 6 tényezoje (endokrin aktivitasok).

B. Klinikai felhasznalas

Novekedés retardacio: Visszamaradott novekedést szamos tényezé okozhat. Ezek egyike a GH termelédés zavara
(hypopituitarismus), melynek kovetkeztében az IGF-1 vérszintje alacsony. Mivel GH szintek megbizhaté eredményeket
szolgéltaté lemérése (dinamikus multiplikalt, vagy stimuléaci6s tesztekkel) problematikus, a stabil IGF-1 koncentréacié plazmaban
torténd meghatérozasat gyakran tekintik a beteg ,GH impregnacidjara’ szolgalo egyszerii sziirstesztnek, mieétt kiterjedtebb
kivizsgédlast végeznének. Szamos, a koéros ndvekedéssel kapcsolatos klinika esetben alacsony IGF-1 szintek mérheték, noha a
GH termel 6dés normdlis, vagy magas (pl. alultaplaltsag, krénikus betegségek, bizonyos tipusi genetikai torpék (pl. pigmeusok)).
Erdekes, hogy a GH j6l meghatérozott neuro-szekréci6s zavardban szenveds gyermekekben alacsony IGF-1 értékek mérhetok,
noha a szokasos mérémodszerekkel meghatarozott GH szint normélis. Az IGF-1 vizsgalat eredményeit kellé dvatossaggal, az
IGF-1 gyermek- és serdiil 6korban tapasztal haté normalis valtozasainak figye embevéte ével kell értékelni (Id. Rosenfeld et. al.).

Akromegdlia: Akromegdlidban (a GH tultermelédése) az IGF-1 szint emelkedett és ez a betegség sllyossaganak indikéatoraként
szolgd hat. Az eredményeket konnyebb értéke ni, mivel felnsttekben a normél értékek jobban definidhatok. Az IGF-1 mérések a
kezel és hatékonysaganak elenérzéséreis szolgal hatnak.

Kutatéds: Az IGF-1 RIA kit ndkil zhetetlen eszkéz e névekedés faktor valtozasainak tanulményozasiban mind fiziol égias (pl.
terhesség), mind patol 6gias (pl. diabetes) allapotokban, tovabba az IGF-1 termel 6dés helyi szabdlyozasanak vizsgalatdban a
faktor parakrin ésautokrin funkcidjaval kapcsolatosan (sebgydgyulés, szervregenerdl 6das, neoplazma novekedés,
magzatfejl6dés, nemi jelleg szabdlyozasa, sth.).



IV. AMODSZERELVE

A modszer klinikai elvégzéstnek fejlesztése érdekében a jelenlegi kitbe a
DIAsource egy eldkezelési |épést vezetett be. Ez jol mutatja, hogy a kotsfehérjék
gétoljék az IGF-1. radioimmunoessay kimutatasat.

Ismert mennyiségii 125! izotéppal jeldlt IGF-1 molekula versenyez a polisztirol
cs) faléra kotott, meghatérozott mennyiségii antitest k6tohelyért a mintéban vagy
a kalibratorban taldhaté, méendd IGF-1 molekulékka. 2 dra
szobahémérsékleten torténd rézads utén egy aspirécios |épés szakitja meg a
versengd reakciot. A csoveket 2 ml mosofolyadékkal mossuk, mad a
mosooldatot leszivatjuk. A kalibratorok | GF-1 koncentréacidja alapjan allitjuk fel
a kalibracios gorbét, a minték esetében kapott eredményeket erre a gorbére
révetitve intepolacioval kapjuk meg a minta |GF-1 koncentrécigjat.

V. A REAGENSKESZLET TARTALMA

Reagens Mennyiség 96 Szin Feloldas
mintahoz
Anti- | GF-1-¢l boritott 2x48 Zold Hasznd atra kész
csovek
1csé Voros Higitsuk 101x-re
A | 125| | CONC |
| 9 (04 ml, 300 Tracer Pufferrel
Tracer: 1'Zjel6lt IGF-1 (HPLC kBq) (Isd V11. C)
tisztasagl), foszfa pufferben, marha
széruma buminna és azidda (<0.1%)
| TRACER | BUF | 1cs8 Fekete | Haszndarakész
25ml
Tracer Puffer foszfépufferben marha
kazeinnel és aziddd (<0,1%)
CAL n 1css sirga | Adjonhozza1ml
- ! liofiliz&um desztilldt vizet
Zero Cdibrator: foszfé puffer
ovabuminna és gentamicin
5cs6 sérga Adjon hozza 1 ml
L - | liofiliz&um higité puffert.
Kalibratorok: N=1-t6l N=5 foszfé
puffer ovalbuminna és gentamicin;
pontos mennyiségek az tivegeken
A kalibralék eléhigitva.
| PRE | SOLN | lcs5ml Fekete | Haszndatrakész
Elékezel 6 oldat 0,1 N HCL
tartdomma.
DIL BUF 1csh Zold Haszndatrakész
.- - 50 ml
Higté oldat Trisz-HCI pufferrel,
szarvasmarha kazeinnel és azidda
(<0,1%)
1 ampulla barna Higitsa 70 x
‘ WASH ‘ SOLN ‘ CoNe ‘ 10mi desztill &t vizzel
(haszndjon
Mosbolda (TRIS-HCI) méagneses keverot).
2 ampulla ezlist Adjon hozz4 0,5
| CONTROL | N | liofilizat ml desztill dt vizet
Kontrolok-N= 1 vagy 2 huméan
szérumban timolld.

M egjegyzés: A higitd puffert a minték higitasira haszndlja

1 ng kalibrétor preparatum ekvivalens 1 ng NIBSC 1t IRR
87/518 jelii standarddal.

VI. AFELHASZNALO ALTAL BIZTOSITOTT ESZKOZOK

Az alabbi anyagok szilkségesek, de a kitben nem talél hatok:

1. Desztilldt viz

2. 50 pl, 100 pl, 200 pl, 500 pl, 1 ml és 3 ml téfogatd pipettdk (pontos
pipettakat haszndljunk eldobhat6 miianyag pipettahegyekkel)

Miianyag csdvek a minték € 6kezel éséhez.

vortex keverd

mégneses keverd

Cornwall tipusi 5 ml-es automata fecskendé a mosasra

Leszivo berendezés ( sziikség szerint)

Rézétermosztat (400 rpm)

Barmilyen gamma szamld¢ haszndlhatd, mely képes a ' mérésére
(minimélis mérési hatasfok: 70%).
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REAGENSEK ELOKESZI TESE

Kalibratorok : Oldjafel a Zero kalibratorok 1 ml desztillalt vizben. Oldja
fel akalibratorokat (N=1-tél N=5) 1 ml higito6 pufferben.
Kontrollok: Oldjafel akontrollokat 0.5 ml desztilldt vizben.
Tracer oldat: Készitsiink elegendé mennyiségii Nyomjelzé oldatot gy,
hogy 20 pl Tracer-t 2 ml Tracer pufferd eegyitink és Vortex-e
homogeni zaljuk.

Tracer higitas- példa

Csbvek szama Tracer Tracer puffer Tracer oldat
(uh (ml) térfogata (ml)

24 50 50 5,050

48 100 10,0 10,100

72 150 15,0 15,150

96 200 20,0 20,200

Felhasznéléas el 6tt a tracer alkalmi higitaséra van sziikség.

Higitott mosboldat: Készitsen megfelelé mennyiségli  higitott
mosooldatot Ugy, hogy 69 rész desztillalt vizhez 1 rész mosbol datot (70x)
kever. Homogenizélja magneses keveré segitségével. A napi vizsgalatok
végeztével ontseki a megmaradt higitott mosool datot.

A REAGENSEK TAROLASA ES ELTARTHATOSAGA

Felnyitds és feloldas nélkil a reagensek 2-8°C-on térolva a cimkén

feltuntetett idépontig etarthatok.

A kalibratorok ésakontrollok elkészités utan egy hétig 2-8°C -on
stabilak maradnak. Hosszabb térolas esetén a higito ol datok elkészitve
-20 °C -on maximum 3 hénapig térolhatok.

Kerllje az egymast kovets fagyasztast és fel ol vasztast.

A frissen késziilt higitott mosdoldatot még aznap fel kel hasznalni.

Amennyiben felnyitas utan a tracert az eredeti, jol lezart ampulldban 2-

8°C-ontaralja, akkor a cimkén feltiintetett i dépontig e tarthato.

A kisérlet napjan frissen készitett Tracer oldatot haszndljunk.

A reagensek fizikai tulgjdonsagainak megvéltozéasa val 6szintileg azt jelzi,

hogy megromlottak.

MINTAVETEL ESELOKESZITES

A szérumot 2-8°C-on kell térolni.

Ha a mintavétel utdn 48 6rén belll nem torténik meg a meghatarozas,
gjanlatos amintat a meghatarozasig —20 °C-on térolni

Kerliljik atobbszori felolvasztast éslefagyasztast

ELJARAS

Tudnival6k

Ne haszndlja areagenseket algarati idejikon tul. Ne keverjen Ossze etérd
gyartas szamu reagenskészletekbdl szarmazé anyagokat. Haszndlat elétt
vérja meg, amig areagensek szobahémérsékl etre melegednek.

Ovatos mozgatéssal vagy Kkeveréssd alaposan homogenizdja a
reagenseket. Minden reagens és minta beméréséhez haszndljon tiszta
eldobhat6 pipettahegyet, hogy elkerilje az anyagok beszennyezdését.
Nagypontossagu pipettak, vagy automata pipettazd készilék haszndlata
javitja avizsgdlat pontossagat. Tartsa be a megadott i nkubéacios idoket.
Minden vizsgélathoz készitsen Uj kalibrécios gorbét, ne hasznélja korabbi
mérések adatait.

Elékezelé 1épés

Cimkézzen fel egy miianyag csdvet ugyanazon mintahoz és kontrollhoz.
K észitsen mindegyik mintébdl és kontrollbol 50 ul-t egy csshoz.

Adjon 50 ul-t az €l 6kezelt oldatbdl ebbe a csébe.
Vortexelje mindegyik csbvet 5 méasodpercig.

Inkubalja 6ket 30 percig szobahémérsekleten.

Adjon 1 ml higit6 puffert a cséhoz.
Vortexelje mindegyik csovet.

A vizsgalat menete

Duplikatumban cimkézziink meg bevonatos csdveket minden kalibrétor,

kontroll és minta szaméara. 2 normal csdvet szamozzunk meg az dsszes

belitésszam meghatérozasara.

Rovid vortexelés utdan a kalibratorokbdl, a kihigitott mintékbdl és

kontrollokbél 100 pl-t mérjiink be a megfe €6 csovekbe.

Adjunk minden csébe - az 8ssz-belitésszam mérésére szolgalé csdhoz is -

200-200 pl Tracer ol datot.

A kémcssdllvanyt kézzel Gvatosan rézzuk ossze, hogy a csdvekben maradt

buborékokat etavolitsuk.

Inkubdlja razétermosztaton (400rpm) 120 percig szobahémérsekleten.
Szivjuk, (vagy ontsik le) minden cs tartalmét (kivéve a teljes belitésszam
meghatarozasara szant csbveket). Gyszédjink meg arrdl, hogy a leszivo



berendezés miianyag csdvének vége leér a bevonatos csj fenekére, hogy az
oszes folyadékot d tudjuk tavolitani.

7. A csdveket 2 ml mosifolyadékkal mossuk (kivéve az dsszes belitésszam
meghatarozasara szolgalé csoveket) és a mosofolyadékot szivjuk, vagy
ontstik le. A mosofolyadék bemérése sorén kerilljiik a felhabzast.

8. A csoveket helyezzik 2 percre fliggslegesen fejje lefelé és tavalitsuk € a
maradék fol yadékcseppeket.

9. Gamma szamlal 6 segitségével 60 mp-ig mérjik a belitésszamot.

Xl. EREDMENYEK KISZAMITASA

1. Szamoljuk ki a parhuzamos meghatéarozasok (duplikatumok) étlagéat

2. Szamitsuk ki a megkdtott radioaktivitast a zero(0) kalibrator pontban mért
kotés szézal ékaban a kovetkezo képlet alapjan:

B/BO x 100 =(kalibrétor vagy minta belitésszdma/a zero kalibrator
belitésszama) x 100

3. Szemi-logaritmikus, vagy logit-log milliméterpapiron tiintessik fel minden
egyes kalibrator pontra a B/BO x 100 (%) értékeket az IGF-1 koncentracio
flggvényében. Az egyértelmiien , kil 6g6” értékeket vessik .

4. A kalibracios gorbét szamitégép segitségéve is felvehetjik. Amennyiben
automatizalt kiértékelést végziink, 4 paraméteres logisztikai fliggvény
illesztési modszert valassszunk.

5. A minta (B/BO (%)) értékeinek interpolécidjaval a kalibraciés gorbébdl
hatérozzuk meg a minték |GF-1 koncentrécidit.

6. Az 0Osszes radioaktivitas jelOletlen IGF-1 jelenl é&ében megk6tétt szazal ékos

arényat (BO/T) minden vizsgdlat esetén dlendrizni kell.

XIl. JELLEMZO MERESI EREDMENYEK

A kovetkezé adatok csak pédaként szolgadlnak, soha ne haszndlja 6ket a valés
idejti kalibrécio helyett.

D. Pontossag o )
HIGITASI VIZSGALAT

Minta Higitas Elméleti Mért
koncentréacio koncentréacio
(ng/ml) (ng/ml)
Savo A 1 - 818
12 409 418
14 205 216
/8 102 110
116 51 54
1 - 501
Savo B 12 251 250
14 125 130
/8 63 62
116 31 26
A mintékat higit6 pufferre higitottuk.
VISSZANYERES
Minta Hozzéadott | GF- Visszanyert Visszanyerés
1(ng/ml) IGF-1 (ng/ml) %)
C1 17 18 108
c2 53 55 104
C3 160 164 103
c4 382 111 107
Atvalatas egyiitthato:
ng/ml-t8l nmol/L-ig: x 0.1307
nmol/L-tél ng/ml-ig: X 7.649

XIV. BELSO MINOSEGELLENORZES

- Ha a kontroll 1-re és 2-re kapott eredmények kivil esnek az ampullék
cimkéin feltintetett tartomanyon, a vizsgdat eredményei nem
hasznalhatok fel, kivéve, haismert az etérés pontos oka.

- Igény esetén béarmely laboratérium készithet egy sqjat, kontrollként

IGF-1-RIA-CT cpm B/Bo (%)
Teljes radioaktivités 71038
Kadibréator 0,0 ng/ml 38117 100,0
33,0 ng/ml 35753 93,8
8L4 ng/ml 30816 80,8
228,8 ng/ml 19914 52,2
640,2 ng/ml 10525 27,6
1529,0 ng/ml 5331 14,0

XI1I. A VIZSGALAT JELLEMZOI ES KORLATAI

A.

A kimutathatésag also hatéra

20 kiil6nboz6 zerod kalibréatort vizsgéltak tobb méas kalibréatorral szemben. A
kimutathat6sagi hatér, mely definici6 szerint az atlagos belitésszam alatt 2
standard deviaciondl (2SD) mért |atsz6lagos koncentraci 6 zero (0) bekdtés
esetén, 3,4 ng/ml értéknek adédott.

B. Specificitas
A keresztreakcidk szézalékos mértéke az 50%-0s gétlast eredmeényezd
koncentréaci 6értékeknél az alabbi eredményeket adta:

Vegyulet K eresztreaktivitas (%)

IGF-1 100,0

IGF-I1 0,7

Inzulin Nem mérhet6

GH Nem mérhet6

szolgdl 6 savé-pooalt, amit azutan szétosztva, lefagyasztva kell tarolni.
- A péarhuzamos vizsgalatok eredményei kozotti
mértékét a GLP (Good Laboratory Practises) alapjan kell meghatarozni.

XV. REFERENCIATARTOMANY

Ezek az értékek tgjékoztato jellegliek, minden laborat6riumnak maganak kell
megdllapitania a sgjat normél értékeit.

eltérés  efogadhatd

Normdl esetek:
Férfiak (ng/ml) Nék (ng/ml)
K orcsoport

Atlag Tartomany | N Atlag | Tartoméany N
0- 2éves 102 73-184 14 98 59-143 3
3- 5éves 124 103-189 7 159 84-447 9
6- 8éves 177 115-249 9 276 79-432 10
9- 11 éves 362 181-656 9 272 175-445 8
12 - 14 éves 315 168-557 10 418 202-1101 19
15- 17 éves 409 224-592 9 414 138-658 25
18 - 20 éves 330 190-390 4 355 144-519 10
21 - 30 éves 313 235-408 6 310 191-478 52
31 - 40 éves 225 154-270 10 279 180-437 53
41 - 50 éves 222 160-318 15 233 123-406 39
51 - 60 éves 195 144-286 26 217 122-327 36
> 60 éves 171 94-245 23 186 91-320 27

M egjegyzés A téblazat értékeit anti-| GF-1-el hatéroztuk meg.

C.

Reprodukal hat6sag

VIZSGALATON BELULI VIZSGALATOK KOZOTTI

Megjegyzés. atartomanyok min-max értékek.
XVI. MUNKAVEDELEM

Biztonsagi eldirasok
Csak in vitro diagnosztikai felhaszndlasra.

Savé6 | N | <X>=*SD cv Sav6 | N <X>=*SD cv
(ng/ml) (%) (ng/ml) (%)
A 20 | 361%33 9.1 A 17 | 1291116 90
B 20 | 8L,4%19 19 B 17 | 3625+149 41
c 20 | 402868 17

SD: standard deviécio; CV: variéci6s koefficiens

A kit réntgen (28 keV) és gamma (35.5 keV) sugérzé I izotépot (feezési ids:
60 nap) tartalmaz.

A reagenskészletben taldlhat6 radioaktiv anyagot csak arra jogosult személyek
vehetik & és haszndlhatjak fel. Radioaktiv termékek beszerzésére, téroléasira,
haszndlatéra, és cseréjére az adott orszag torvényei évényesek. A reagensek
alkalmazasa embereken és dllatokon is minden korilmények kozott tilos.

Minden, radioaktiv reagenssel végzett miiveletet egy arra kijelolt, elkulonitett
helyen kell elvégezni. A laboratériumba érkezett radioaktiv anyagok éatvételérol
éstarolasarol vezetett jegyzokonyvet a laboratérium teriiletén kell tartani. Azokat
a laboratoriumi eszkdzoket és Uivegedényeket, amelyek radioaktiv anyaggal
szennyezédhettek, kildnitse e, hogy elkeriilje a kiilonbdzé radioizotépokkal
torténd keresztszennyezédést.



Amennyiben barmilyen radioaktiv anyag kiémlik, azonnal tekaritsa fel az erre
vonatkoz6 € dirasoknak megfelel6 modon. A keletkezé radioaktiv hulladékot a
helyi szabdlyoknak és az illetékes hatésagok erre vonatkozé Utmutatasanak
megfeleléen kell kidobni. Ha betartja a radioaktiv anyagok keze ésére vonatkozo
aapvets szabdlyokat, megfeleléen védett lesz a sugarfertézéstol.

A készlet emberi vérbdl késziilt reagenseit eurdpai szabvanyok szerinti ésivagy
az FDA dtal mingsitett médszerrel HBsAg-tol, valamint anti-HCV, és anti-HIV-
1 és 2 dlenanyagoktdl mentesnek taldlték. Azonban egyetlen maismert modszer
dapjan sem dlithatd biztosan, hogy az emberi vérbdl készilt anyagok nem
okozhatnak hepatitist, AIDS-et vagy mas fert6z6 betegséget. Ezért minden ilyen
reagenst és minden savé-, illetve plazmamintat a fert6zé anyagokra vonatkozo
helyi biztonsagi e 6irasoknak megfele 6en kell kezelni.

Minden dlati eredetii reagens és termék egészséges dlatokbdl szarmazik. A
szarvasmarha eredetli reagensek olyan orszagokbdl szarmaznak, ahonnan eddig
nem jelentettek BSE esetet. Ennek ellenére minden dlati eredetii anyagot
tartalmazo reagenst potencidlisan fertézésveszélyesként kell kezelni.

Vigyazzon, hogy a reagensek bérre ne kertiljenek (tartésitoszer: natrium-azid). A
reagensekben taldhaté néatrium-azid robbanasveszélyes fém-azidokat képezhet
dlom és réz csdvezetékek anyagaval. A csovek mosasakor nagy mennyiségii
vizzel egyltt ontse ki ezeket az anyagokat, hogy megelézze az azid
felgytleml ését.

Ne dohanyozzon, ne fogyasszon éet vagy itat, illetve ne haszndjon
kozmetikumokat a laboratériumban. Ne pipettazzon szgjjal. Munka kozben
viseljen laborkdpenyt és egyszer hasznélatos kesztyiit.
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XVIIlI.  AZ ELJARAS OSSZEFOGLALASA
Osszes K alibratorok MINTA(K)
belitésszam KONTROLLOK

ul pl pl
ELOKEZELES
Minték, kontroll ok - - 50
Elékezel 6 oldat R R 50
Inkubd & Vortexeld 5 mésodrepcig, mad inkubdd 30 percig

szobahémérsékleten
Higit6 puffer
1000

Rézés Vortex
INK UBALAS
Kaibréatorok (0 - 5) - 100 -
Elékezelt minta, - - 100
Kontorollok
Tracer ol dat 200 200 200
Inkubd & Rézétermosztaon (400 rpm) 120 percig szobahémérsékleten
Elvdasztés - Leszivés (vagy ledntés)
Mosofolyadék 2,0ml
(higitott) Leszivés (vagy ledntés)
Elvélasztés
Széamldas A csoveket 60 mp-ig szamldjuk
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P.I. Number : 1701000

Used symbols

Consult instructions for use

Storage temperature

IJ -\? i

Use by

Batch code

Catalogue number

Control

In vitro diagnostic medical device

Manufacturer

N

Contains sufficient for <n> tests

OLN | CONC

Wash solution concentrated

Zero calibrator

AL
AL

Calibrator #

Control #

Tracer
Tracer

Ag
Ab 1251

Tracer concentrated

Tracer concentrated

I

Tubes

Incubation buffer

ACETONITRILE

Acetonitrile

Serum

Specimen diluent

U

DI
DI

L
Dilution buffer
Antiserum
Immunoadsorben

Calibrator diluent

Reconstitution solution

Polyethylene glycol

Extraction solution

Elution solution

Bond Elut Silica cartridges

Pre-treatment solution

LN
0L

Neutralization solution

N
TRACEUR

Tracer buffer

Microtiterplate
HRP Conjugate
HRP Conjugate

HRP Conjugate concentrate

b
2
Ag HRP CONC

HRP Conjugate concentrate

Conjugate buffer

CHROM CONC

Chromogenic TMB concentrate

Chromogenic TMB solution

Substrate buffer

Stop solution

Incubation serum

Buffer

AP Conjugate

Substrate PNPP

Biotin conjugate concentrate

Avidine HRP concentrate

Assay buffer

Biotin conjugate

Specific Antibody

SAV | HRP | CONC Streptavidin HRP concentrate
NSB Non-specific binding
2nd AD 2nd Antibody

Acidification Buffer

Distributor

TRAY

Incubation trays

PMSF solution

Protect from light

STRIP Dot Strip
Substrate

[CART ] Cartridge

WASH | SOLN Wash buffer
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Symboles utilisés
Bt Consulter lesinstructions d utilisation
/ﬂf Température de conservation
= Utiliser jusque
Numéro de lot
Référence de catalogue
Controle

=]

Dispositif médical de diagnostic in vitro

Fabricant

i A=

Contenu suffisant pour <n> tests

Solution de lavage concentrée

ca | o Calibrateur zéro
CcAL N Cadlibrateur #
CONTROL [ N Controle #
Ag 1251 Traceur
Ab 1251 Traceur
Ag | 1251 | CONC Traceur concentré
Ab | 1251 | CONC Traceur concentré
lij Tubes
INC | BUF Tampon dincubation
ACETONITRILE Acétonitrile
SERUM Sérum
oL | sE Diluant du spécimen
piL | BUF Tampon dedilution
ANTISERUM Antisérum
IMMUNOADSORBENT Immunoadsorbant
DL | cAL Diluant de calibrateur
ReC | soN Solution de reconstitution

Glycol Polyéthyléne

Solution d’extraction

ELU | SOLN Solution d’elution
GEL Cartouches Bond Elut Silica
PRE SOLN

Solution de pré-traitement

Solution de neutralisation

Tampon traceur

Microplaque de titration

Ab | HRP HRP Conjugué

Ag | HRP HRP Conjugué

Ab | HRP | CONC HRP Conjugué concentré

Ag | HRP | CONC HRP Conjugué concentré
cony | BUF Tampon conjugué
CHROM | TMB | CONC Chromogéne TMB concentré
CHROM | TMB Solution chromogéne TMB
suB | BUF Tampon substrat
SToP | SOLN Solution d'arrét

iNc | =R Sérum dincubation

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

Concentré streptavidine HRP

NS8 Liant non spécifique
2nd Ab Second anticorps
| ACID | BUF |

Tampon d'acidification

Revision nr 070716



P.I. Number : 1701000

Gebruikte symbolen

Raadpl eeg de gebruiksaanwijzing

Bewaartemperatuur

Houdbaar tot

Lotnummer

Catal ogusnummer

Controle

Medisch hulpmiddel voor in-vitro diagnostiek

Fabrikant

Inhoud voldoende voor <n> testen

WASH [ SOLN | CONC

E@zsﬁﬁaw*@

Wasopl ossing, geconcentreerd

cAL 0 Nulkalibrator

cAL N Kalibrator #

CONTROL | N Controle #

Ag 1251 Tracer

Ab 1251 Tracer

Ag | 1251 | CONC Tracer geconcentreerd

Ab | 1251 | CONC Tracer geconcentreerd
lij Buisies

INC | BUF Incubatiebuffer
ACETONITRILE Acetonitrile

SERUM Serum

oL | sE Specimen diluent

oL | BUF Verdunningsbuffer

ANTISERUM Antiserum

IMMUNOADSORBENT Immunoadsorbent

DL | cAL Kalibratorverdunner
REC | SOLN

Reconstitutieopl ossing

PEG Polyethyleen glycol
EXTR | SOLN Extractieoplossing
ELU | soN Elutieoplossing
GEL Bond Elut Silica kolom
PRE | SoLN Pre-behandelingsoplossing
NEUTR | SOLN Neutralisatieoplossing
TRACEUR | BUF Tracerbuffer
Microtiterplaat
Ab | HRP HRP Conjugaat
Ag HRP HRP Conjugaat
Ab | HRP | CONC HRP Conjugaat geconcentreerd
Ag | HRP | cONC HRP Conjugaat geconcentreerd
conJ | BUF Conjugaat buffer
CHROM | TMB | CONC Chromogene TMB geconcentreerd
CHROM | TMB Chromogene Oplossing TMB
suB | BUF Substraatbuffer
STOP | soLN Stopoplossing
INC | SR Incubatieserum
BUF Buffer
Ab AP AP Conjugaat
suB | PNPP Substraat PNPP

BIOT CONJ | CONC

Geconcentreerd Biotine conjugaat

AVID HRP | CONC

Geconcentreerd Avidine-HRP conjugaat

Assay buffer

Biotine conjugaat

Specifiek antilichaam

Streptavidine-HRP concentraat

Aspecifieke binding

2de antilichaam

Verzuringsbuffer
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Gebrauchte Symbolen

[HE] Gebrauchsanweisung beachten
/ﬂf Lagern bel

- Verwendbar bis

Chargenbezei chnung
Bestellnummer
Kontrolle

VD In Vitro Diagnostikum

M Hersteller

VA Ausreichend fir <n> Ansétze

Waschl6sung-Konzentrat

CAL 0 Null kaibrator
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
oL | sE Probenverdiinner
oL | BUF Verdunnungspuffer
ANTISERUM Antiserum
IMMUNOADSORBENT | mmnadsorbens
DL | cAL Kalibratorverdiinnung
REC | SOLN Rekonstitutionsl6sung
PEG Polyethylenglykol
EXTR | SOLN Extraktionsldsung

ELU | SOLN Eluierungslsung
GEL Bond Elut Silikakartuschen
PRE SOLN

Vorbehandlungsl 6sung

Neutralisierungsl ésung

Tracer-Puffer

Mikrotiterplatte

HRP Konjugat

HRP Konjugat

HRP Konjugat Konzentrat

HRP Konjugat Konzentrat

cony | BUF Konjugatpuffer
CHROM | TMB | CONC Chromogenes TMB Konzentrat
CHROM | TMB Farblésung TMB

suB | BUF Substratpuffer

stoP | soLn Stoppl &sung

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

Ass | BUF Assaypuffer
Ab | BIOT Biotin-Konjugat
Ab Spezifischer Antikorper

HRP Streptavidinkonzentrat

Unspezifische Bindung

Sekundérer Antikdrper

Ansauerungspuffer
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Simboli utilizzati

Consultare leistruzioni per I'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

E@zsﬁﬁaw*@

Tampone di lavaggio concentrato

CcAL 0 Cadlibratore zero
CcAL N Standard #
CONTROL [ N Controllo #
Ag 1251 Marcato
Ab 1251 Marcato
Ag | 1251 | cONC Marcato concentrato
Ab | 1251 | CONC Marcato concentrato
lij Provette
INC | BUF Tampone incubazione
ACETONITRILE Acetonitrile
SERUM Siero
oL | sE Diluente campione
DL | BUF Tampone diluizione
ANTISERUM Antisiero
IMMUNOADSORBENT |rm~unoamorbente

DIL CAL

Diluente calibratore

REC SOLN

Soluzione di ricostituzione

Polietilenglicole

EXTR | SOLN

T

Soluzione di estrazione

ELU SOLN

Soluzionedi eluizione

’

Cartucce di silice bond elut

PRE SOLN

Soluzione di pretrattamento

NEUTR | SOLN

Soluzione di neutraizzazione

TRACEUR Ul

Tracer Buffer

Piastradi microtitolazione

o

Al RP HRP Coniugato

Ag HRP HRP Coniugato

A | HrP | conc HRP Coniugato concentrato

Ag | HRP | conc HRP Coniugato concentrato
cong | BUF Buffer coniugato
cHrom | TMB | cone Cromogena TMB concentrato
CHROM | TMB Soluzione cromogena TMB
suB | BUF Tampone substrato

stop | soLn Soluzione di arresto

INC | sER Incubazione con siero

BUF Buffer
Ab AP AP Coniugato
sug | PNPP Substrato PNPP

Concentrato coniugato con biotina

AVID

CONC

BIOT CONJ | CONC

Concentrato avidinaHRP

Soluzione tampone per test

Coniugato con biotina

Anticorpo Specifico

SAV | HRP | CONC Streptavidina-HRP concentrata
NSB Legame non-specifico
20dAb 2° Anticorpo

| ACID | BUF |

Tampone Acidificante
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Simbolos utilisados

Consultar las instrucciones de uso

Limitacion de temperatura

Fecha de caducidad

Codigo de lote

Numero de catalogo

Control

Producto sanitario para diagndstico in vitro

Fabricante

Contenido suficiente para <n> ensayos

Solucion de lavado concentrada

(o] v ]

Calibrador cero

Calibrador #
Control #
- Trazador

Ab 1251 Trazador

Trazador concentrada

A
Ab ON

o lw

Trazador concentrada

I

Tubos

L
:
C

Tampon de incubacion

ACETONITRILE

Acetonitrilo

Suero

Diluyente de Muestra

DI
DI

Tampon de dilucion

(oo ]

Diluyente de calibrador

L
L C
C

Solucion de Reconstitucion

Glicol Polietileno

L
E(

Solucién de extraccion

E

F

L
OLN
N

Solucién de elucion

Cartuchos Bond Elut Silica

Solucién de Pre-tratamiento

Solucién de Neutralizacion

Tampon de trazador

Placa de microvaloracion

HRP Conjugado

HRP Conjugado

HRP Conjugado concentrada

HRP Conjugado concentrada

Tampon de Conjugado

HROM | TMB

Cromoégena TMB concentrada

Solucion Cromdgena TMB

Tampon de sustrato

Solucion de Parada

Suero de Incubacion

Tampon

AP Conjugado

Sustrato PNPP

Concentrado de conjugado de biotina

Concentrado avidina-HRP

Tampon de ensayo

Conjugado de biotina

Anticuerpo especifico

SAV | HRP | CONC Estreptavidina-HRP Concentrado
NSB Unién no especifica
2nd Ab Segundo anticuerpo

TRAY

Bandejas de incubacién

PMSF

Distributor

Proteger de la luz

ACID | BUF

Tampon de Acidificacion
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Enrcéiiynon couforov

ZvpPovievteite Tig 0dNyieg xpriong

Oeppokpacio amobikevong

Hpepopnvia Anéng

ApBpog maptidog

ApBpdg Kataddyon

Ipétumo ehéyyov

In Vitro Awyvootiké lotpoteyvortytkd mpotdv

Kataokevaomg

Tepeyopevo emapkég yuo «» eEeTdoEelg

WASH [ SOLN | CONC

E@zsﬁﬁaw*@

ZUUTVKVOUEVO SHAVLLOL EKTAVONG

CAL 0 Mndevikog Babpovopntig
CcAL N Babpovountg #

CoNTROL | N Opodg eréyyov #

Ag | s Iymbémg

Ab 1251 Iyvnbémng

Ag | 1251 | CONC Xpopoyovog Iyvndémg

Ab | 1251 | CONC Xpopoyovog Ixyynbémg
lij Torvaplo

INC | BUF PuBpiotiko dtddvpa endoong
ACETONITRILE Axetovitpilio
SERUM Opog
DL | sE Aidopa apaioong detypdtmv
DL | BUF PouBpiotiko dtidovpa apainong
ANTISERUM Avtiopog
IMMUNOADSORBENT AvocompospopNTIKO
DL | cAL Aparotikd fodpovountdv
REC | SOLN Addopa avocHGTOoT G
PEG ToAvatbvievoylvkoin
EXTR | SOLN Aidopa exydrong
ELU | SOLN Aihopa Ekhoveng

’

Duoryyeg moprriov Bond Elut

PRE SOLN

Aidopa Tpoemeepyaciog

NEUTR | SOLN

Aihopa eEovdetépwong

TRACEUR Ul

Pubruotico didivpa

o

IMiéka pkpotithodoTong
Al RP HRP Z0Cevypa
Ag HRP HRP Z0Cevypa

Ab HRP CONC

Xpopoyoévog HRP Zulevypa

Ag HRP CONC

Xpopoyoévog HRP Zolevypa

CONJ | BUF PuBpiotiko dtidvpa culedypatog
cHrRom | T™MB | cone Xpwpoydvog TMB
cHRoM | TMB Awdhopa ypopoyovov TMB

SUB | BUF PuBpiotikd StiAv o VIOGTPMOUATOG
stoP | soLn Avaoyetikd avtidpoaotiplo
INC | SR Opog emdaong
BUF PuBuiotikd dddvpa
Ab AP AP Z0Cevypa
SUB | PNPP PNPP vrostpdpatog

BIOT CONJ | CONC

ZUUTVKVOUEVO avTIdpacTiplo culevypévo pe Protivny

AVID HRP | CONC

Zopmokvopévo dtdivpo ofdivng-HRP

PuBiotiko stddvpa Tposdopicron

avTIdPOoTHPLO GLEEVYHEVO 1e PloTivn

Ewdwo6 Avticopa

Zopmokvopévn otpentofidivn cvveéevyuévn pe HRP

un-edikn déopevon

20 Avticopa

PuBiotiko Atdivpo 6&vo
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Stosowane symbole

Przed zastosowaniem zapoznac si¢ z instrukcja.

Temperatura przechowywania

Zuzy¢ przed

o]

Kod serii

Numer katal ogowy

Kontrola

Urzadzenie medyczne do diagnostyki in vitro

Producent

Zawartos¢ wystarczajaca do <n> testow

WASH | SOLN | CONC

<]EEEEIM B
ol |37 A

0

r

Roztwér ptuczacy stezony

CAL 0 Kalibrator zerowy
CAL N Kalibrator nr
CONTROL | N Kontrolanr

Ag 1251

Znacznik izotopowy

Ab 1251

Znacznik izotopowy

Ag 1251 | CONC

Znacznik izotopowy stezony

Ab 1251 CONC

Znacznik izotopowy stezony

Probowki

INC | BUF Wymagana inkubacja buforu
ACETONITRILE Acetonitryl
SERUM Surowica
oL | sE Rozcienczanik prébki
oL | BUF Bufor do rozcienczania
ANTISERUM Antysurowica
IMMUNOADSORBENT Immunoadsorbent
oL | ca Rozcienczalnik kalibratora

Roztwér do rozcienczania

Glikol poli(oksy)etylenowy

Roztwor ekstrakeyjny

Roztwér e ucyjny

Kolumny krzemionkowe Bond Elut

PRE | SOLN Roztwér do przygotowania wstepnego

NEUTR | SOLN Roztwér neutralizujacy

TRACEUR | BUF Bufor znacznika

mikroptytka

A | HRP Koniugat peroksydazy chrzanowej

Ag | HRP Koniugat peroksydazy chrzanowej

Ab | HRP | conc Koncentrat koniugatu peroksydazy chrzanowej
Ag | HRP | CONC Koncentrat koniugatu peroksydazy chrzanowej

Q
2
&

BUF

Bufor do koniugeacji

CHROM ™B CONC

Koncentrat chromogenu TMB (czterometylobenzydyny)

CHROM | T™MB

Roztwér chromogenu TMB (czterometylobenzydyny)

suB | BUF Bufor substratu
stoP | soLn Roztwér zatrzymujacy reakcje
INC | ser Wymagana inkubacja surowicy
BUF Bufor
Ab AP Koniugat AP (fosfatazy alkalicznej)
suB | PNPP p-nitrofenyl ofosforan substratowy

BIOT CONJ | CONC

Koncentrat koniugatu biotyny

AVID HRP | CONC

Koncentrat peroksydazy chrzanowej z awidyna

Bufor do oznaczania

Koniugatu biotyny

Przeciwciato swoiste

sav | HRP | cone Koncentrat streptawidyny HRP
NSB Wiazanie nieswoiste
2nd Ab Drugie przeciwciato

| ACID | BUF | Bufor zakwaszajacy
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Hasmalt szimboélumok

Olvassa e ahaszndati Gtmutat6t

Térolési homérséklet

Lejarati ido

Gyartasi kod

Katal 6gus szam

Kontrol

In vitro diagnosztikai eszkdz

Gyarté

Tartalma <n> teszt el végzésére elegendd

WASH [ SOLN | CONC

E@zsﬁﬁaw*@

Moso folyadék koncentrdtum

CAL 0 Zero kalibrétor
CAL N Kalibrétor #
CONTROL | N Kontrol #

Ag 1251

Nyomjelz6 izotop

Ab 1251

Nyomjelz6 izotop

Ag 1251 CONC

Nyomjelz6 izotép koncentrdtum

Ab 1251 CONC

Nyomjelz6 izotép koncentrdtum

i Csdvek
INc | BUF Inkubd 6 puffer
ACETONITRILE Acetonitril
SERUM Szérum
oL | sE Mintahigité
oL | BUF Higité puffer
ANTISERUM Antiszérum
IMMUNOADSORBENT | mmned&orbens
oL | cA Kalibrétor higité
REC | SOLN Mintael 6készité ol dat
PEG Polietilén glikol
EXTR | soLN Extrakci6s ol dat
e | soN Eludl 6 oldat
[ o= | Bond Elut Silicaszilikagél patronok
PRE | SOLN El6kezel§ oldat

Semlegesité oldat

Nyomjelz6 izot6p higitd puffer

Mikrotiter lemez

Ab | HRP HRP konjugétum

Ag | HRP HRP konjugatum

Ab | HRP | CONC HRP konjugétum koncentrétum

Ag | HRP | CONC HRP konjugétum koncentrétum
cong | BUF Konjugétum puffer
CHROM | TMB | CONC Kromogén TMB koncentratum
CHROM | T™MB Kromogén TMB ol dat

suB | BUF Szubsztrét puffer

stop | soLN Stop oldat

INC | SR Inkubéci 6s szérum

BUF Puffer
Ab AP AP konjugétum
suB | PnPP Szubsztrét PNPP

BIOT CONJ | CONC

Biotin konjugdtum koncentrétum

AVID HRP | CONC

Avidin HRP koncentrétum

Vizsgdlati puffer

Biotin konjugatum

Specifikus ellenanyag

Sztreptavidin HRP koncentrdtum

NS8 Nem-specifikus kétédés
2nd Ab Mésodlagos €llenanyag
| ACID | BUF |

Savas puffer
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