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C-peptide IRMA KIT
IM3639

IMMUNORADIOMETRIC ASSAY FOR THE IN VITRO
DETERMINATION OF C-PEPTIDE IN HUMAN SERUM,
PLASMA AND URINE

For in vitro diagnostic use.

PRINCIPLE

The immunoradiometric assay of C-peptide is a “sandwich” type assay. The
same kit may be employed for the measurement of C-peptide either directly
in serum and plasma or, after dilution, in urine.

In the kit, mouse monoclonal antibodies directed against two different
epitopes of C-peptide and hence not competing are used.

Serum, plasma or diluted urine samples, the controls and calibrators are
incubated in tubes coated with the first monoclonal antibody in the presence
of the second monoclonal antibody labeled with iodine 125. After incubation,
the contents of the tubes are rinsed so as to remove unbound '®I-labeled
antibody. The bound radioactivity is then determined in a gamma counter.
The C-peptide concentrations in the samples are obtained by interpolation
from the standard curve. The concentration of C-peptide in the samples is
directly proportional to the radioactivity.

WARNING AND PRECAUTIONS
General remarks:

. The vials with calibrators and controls should be opened as short time
as possible to avoid evaporation.

. Do not mix the reagents from kits of different lots.
. A standard curve must be established with each assay.
. It is recommended to perform the assay in duplicate.
. Each tube must be used only once.
Basic rules of radiation safety

The purchase, possession, utilization, and transfer of radioactive material is
subject to the regulations of the country of use. Adherence to the basic rules
of radiation safety should provide adequate protection:

. No eating, drinking, smoking or application of cosmetics should be
carried out in the presence of radioactive materials.

. No pipeting of radioactive solutions by mouth.

. Avoid all contact with radioactive materials by using gloves and
laboratory overalls.

. All manipulation of radioactive substances should be done in an
appropriate place, distant from corridors and other busy places.

. Radioactive materials should be stored in the container provided in a
designated area.

. A record of receipt and storage of all radioactive products should be
kept up to date.

. Laboratory equipment and glassware which are subject to
contamination should be segregated to prevent cross-contamination
of different radioisotopes.

. Each case of radioactive contamination or loss of radioactive material
should be resolved according to established procedures.

. Radioactive waste should be handled according to the rules
established in the country of use.

Sodium azide

Some reagents contain sodium azide as preservative. Sodium azide may
react with lead, copper or brass to form explosive metal azides. Dispose of
the reagents by flushing with large amounts of water through the plumbing
system.

Material of human origin

All serum and plasma samples should be handled as if capable of transmitting
hepatitis or AIDS and waste should be discarded according to the country
rules.
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GHS HAZARD CLASSIFICATION

Wash Solution (20X) DANGER

H360 May damage fertility or the
unborn child.

P201 Obtain special instructions
before use.

P280 Wear protective gloves,
protective clothing and
eye/face protection.

P308+P313 IF exposed or concerned:

Get medical advice/attention.
Boric Acid 0.1-0.3%

Sodium Borate Decahydrate
0.1-0.3%

Safety Data Sheet is available at techdocs.beckmancoulter.com

SPECIMEN COLLECTION, PROCESSING,
STORAGE AND DILUTION

Collection of serum and plasma samples
. Collect blood in dry tubes or in tubes containing EDTA.
. Separate serum or plasma from cells by centrifugation.

. Serum and plasma samples may be stored at 2-8°C, if the assay is to
be performed within 24 hours. For longer storage keep frozen (at <
-20°C for 2 months or preferably at < -70°C for 1 year maximum) after
aliquoting so as to avoid repeated freezing and thawing. Thawing of
sample should be performed at room temperature.

Human C-peptide is relatively unstable molecule in liquid serum or
plasma (the considerable degradation may be observed already in a
few day period). The recommendation concerning storage should be
therefore strictly adhered.

. If samples have concentrations greater than the highest calibrator,
they must be diluted in the dilution buffer.

Serum and EDTA plasma values for 20 samples (serum values ranging from
576.1 to 3,739 pM) were compared using the IM3639 C-Peptide IRMA kit.
Results are as follows:

[EDTA-plasma] = 0.9623[serum] + 49.99
R = 0.9960
Collection of urine samples
. Collect 24-hour urine in flask.
. Determine volume.
. Centrifuge or filter before assay, if necessary.

. Samples may be stored at 2-8°C, if the assay is to be performed
within 24 hours. For longer storage, keep frozen at < -18°C for 1
year maximum, after aliquoting so as to avoid repeated freezing
and thawing. Thawing of sample should be performed at room
temperature.

. The content of C-peptide in urine samples is often over the
concentration of the higher calibrator. Therefore dilution 1:21 with
dilution buffer is recommended, e.g. 25 pL of urine should be diluted
with 500 pL of dilution buffer.

MATERIALS PROVIDED

All reagents of the kit are stable until the expiry date indicated on the kit label,
if stored at 2-8°C. Expiry dates printed on vial labels apply to the long-term
storage of components by the manufacturer only, prior to assembly of the kit.
Do not take into account.

Storage conditions for reagents after reconstitution or dilution are indicated
in paragraph Procedure.
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Anti-C-peptide monoclonal antibody coated tubes: 2 x 50 tubes

(ready-to-use)

%|.]labeled monoclonal anti-C-peptide antibody: one 17 mL vial

(ready-to-use)

The vial contains 640 kBq, at the date of manufacture, of '®I-labeled
immunoglobulins in buffer containing bovine serum albumin, sodium azide
(<0.1%) and a dye.

C-peptide dilution buffer: one 25 mL vial (ready-to-use)
The solution contains bovine serum albumin and sodium azide (<0.1%).
Calibrators: six vials (lyophilized)

The calibrator vials contain from 0 to approximately 6,400 pM of C-peptide
in buffer with bovine serum albumin and sodium azide (<0.1%). The exact
concentration is indicated on each vial label. The calibrators were calibrated
against the international standard, WHO IRR C-Peptide 84/510.

Control sera: two vials (lyophilized)

The vials contain C-peptide lyophilized in bovine serum and sodium azide
(<0.1%). The expected values are in the concentration range indicated on a
supplement.

Wash solution (20x): one 50 mL vial
Concentrated solution has to be diluted before use.
MATERIALS REQUIRED, BUT NOT PROVIDED
In addition to standard laboratory equipment, the following items are required:
. precision micropipets (50 pL; 25 pL).
. semi-automatic pipet (150 pL).
. vortex-type mixer.
. horizontal or orbital shaker (> 280 rpm).
. aspiration system.

+  gamma counter set for '%|.

RESULTS

Results are obtained from the standard curve by interpolation. The curve
serves for the determination of C-peptide concentrations in samples
measured at the same time as the calibrator.

Standard curve

The results in the quality control department were calculated using spline
curve fit with determined radioactivity (cpmg.-cpm;ai0) on the log vertical axis
and analyte concentration of the calibrators on the log horizontal axis (pM).

Other data reduction methods may give slightly different results.

Total activity: 227,129 cpm
Calibrators | C-peptide | cpm (n=3) BIT (%) CpMca —
(pM) CPMcajo
0 0 53 0.02 -
1 32 985 0.43 932
2 103 2,935 1.29 2,882
3 375 10,863 4.78 10,810
4 1,530 42,652 18.78 42,599
5 6,100 118,237 52.06 118,184

(Example of standard curve, do not use for calculation)

Samples

For each sample, locate the cpm or B/T value on the vertical axis and read
off the corresponding analyte concentration on the horizontal axis.

The concentrations of diluted samples must be corrected by the dilution factor.
To convert pmol/L (pM) into ng/mL, multiply results by 0.003.
24 hours urine excretion

For diluted urines (dilution 1:21), the following formula must be used for the
determination of 24 hours C-peptide excretion:

C-Peptide (nmol/24h) = measured concentration (pM) x 21 x V
1000

where V = 24 h urine volume in litres
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EXPECTED VALUES

It is suggested that each laboratory establishes its own normal values. The
following values obtained with healthy subjects are indicative only.

Sera
. The serum samples of 156 fasting healthy individuals were analyzed.

Mean Median Standard Min—Max
Deviation
(SD)
pM 519 471 255 32.6-1,458
|ng/mL 1.56 1.41 0.766 0.098-4.380

The 95 percentile range was 160-1,100 pM (0.48-3.30 ng/mL).

. As an example, the average C-peptide concentrations in the OGTT of
twelve young, healthy individuals are presented in the following table.

Time (min) C-peptide (pM) C-peptide (ng/mL)
Average * 1 SD Average * 1 SD
0 520 + 169 1.56 + 0.507
35 2,274 £ 1,116 6.82 + 3.348
65 3,067 + 987 9.20 + 2.961
95 3,488 + 1,038 10.46 + 3.114
125 3,008 + 593 9.02 £ 1.779
Urines

. 48 samples of the first morning urine and 20 samples of a 24-hour
urine collection were determined.

Mean Standard deviation Min-Max
First morning urine 20.12 16.70 1.22 - 66.39
(nmol/L)
24 hour urine 23.13 12.77 7.76 - 49.38
collection (nmol/24
hrs)

QUALITY CONTROL

Good laboratory practices imply that control samples must be used
regularly to ensure the quality of the results obtained. These samples
must be processed exactly the same way as the assay samples, and it is
recommended to analyze their results using appropriate statistical methods.

In case of packaging deterioration or if data obtained show some performance
alteration, please contact your local distributor or use the following e-mail
address: imunochem@beckman.com

PROCEDURE

Preparation and storage of reagents
Let all the reagents come to room temperature.
Reconstitution of calibrators

The content of the vials is reconstituted with the volume of distilled water
indicated on the label. Wait for 10 min following reconstitution and mix gently
to avoid foaming before dispensing. Store the reconstituted solutions at 2-8°C
for one week or frozen at < -18°C for a longer time, until the expiry date of
the kit.

Reconstitution of control samples

The content of the vials is reconstituted with the volume of distilled water
indicated on the label. Wait for 10 min following reconstitution and mix gently
to avoid foaming before dispensing. Store the reconstituted solutions at 2-8°C
for one day or aliquoted at < -18°C for a longer time, until the expiry date of
the kit.

Preparation of the wash solution

Pour the content of the vial into 950 mL of distilled water and homogenize.
The diluted solution may be stored at 2-8°C until the expiry date of the kit.
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Bring all reagents to room temperature before pipeting.

Step 1
Additions’
To coated tubes, add
successively:

Step 2
Incubation
Incubate 2 hours at
18-25°C with shaking
(> 280 rpm).

Step 3
Counting
Aspirate carefully the
contents of tubes
(except the 2 tubes
«total cpmy).
Wash twice with 2 mL
of wash solution.

50 pL of calibrator,
control or sample
(serum, plasma,

pre-diluted urine) and
150 pL of tracer. Count activity (cpm)

for 1 min.

Mix.

*Add 150 pL of tracer to 2 additional tubes to obtain total cpm.

PERFORMANCE CHARACTERISTICS

(for more details, see the data sheet “APPENDIX”)

Representative data are provided for illustration only. Performance obtained
in individual laboratories may vary.

Sensitivity
Analytical sensitivity: 3.79 pM (0.011 ng/mL)
Functional sensitivity: 13.9 pM (0.042 ng/mL)
Specificity

No cross-reactivity was observed with insulin, pancreatic polypeptide,
somatostatin or glucagon. The cross-reaction with proinsulin is only 3%
(w/w, equivalent to 10% on a molar basis).

Precision
Intra-assay

Samples were assayed in 25 replicates in the same series. The coefficients
of variation were found below or equal to 3.1% for serum samples and to
3.2% for urine samples.

PI-IM3639-03

Inter-assay

Samples were assayed in duplicate in 10 different series. Coefficients of
variation were found below or equal to 5.2% for serum samples and to 4.8%
for urine samples.

Accuracy
Dilution test

High-concentration serum and urine samples were serially diluted in the
dilution buffer. The recovery percentages were obtained between 96% and
114% for serum samples and between 86% and 105% for urine samples.

Recovery test

Serum and urine samples were spiked with known quantities of C-peptide.
The recovery percentages were obtained between 83% and 105% for serum
samples and between 80% and 104% for urine samples.

Measurement range (from analytical sensitivity to highest calibrator): 3.79
to approximately 6,400 pM.

LIMITATIONS

The non-respect of the instructions in this package insert may affect results
significantly. Results should be interpreted in the light of the total clinical
presentation of the patient, including clinical history, data from additional tests
and other appropriate information.

Do not use hemolyzed, lipemic or icteric samples.

“Hook effect” of this IRMA kit may appear in samples containing C-peptide
concentration equal or higher than 50,000 pM. The samples with clinical
suspicion to very high concentrations should be diluted with dilution buffer.
Values obtained must be corrected by the dilution factor.

For assays employing antibodies, the possibility exists for interference
by heterophile antibodies in the patient sample. Patients who have been
regularly exposed to animals or have received immunotherapy or diagnostic
procedures utilizing immunoglobulins or immunoglobulin fragments may
produce antibodies, e.g. HAMA, that interfere with immunoassays.

Such interfering antibodies may cause erroneous results. Carefully evaluate
the results of patients suspected of having these antibodies.
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C-peptide IRMA KIT
IM3639

TROUSSE IMMUNORADIOMETRIQUE POUR LE
DOSAGE IN VITRO DU C-PEPTIDE DANS LE SERUM, LE
PLASMA ET LES URINES HUMAINES

Pour un usage diagnostique in vitro.

PRINCIPE

Le dosage immunoradiométrique du C-peptide est un dosage de type
sandwich. Cette méme trousse permet de doser les taux de C-peptide
directement dans le sérum, le plasma ou, aprés dilution, dans l'urine
humaine.

La trousse utilise des anticorps monoclonaux de souris dirigés contre deux
épitopes différents de la molécule et réagissant sans compétition.

Dans des tubes recouverts d'un premier anticorps monoclonal, les
échantillons ou les calibrateurs sont incubés en présence d'un second
anticorps monoclonal marqué a l'iode 125. Aprés incubation, le contenu
des tubes est vidé par aspiration, les tubes sont rincés pour éliminer les
anticorps marqués non fixés et la radioactivité liée est mesurée par un
compteur gamma. Les valeurs inconnues sont déterminées par interpolation
a l'aide de la courbe standard. La quantité de radioactivité est directement
proportionnelle a la concentration de C-peptide de I'échantillon.

AVERTISSEMENTS ET PRECAUTIONS
Précautions générales

. Les flacons de calibrateurs ou de contrbles doivent rester ouverts le
moins de temps possible afin d’éviter les phénoménes d’évaporation.

. Ne pas mélanger des réactifs de lots différents.

. Effectuer simultanément la courbe standard et le dosage des
échantillons.

. Il est recommandé de réaliser les dosages en double.
. Chaque tube ne doit étre utilisé qu’'une seule fois.
Les régles de bases de la radio protection

L'achat, la possession, l'utilisation et I'échange de matiéres radioactives
sont soumis aux réglementations en vigueur dans le pays de l'utilisateur.
L'application des régles de base de protection contre les rayonnements
ionisants assure une protection adéquate. Certaines d'entre elles sont
rappelées ci-aprés :

. Ne pas manger, ni boire, ni fumer, ni appliquer de cosmétiques dans

les laboratoires ou des produits radioactifs sont utilisés.
. Ne pas pipeter des solutions radioactives avec la bouche.

. Eviter le contact direct avec tout produit radioactif en utilisant des
blouses et des gants de protection.

. Toute manipulation de matiéres radioactives se fera dans un local
approprié, éloigné de tout passage.

. Les produits radioactifs seront stockés dans leur conditionnement
d'origine dans un local approprié.

. Un cahier de réception et de stockage de produits radioactifs sera tenu
a jour.

. Le matériel de laboratoire et la verrerie qui ont été contaminés doivent
étre éliminés au fur et a mesure afin d'éviter une contamination croisée
de plusieurs isotopes.

. Chaque cas de contamination ou perte de substance radioactive devra
étre résolu selon les procédures établies.

. Toute mise aux déchets de matiére radioactive se fera en accord avec
les reglements en vigueur.

Azide de sodium

Certains réactifs contiennent de I'azide de sodium comme agent
conservateur. L'azide de sodium peut réagir avec le plomb, le cuivre
et le laiton et former des azides métalliques explosifs. Lors du rejet de
telles solutions a I'évier, laisser couler un volume important d'eau dans les
canalisations.

Les produits d’origine humaine

Tous les échantillons de sérum ou de plasma doivent étre manipulés comme
étant susceptibles de contenir les virus de I'hépatite ou du SIDA et les déchets
doivent éliminés selon les réglementations nationales en vigueur.

PI-IM3639-03

CLASSIFICATION DES RISQUES SGH

Wash Solution (20X) DANGER

H360 Peut nuire a la fertilité ou au
foetus.

P201 Se procurer les instructions
avant utilisation.

P280 Porter des gants de
protection, des vétements de
protection et un équipement
de protection des yeux/du
visage.

P308+P313 EN CAS d’exposition

prouvée ou suspectée :
demander un avis
médical/consulter un
médecin.

Acide borique 0,1-0,3%
Burate de sodium
décahydraté 0,1-0,3%

La fiche technique santé-sécurité est disponible a I'adresse
techdocs.beckmancoulter.com

PRELEVEMENT, PREPARATION,
CONSERVATION ET DILUTION DES
ECHANTILLONS

Préléevement des échantillons sériques ou plasmatiques

. Recueillir le sang dans des tubes secs sans additif ou des tubes
contenant de I'EDTA.

. Séparer le sérum ou le plasma des cellules par centrifugation.

. Les échantillons sériques ou plasmatiques peuvent étre conservés
a 2-8 °C si le dosage est réalisé dans les 24 heures. Sinon, il est
préférable de les conserver congelés (< -20 °C, 2 mois maximum ou
a < -70 °C 1 an maximum,) et de préférence aliquotés, afin d’éviter
les congélations et décongélations successives. La décongélation de
I'échantillon peut étre réalisée a température ambiante.

La molécule de C-peptide étant relativement instable dans le sérum
ou le plasma (une nette dégradation peut étre observée en quelques
Jours), il est conseillé de suivre strictement les recommandations
énoncées ci-dessus.

. Si I'échantillon analysé a une concentration supérieure au calibrateur
le plus élevé de la gamme, le diluer dans le tampon de dilution.

Des valeurs sériques et de plasma EDTA de 20 échantillons (valeurs sériques
allantde 576,1 a 3 739 pM) ont été comparés au moyen de la trousse IM3639
C-Peptide IRMA pour le dosage du c-peptide. Les résultats sont comme suit:

[plasma EDTA] = 0,9623[serum] + 49,99
r =0,9960
Préléevement des échantillons urinaires
. Recueillir les urines de 24 heures dans un flacon.
. Mesurer le volume final.
. Centrifuger ou filtrer avant le dosage, si nécessaire.

. Les échantillons peuvent étre conservés a 2-8 °C si le dosage est
réalisé dans les 24 heures. Pour des périodes plus longues, il est
préférable de les conserver congelés, de préférence aliquotés (a <-18
°C, 1 an maximum) afin d’éviter les congélations et décongélations
successives. La décongélation de I'échantillon peut étre réalisée a
température ambiante.

. La concentration en C-peptide dans les urines est fréquemment
supérieure a la concentration du calibrateur le plus élevé de la
gamme. Il est donc recommandé de diluer les échantillons au 1:21
avant dosage (25 pL d’urine dans 500 pL de tampon de dilution).

MATERIEL FOURNI

Tous les réactifs de la trousse conservés non ouverts a 2-8 °C sont stables
jusqu'a la date de péremption mentionnée sur la trousse. Les dates
d'expiration imprimées sur les étiquettes des flacons concernent uniquement
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le stockage a long terme des réactifs par le fabricant, avant 'assemblage de
la trousse. Ne pas en tenir compte.

Les conditions de conservation des réactifs aprés reconstitution ou dilution
sont indiquées dans le paragraphe Procedure.

Tubes revétus d'anticorps anti-C-peptide : 2 x 50 tubes (préts a I'emploi)

Anticorps monoclonal marqué a I'iode 125 : 1 flacon de 17 mL (prét a
I'emploi)

Le flacon contient 640 kBq, en début de lot, d'immunoglobulines marquées
sous forme liquide avec de la sérum albumine bovine, de I'azide de sodium
(<0,1 %) et un colorant.

Tampon de dilution (C-peptide — Buffer) : 1 flacon de 25 mL (prét a
I'emploi)

La solution contient de I'albumine sérique bovine et de I'azide de sodium (<0,1
%).

Calibrateurs : 6 flacons (lyophilisés)

Les flacons de calibrateurs contiennent entre 0 a environ 6 400 pM de
C-peptide en tampon avec de I'abumine sérique bovine et de I'azide de
sodium (<0,1 %). La concentration exacte est indiquée sur I'étiquette de
chaque flacon. Les calibrateurs ont été calibrés par rapport au standard
international, WHO IRR C-Peptide 84/510.

Sérums de contréle : 2 flacons (lyophilisés)

Les flacons contiennent du C-peptide lyophilisé dans du sérum bovin et de
'azide de sodium. Les valeurs attendues sont comprises dans la fourchette
de concentrations indiquée sur une feuille séparée.

Solution de lavage (20x) : 1 flacon de 50 mL
Solution concentrée, a diluer avant usage.

MATERIEL REQUIS MAIS NON FOURNI

En plus de I'équipement de laboratoire usuel, il est nécessaire d'utiliser le
matériel suivant :

. micropipette de précision (50 uL; 25 pL).

. pipettes semi-automatique (150 pL).

. mélangeur de type vortex.

. agitateur a mouvement de va-et-vient horizontal ou orbital (> 280 rpm).
. systéme d'aspiration.

+  compteur gamma calibré pour l'iode '?°.

RESULTATS

Les résultats sont déduits de la courbe standard par interpolation. La courbe
sert a déterminer les taux de C-peptide de tous les échantillons mesurés en
méme temps que les calibrateurs.

Courbe standard

Les résultats obtenus par le service chargé du contréle de qualité ont été
calculés en utilisant un ajustement de courbe spline avec (cpmc,-cpmgy) sur
I'axe log vertical et la concentration en analyte des calibrateurs sur I'axe log
horizontal (pM).

L'utilisation d’'un autre mode de calcul peut conduire a des résultats
légerement différents.

Activité totale : 227 129 cpm
Calibrateurs | C-peptide cpm (n=3) BIT (%) CpMca —
(pM) CPpMc 0
0 0 53 0,02 -
1 32 985 0,43 932
2 103 2 935 1,29 2 882
3 375 10 863 4,78 10 810
4 1 530 42 652 18,78 42 599
5 6 100 118 237 52,06 118 184

(Exemple de courbe standard, ne pas utiliser pour les calculs)

Echantillons

Pour chaque échantillon, repérer les valeurs de cpm ou B/T sur I'axe vertical
et lire la concentration de I'échantillon en analytes correspondante sur I'axe
horizontal.

Les concentrations des échantillons dilués doivent étre corrigées avec le
facteur de dilution.

PI-IM3639-03

Pour convertir des concentrations de pM (pmol/L) en ng/mL, multipliez les
résultats par 0,003.

24 heures urine excretion

Pour les urines (1:21), la formule suivante doit étre utilisée pour la
détermination de I'excrétion de 24 heures du C-peptide.

C-Peptide (nmol/24h) = valeurs mesurée (pM) x 21 x V
1000

ou, V = volume d’urines de 24 h en litres

VALEURS ATTENDUES

Il est conseillé a chaque laboratoire d'établir ses propres valeurs de
références. A titre indicatif, les résultats cliniques donnent les valeurs de
référence ci-dessous :

Sérums

. Les échantillons sériques provenant de 156 sujets présumés sains a
jeun ont été dosés.

Moyenne Médiane Ecart-type Min—Max
(ET)
pM 519 471 255 32,6-1 458
|ng/mL 1,56 1,41 0,766 0,098-4,380

Lintervalle correspondant aux 95éme percentiles était 160 — 1100 pM
(0,48-3,30 ng/mL).

. Les taux moyens en C-peptide obtenus chez 12 sujets sains aprés un
test de tolérance orale au glucose sont présentés, a titre indicatif, dans
le tableau ci-dessous.

Temps, min C-peptide (pM) C-peptide (ng/mL)
Average * 1 ET Moyenne = 1 ET

0 520 + 169 1,56 + 0,507

35 2274 +1116 6,82 + 3,348

65 3 067 + 987 9,20 * 2,961

95 3488 + 1038 10,46 + 3,114

125 3 008 + 593 9,02 + 1,779

Urine

. 48 échantillons correspondant aux urines du matin et 20 échantillons
correspondant aux urines de 24 heurs ont été dosés.

Moyenne Ecart-type Fourchette
Attendue
Urines du matin 20,12 16,70 1,22 - 66,39
(nmol/L)
Urines de 24heures 23,13 12,77 7,76 - 49,38
(nmol/24 heures)

CONTROLE DE QUALITE

Les bonnes pratiques de laboratoire impliquent que des échantillons de
controle soient utilisés dans chaque série de dosage pour s’assurer de
la qualité des résultats obtenus. Ces échantillons devront étre traités de
la méme fagon que les prélévements a doser et il est recommandé d’en
analyser les résultats a I'aide de méthodes statistiques appropriées.

En cas de détérioration de I'emballage ou si les résultats obtenus montrent
une perte de performance du produit, veuillez contacter notre service Support
Technique. E-mail : imunochem@beckman.com

PROCEDURE

Préparation et conservation des réactifs
Equilibrer les réactifs a la température du laboratoire.
Préparation des calibrateurs

Reprendre par le volume d’eau distillée indiqué sur les étiquettes des
flacons. Attendre 10 min aprés reconstitution et agiter doucement en évitant
la formation de mousse avant de répartir dans les tubes. Les calibrateurs
reconstitués peuvent étre conservés une semaine a 2-8 °C. Au-dela il est
préférable de les conserver congelés a une température inférieure a -18 °C
jusqu’a la date d’expiration de la trousse.

Préparation des sérums de controle

Reprendre par le volume d’eau distillée indiqué sur les étiquettes des flacons.
Attendre au moins 10 min apreés reconstitution et agiter doucement en évitant
la formation de mousse avant de répartir dans les tubes. Les sérums de
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contréle reconstitués peuvent étre conservés un jour a 2-8 °C. Au-dela il est
préférable de les conserver aliquotés congelés a une température inférieure
a -18 °C jusqu’a la date d’expiration de la trousse.

Préparation de la solution de lavage

Verser le contenu du flacon dans 950 mL d'eau distillée. Homogénéiser. La
solution diluée peut étre conservée a 2-8 °C jusqu'a la date de péremption
de la trousse.

Equilibrer les réactifs a la température du laboratoire avant utilisation.

Etape 1 Etape 2 Etape 3
Répartition’ Incubation Comptage
Dans les tubes Incuber 2 heures a | Aspirer soigneusement
recouverts 18-25 °C avec agitation | le contenu de chaque

d'anticorps, distribuer
successivement :
50 pL de calibrateur,
de contréle ou
d'échantillon (sérum,
plasma, urines
pré-diluée) et
150 yL de traceur.

(>280 rpm). tube (sauf les 2 tubes
«cpm totaux»).
Laver 2 fois avec 2 mL

de solution de lavage.

Compter les cpm liés
(B) et les cpm totaux
(T) pendant 1 min.

Agiter.

*Ajouter 150 uL de traceur dans 2 tubes supplémentaires pour obtenir
les cpm totaux.

PERFORMANCES DU DOSAGE

(voir la feuille “APPENDIX” pour plus de détails)

Les données représentatives ne sont fournies qu'a titre d'illustration. Les
performances obtenues dans les laboratoires individuels peuvent varier.

Sensibilité

Sensibilité analytique : 3,79 pM (0,011 ng/mL)

Sensibilité fonctionnelle : 13,9 pM (0,042 ng/mL)

Spécificité

Aucune réactivité croisée avec [linsuline humaine, le polypeptide
pancréatique, la somatostatine ou le glucagon n’a été mise en évidence. La

réactivité croisée avec la pro-insuline est seulement de 3 % (en concentration
pondérale, ce qui correspond a 10 % sur une base molaire).

Précision
Intra-essai

Des échantillons ont été dosés 25 fois dans une méme série. Les coefficients
de variation obtenus étaient inférieurs ou égales a 3,1 % pour les sérums et
a 3,2 % pour les urines.

PI-IM3639-03

Inter-essais

Des échantillons ont été dosés en doublet dans 10 séries différentes. Les
coefficients de variation obtenus étaient inférieurs ou égales a 5,2 % pour les
sérums et a 4,8 % pour les urines.

Exactitude
Epreuve de dilutions

Des échantillons de concentration élevée ont été dilués dans le tampon de
dilution. Les pourcentages de recouvrement s’échelonnent entre 96 % et 114
% pour les sérums et entre 86 % et 105 % pour les urines.

Epreuve de surcharge

Des quantités connues de C-peptide ont été ajoutées a des sérums humains.
Les pourcentages de recouvrement s’échelonnent entre 83 % et 105 % pour
les sérums et entre 80 % et 104 % pour les urines.

Plage de mesure (de la sensibilité analytique au calibrateur le plus élevé) :
3,79 a environ 6 400 pM.

LIMITES

Le non-respect des recommandations indiquées dans cette notice peut avoir
un impact significatif sur les résultats. Les résultats doivent étre interprétés a
la lumiére du dossier clinique complet du patient, incluant I'historique clinique
et les données des tests additionnels et toute autre information appropriée.

Ne pas utiliser de spécimens hémolysés, icteriques ou lipémiques.

L’effet “crochet” survient a des concentrations supérieures a 50 000 pM.
Les échantillons suspectés de contenir des concentrations élevées de
C-peptide doivent étre dilués dans le tampon de dilution. Les valeurs ainsi
obtenues doivent étre corrigées par le facteur de dilution.

Pour les tests employant des anticorps, il existe la possibilit¢é d’une
interférence par des anticorps hétérophiles présents dans I'échantillon du
patient. Les patients qui ont été régulierement exposés a des animaux ou qui
ont recu une immunothérapie ou qui ont subi des procédures diagnostiques
utilisant des immunoglobulines ou des fragments d’immunoglobulines
peuvent produire des anticorps, par exemple des anticorps HAMA (anticorps
humains anti-souris), qui interférent avec les tests immunologiques.

Ces anticorps qui interferent peuvent étre la cause de résultats erronés.
Evaluer avec précaution les résultats de patients suspectés de posséder
ces anticorps.
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RADIOIMMUNOASSAY FUR DIE IN-VITRO BESTIMMUNG
VON C-PEPTID IN HUMANEM SERUM, PLASMA UND
URIN

In-vitro-Diagnostikum.

PRINZIP

Der Radioimmunoassay C-Peptid basiert auf dem typischen
“Sandwichprinzip”. Derselbe Test kann verwendet entweder zur Bestimmung
von C-Peptid direkt im Serum oder Plasma, oder -nach Verdiinnung- im
Urin werden.

In dem Kit werden zwei verschiedene monoklonale Mausantikérper, mit nicht
miteinander konkurrierenden Epitopen gegen C-Peptid verwendet.

Serum-, Plasma- oder verdlinnte Urinproben, sowie die Kontrollen
und Kalibratoren werden in Anwesenheit mit dem '%|-markierten
monoklonalen Antikérper und dem an der Réhrchenwand immobilisiertem
Antikérper inkubiert. Nach der Inkubation werden die Rohrchen zum
vollstdndigen Entfernen des nicht gebundenen Tracer-Antikdrpers
gewaschen. Die gebundene Radioaktivitdt wird anschlieRend in einem
y-Counter bestimmt. Unbekannte Probenwerte werden mittels Interpolation
aus der Standardkurve bestimmt. Die Konzentration des C-Peptid in den
Proben ist direkt proportional zu der Radioaktivitat.

WARNUNGEN UND VORSICHTSMASSNAHMEN

Allgemeinhinweise:

. Die Flaschen mit Kalibratoren oder Kontrollen sollten mdglichst
geschlossen bleiben, um jegliche Verfliichtigung zu vermeiden.

. Reagenzien aus Kits von verschiedenen Produktionsserien sollten
nicht miteinander vermischt werden.

. Eine Standardkurve ist fir jeden Assay notwendig.

. Der Assay sollte in Doppelbestimmung durchgefiihrt werden.

. Jedes Réhrchen darf nur einmal verwendet werden.
Grundregeln der Handhabung von Radioaktivitét

Annahme, Besitz und Verwendung, Lagerung, Transport und Beseitigung
unterliegen den Vorschriften der Atomenergie- bzw. der jeweiligen
staatlichen Behodrde. Die Einhaltung der Grundregeln beim Umgang mit
Radioaktivitat sollte eine ausreichende Sicherheit gewahrleisten:

. In Rdumen, in denen mit radioaktiven Materialien gearbeitet wird,
sollte Essen, Trinken, Rauchen und das Auftragen von Kosmetika
vermieden werden.

. Keine Mundpipette verwenden.

. Direkter Kontakt mit radioaktiven Materialien sollte durch Tragen
entsprechender Schutzkleidung (Laborkittel, Handschuhe) vermieden
werden.

. Das Arbeiten mit radioaktiven Stoffen muRl in dafir speziell
gekennzeichneten Bereichen, die vom normalen Laborbetrieb
abgetrennt sind, erfolgen.

. Radioaktive Materialien sollten in einem speziell gekennzeichneten
Bereich gelagert werden.

. Ein Register der Eingdnge und Lagerung aller radioaktiven Produkte
sollte standig aktualisiert werden.

. Kontaminierte Labor- und Glasgerate sollten isoliert werden, um eine
Kreuzkontamination von verschiedenen Radioisotopen zu verhindern.

. Kontaminationen des Arbeitsplatzes mussen unverziiglich sorgfaltig
nach den Ublichen Verfahren entfernt werden.

. Radioaktiver Abfall muss entsprechend den Richtlinien jedes
Einsatzortes entsorgt werden.

Natriumazid

Zur Vermeidung mikrobieller Kontamination enthalten einige Reagenzien
Natriumazid. Natriumazid kann mit Blei, Kupfer oder Messing zu explosiven
Metallaziden reagieren. Um dies zu vermeiden, sollte bei einer Entsorgung
Uber Rohrleitungen mit viel Wasser nachgespdlt werden.

Bestandteile menschlichen Ursprungs

Alle Serum- und Plasmaproben sollten als potentielle Ubertréager von
Hepatitis und AIDS behandelt und Abféalle entsprechend den jeweiligen
Landerbestimmungen entsorgt werden.

PI-IM3639-03

GHS-GEFAHRSTOFFKLASSIFIZIERUNG

Wash Solution (20X) GEFAHR

H360 Kann die Fruchtbarkeit
beeintrachtigen oder
das Kind im Mutterleib
schadigen.

P201 Vor dem Gebrauch
besondere Anweisungen
einholen.

P280 Schutzhandschuhe,
Schutzkleidung und
Augenschutz/Gesichtsschutz
tragen.

P308+P313 BEI Exposition oder falls

betroffen: Arztlichen Rat
einholen/arztliche Hilfe
hinzuziehen.

Borsaure 0,1-0,3%

di-Natriumtetraborat-Decahydrat

0,1-0,3%

Das Sicherheitsdatenblatt ist auf techdocs.beckmancoulter.com
verfugbar.

PROBENENTNAHME, -BEHANDLUNG,
-LAGERUNG UND VERDUNNUNG

Entnahme von Serum- und Plasmaproben

. Das Blut sollte in R6hrchen gesammelt werden, die entweder nichts
oder EDTA enthalten.

. Trennen Sie Die Zellen vom Serum oder Plasma durch Zentrifugation.

. Serum- und Plasmaproben kdnnen bei 2-8 °C gelagert werden, wenn
der Assay innerhalb von 24h durchgefiihrt wird. Fir eine langere
Lagerung sollte die Probe aliquotiert werden und eingefroren werden
(bei < -20 °C, maximum 2 Monate, oder bei < -70 °C, maximum 1
Jahr). Wiederholtes Auftauen und Einfrieren sollte vermieden werden.
Auftauen sollte bei Raumtemperatur stattfinden.

Humanes C-Peptid ist ein relativ unstabiles Molekiil in fliissigem
Serum oder Plasma (ein beachtlicher Abbau kann innerhalb weniger
Tage stattfinden).  Die Lagerungsanweisungen sollten deshalb
genauestens befolgt werden.

. Wenn die Proben Konzentrationen Gber dem hdchsten Kalibratorwert
haben, mussen sie in Verdlinnungspuffer verdiinnt werden.

Die Serum- und EDTA-Plasmawerte von 20 Proben (Serumwerte im Bereich
zwischen 576,1 und 3 739 pM) wurden im IM3639 C-Peptide IRMAKIit
verglichen. Das Ergebnis lautet:

[Plasma-EDTA] = 0,9623[Serum] + 49,99
r =0,9960
Sammeln von Urinproben
. Sammeln Sie den 24-Stunden Urin in der Flasche.
. Bestimmen Sie Das Volumen.
. Vor dem Assay zentrifugieren oder filtern, wenn nétig.

. Urinproben kénnen bei 2-8 °C gelagert werden, wenn der Assay
innerhalb von 24h durchgefiihrt wird. Fur eine langere Lagerung
sollten die Proben aliquotiert und eingefroren werden (< -18 °C,
maximum 1 Jahr), um wiederholtes Auftauen und Einfrieren zu
vermieden. Auftauen sollte bei Raumtemperatur stattfinden.

. Der Menge an C-Peptid im Urin ist oft hoher als der hochste
Kalibratorwert. Es wird geraten in einem Verhaltnis von 1:21
in Verdlnnungspuffer zu verdiinnen, z.B. 25 pL Urin in 500 pL
Verdlinnungspuffer.

MITGELIEFERTE MATERIALIEN

Die Reagenzien sind verwendbar bis zum Verfallsdatum, wenn sie bei 2-8 °C
gelagert werden. Auf die Flaschchen gedruckte Verfallsdaten betreffen nur
die Langzeitlagerung beim Hersteller, vor der Zusammensetzung des Kits.
Bitte nicht beachten.
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Lagerungskonditionen der Reagenzien nach der Wiederherstellung oder
Verdlnnung werden im Abschnitt ,Durchfiihrung” angegeben.

Rohrchen mit anti-C-Peptid monoklonalen Antikorpern beschichtet: 2 x
50 Roéhrchen (gebrauchsfertig)

2|.markierte monoklonale Anti-C-Peptid-Antikdrper Lésung: eine 17
mL Flasche (gebrauchsfertig)

Die Flasche enthalt 640 kBq (am Tag der Herstellung) des '®l-markierten
Immunoglobulins in Puffer mit Bovinem Serum Albumin, Natriumazid (<0,1
%), und einem Farbstoff.

C-Peptid Verdiinnungspuffer: eine 25 mL Flasche (gebrauchsfertig)
Die Lésung enthalt Bovines Serum Albumin und Natriumazid (<0,1 %).
Kalibrators: sechs Flaschchen (lyophilisiert)

Die Kalibratorflaschen enthalten zwischen 0 bis ungefahr 6 400 pM C-Peptid
in Puffer mit Bovinem Serum Albumin und Natriumazid (<0,1 %). Die
genauen Konzentrationen sind auf jedem Flaschchen angegeben. Die
Kalibratoren wurden gegen die internationale Standard-Praparation WHO
IRR C-Peptide 84/510 kalibriert.

Serumkontrollen: zwei Flaschchen (lyophilisiert)

Die Flaschchen enthalten C-Peptid lyophilisiert in Bovinem Serum Albumin
und Natriumazid (<0,1 %). Der Konzentrationsbereich wird auf der
Packungsbeilage angegeben.

Waschlosung (20x): eine 50 mL Flasche
Die konzentrierte L6sung muss vor Gebrauch verdlnnt werden.

ERFORDERLICHE, JEDOCH NICHT
MITGELIEFERTE MATERIALIEN

Zusatzlich zu der Standardlaborausstattung,
Materialien benétigt:

werden die folgenden

. Prazisionspipette (50 pL; 25 pL).

. halbautomatische Pipetten (150 pL).

. vortex-mixer.

. Horizontal-, oder Orbitalschdttler (> 280 rpm).

. Absaugsystem.

+  Gamma-Counter fiir '?I.

ERGEBNISSE

Die Ergebnisse werden aus der Standardkurve mittels Interpolation ermittelt.
Die Kurve kann fur die Bestimmung der C-Peptid-Konzentration in den
Proben dienen, die zur gleichen Zeit wie die Standardkurve gemessen
wurden.

Standardkurve

Die Ergebnisse wurden in der Abteilung fir Qualitdtskontrolle anhand einer
Spline-Kurvenanpassung mit Radioaktivitdtsbestimmung (cpmy.-cpmyar)
auf der logarithmischen vertikalen Achse und der Analytkonzentration der
Kalibratoren auf der logarithmischen horizontalen Achse berechnet (pM).

Andere Datenreduktions-Methoden konnen zu leicht abweichenden

Ergebnissen fiihren.

Totalaktivitat: 227 129 cpm
Kalibratoren C-Peptid cpm (n=3) BIT (%) CPMka —
(pM) CPMkaio

0 0 53 0,02 -
1 32 985 0,43 932
2 103 2 935 1,29 2 882
3 375 10 863 4,78 10 810
4 1 530 42 652 18,78 42 599
5 6 100 118 237 52,06 118 184

(Beispiel einer Standardkurve, nicht zur Berechnung benutzen)

Proben

Fir jede Probe den cpm- oder B/T-Wert auf der vertikalen Achse ausfindig
machen und die zugehorige Analytkonzentration auf der horizontalen Achse
ablesen.

Um die Werte von pmol/L (pM) in ng/mL umzurechnen, missen sie mit 0,003
multipliziert werden.

24-Stunden Urinexkretion

Fir verdinnten Urin (Verdliinnung 1:21) muss die folgende Formel zur
Bestimmung der 24-Stunden C-Peptid-Exkretion verwendet werden:

C-Peptid (nmol/24h) = gemessene Konzentration (pM) x 21 x V
1000

V = 24-Stunden Urinvolumen in Litern.

ERWARTETE WERTE

Jedes Labor sollte seinen eigenen Normalbereich in Gruppen von gesunden
Testpersonen festlegen. Die hier angegebenen Werte dienen nur als

Richtlinie.
Serum
. Serumproben von 156 fastenden gesunden Individuen wurden
getestet.
Mittel- Median Standard- Werte-
wert abweichung bereich
(SD)
pM 519 471 255 32,6-1 458
|ng/mL 1,56 1,41 0,766 0,098-4,380

Der 95 Perzentile- Bereich betrug 160-1100 pM (0,48-3,30 ng/mL).

. Die Durchschnittswerte der C-Peptid Konzentrationen nach einem
oralen Glukose-Toleranztest bei zwdlf jungen, gesunden Individuen
sind als Beispiel in der folgenden Tabelle angegeben.

Zeit (min) C-Peptid (pM) C-Peptid (ng/mL)
Durchschnittswert Durchschnittswert
+* 1 SD +1 SD
0 520 + 169 1,56 + 0,507
35 2274 +1 116 6,82 + 3,348
65 3 067 + 987 9,20 * 2,961
95 3488 + 1038 10,46 £ 3,114
125 3 008 + 593 9,02 + 1,779
Urin
. 48 Proben Morgen-Urin und 20 Proben 24-Stunden Urin wurden
getestet.
Mittel- Standard- Erwarteter
wert abweichung Bereich
Morgen-Urin 20,12 16,70 1,22 - 66,39
(nmol/L)
24 Stunden Urin 23,13 12,77 7,76 - 49,38
(nmol/24 Stunden)

QUALITATSKONTROLLE

Zur Einhaltung der Laborgrundregeln sollten regelméaRig Kontrollproben
benutzt werden, um die Qualitat der Ergebnisse zu sichern. Diese Proben
mussen in genau derselben Weise wie die Assay Proben getestet werden,
und die Analyse der Ergebnisse sollte mit angebrachten statistischen
Methoden stattfinden.

Im Falle von Verpackungsschaden oder einer Leistungbeeintrachtigung des
Produkts, kontaktieren Sie bitte Ihren lokalen Vertreiber oder benutzen Sie
die folgende e-mail: imunochem@beckman.com

DURCHFUHRUNG

Praparation der Reagenzien
Die Reagenzien sollten Raumtemperatur haben.
Wiederaufnahme der Kalibratoren

Der Inhalt der Flaschchen wird mit einem auf dem Etikett angegebenen
Volumen destilliertem Wasser wiederaufgenommen. Eine Wartezeit von 10
Minuten und leichtes Mischen sollten jegliches Schaumen vor dem Verteilen
vermeiden. Die wiederaufgenommenen L&sungen kdnnen bei 2-8 °C fir
eine Woche, oder aliquotiert bei < -18 °C fir eine langere Zeit, bis zum
Verfallsdatum des Kits, gelagert werden.

Die Konzentrationen der verdinnten Proben mussen um den
Verdinnungsfaktor korrigiert werden. Wiederaufnahme der Serumkontrollen
Der Inhalt der Flaschchen wird mit einem auf dem Etikett angegebenen
Volumen destilliertem Wasser wiederaufgenommen. Eine Wartezeit von
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10 Minuten und leichtes Mischen sollten jegliches Schaumen vor dem
Verteilen vermeiden. Die wiederaufgenommenen Lésungen kdnnen bei 2-8
°C fir einen Tag, oder aliquotiert bei < -18 °C fir eine langere Zeit, bis zum
Verfallsdatum des Kits, gelagert werden.

Préparation der Waschlosung.

Den Inhalt der Flasche in 950 mL distilliertes Wasser schitten und
homogeneisieren. Die verdiinnte L6sung ist bei 2-8 °C bis zum Verfallsdatum
haltbar.

Die Reagenzien sollten Raumtemperatur haben vor dem Pipettieren.

Schritt 1
Zugabe’
Zugabe zu den
beschichteten
Réhrchen (in dieser
Reihenfolge):

Schritt 2
Inkubation
2 Stunden bei 18-25
°C mit Schitteln
(>280 rpm).

Schritt 3
Messung
Vorsichtig den Inhalt der
Roéhrchen absaugen
(auBRer den zwei
Réhrchen fir die
Totalaktivitat).
Zweimal mit 2 mL
Waschlésung waschen.

50 yL Kalibrator,
Kontrolle oder Probe
(Serum, Plasma,
verdunnter Urin) und
150 pL Tracer. Messung der
gebundenen
Radioaktivitat (cpm)
(1 Min)

Mischen.

*Fugen Sie 150 pL Tracer in 2 zusatzliche Réhrchen hinzu, um die
Totalaktivitat zu erhalten.

SPEZIFISCHE LEISTUNGSMERKMALE

(fiir mehr Details siehe die Beilage “APPENDIX”)

Reprasentative Daten dienen nur der Veranschaulichung. Die in einzelnen
Labors erzielten Leistungen kénnen anders ausfallen.

Empfindlichkeit

Analytische Sensitivitat: 3,79 pM (0,011 ng/mL)
Funktionelle Sensitivitat: 13,9 pM (0,042 ng/mL)
Spezifitat

Keine Kreuzreaktivitat mit Insulin, Pankreatischem Polypeptid, Somatostatin
oder Glukagon wurde ermessen. Die Kreuzreaktivitat mit Proinsulin betragt
nur 3 % (entsprechend 10 % auf einer molaren Basis).

Préazision
Intra-Assay

Proben aus derselben Serie wurden 25 mal getestet. Der
Variationskoeffizient war jeweils weniger oder gleich 3,1 % fir Serumproben
bzw. 3,2 % fur Urinproben.

PI-IM3639-03

Inter-assay

Proben aus 10 verschiedenen Serien wurden als Doppelbestimmungen
getestet. Der Variationskoeffizient war jeweils weniger oder gleich 5,2 % fir
Serumproben bzw. 4,8 % fir Urinproben.

Genauigkeit
Verdiinnungstest

Hoch konzentrierte Serum- und Urinproben wurden mit Verdinnungspuffer
verdiinnt. Die erhaltene Wiederfindung befindet sich zwischen 96 % und 114
% flr Serumproben, bzw. 86 % und 105 % flr Urinproben.

Wiederfindungstest

Serum- und Urinproben wurden mit definierten C-Peptid-Mengen vermischt.
Die erhaltene Wiederfindung befindet sich zwischen 83 % und 105 % fir
Serumproben, bzw. 80 % und 104 % fiir Urinproben.

MeRbereich(von der analytischen Sensitivitat bis zum héchsten Kalibrator):
3,79 bis ungeféhr 6 400 pM.

EINSCHRANKUNGEN

Die Nichtbeachtung der Anweisungen in dieser Packungsbeilage kann die
Ergebnisse signifikant beeinflussen. Die erhaltenen Ergebnisse sind vor
dem Hintergrund der gesamten klinischen Situation des Patienten unter
Berlcksichtigung seiner klinischen Vorgeschichte, den Ergebnissen anderer
Testergebnisse sowie weiteren vorliegenden Informationen zu interpretieren.

Es dirfen keine hamolytischen,
verwendet werden.

Ein “Hook Effekt“ kann flir Werte Gber 50 000 pM erscheinen. Wenn auf
klinischer Basis ein sehr hoher Konzentrationswert vermutet wird, sollten die
Proben in Verdiinnungspuffer verdiinnt werden. In diesem Fall miissen die
erhaltenen Werte mit dem Verdinnungsfaktor korrigiert werden.

ikterischen oder lipAmischen Proben

Bei Assays, die Antikdrper nutzen, besteht die Mdglichkeit einer Stérung
durch in der Patientenprobe enthaltene heterophile Antikdrper. Patienten, die
regelmafig mit Tieren in Kontakt kommen oder sich immuntherapeutischen
oder -diagnostischen Verfahren unter Einsatz von Immunglobulinen oder
Immunglobulin-Fragmenten unterzogen haben, kénnen Antikérper bilden
(wie bspw. HAMA), welche die Immunoassays storen.

Derartige stérende Antikorper kdnnen zu fehlerhaften Ergebnissen flhren.
Die Ergebnisse von Patienten, bei denen das Vorliegen derartiger Antikorper
zu vermuten ist, sind sorgfaltig zu untersuchen.
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KIT IMMUNORADIOMETRICO PER LA DETERMINAZIONE
IN VITRO DEL C-PEPTIDE IN SIERO, PLASMA E URINE
Per uso diagnostico in vitro.

PRINCIPIO

Il dosaggio del C-peptide & un metodo immunoradiometrico tipo “sandwich".
Il kit pud essere utilizzato per la determinazione diretta del C-peptide nel siero
o nel plasma o, dopo diluizione, nelle urine.

Nel kit sono utilizzati anticorpi monoclonali da topo, diretti contro due differenti
epitopi del C-peptide e, quindi, non in competizione fra loro.

Campioni di siero o plasma o urine diluite e calibratori vengono incubati in
provette sensibilizzate con il primo anticorpo monoclonale in presenza del
secondo anticorpo monoclonale, marcato con '%1. Al termine dell'incubazione
le provette vengono aspirate e contate con un contatore gamma. La
concentrazione di C-peptide nei campioni viene ricavata per interpolazione
dalla curva standard. La radioattivita legata alle provette € direttamente
proporzionale alla concentrazione di C-peptide in campioni e calibratori.

AVVERTENZE E PRECAUZIONI
Considerazioni generali:

. aprire i flaconi dei calibratori e controlli nel piu breve tempo possible
per evitarne I'eccessiva evaporazione,

. Non utilizzare reattivi di lotti diversi.
. Inserire la curva standard in ogni esperimento.
. Eseguire il dosaggio in duplicato.
. Le provette sono monouso.
Norme di radioprotezione

L'acquisto, la detenzione, I'utilizzo e il trasporto di materiale radioattivo sono
soggetti a regolamentazione locale. Lo scrupoloso rispetto delle norme per
I'uso di sostanze radioattive fornisce una protezione adeguata agli utilizzatori.

. Nei luoghi dove si usano sostanze radioattive non & consentito
consumare cibi o bevande, fumare o usare cosmetici.

. Non pipettare materiale radioattivo con pipette a bocca.

. Usare sempre guanti e camici da laboratorio quando si manipola
materiale radioattivo.

. Tutte le manipolazioni di sostanze radioattive devono essere fatte in
posti appropriati, lontano da corridoi ed altri posti affollati.

. Le sostanze radioattive devono essere conservate in propri contenitori
in appositi locali che devono essere interdetti alle persone non

autorizzate.

. Deve essere tenuto un registro di carico e scarico del materiale
radioattivo.

. Il materiale di laboratorio e la vetreria deve essere dedicato all'uso di

isotopi specifici per evitare cross-contaminazioni.

. In caso di contaminazione o dispersione di materiale radioattivo, fare
riferimento alle norme locali di radioprotezione.

. | rifiuti radioattivi devono essere smaltiti secondo le norme locali di
radioprotezione.

Sodio azide

Alcuni reattivi contengono sodio azide come conservante, che pud reagire
con piombo, rame o ottone presenti nelle tubature di scarico per formare
metallo-azidi esplosive. Smaltire questi reattivi facendo scorrere abbondante
acqua negli scarichi.

Materiale di origine umana

Manipolare tutti i campioni di sangue come potenziali fonti di infezioni. (Ad

es. epatite o AIDS). | rifiuti devono essere smaltiti secondo le disposizioni
legislative e la regolamentazione vigente in ciascun Paese.

CLASSIFICAZIONE PERICOLI GHS
PERICOLO

&

Wash Solution (20X)

PI-IM3639-03

H360 Pud nuocere alla fertilita o al
feto.

P201 Procurarsi istruzioni
specifiche prima dell'uso.

P280 Indossare guanti/indumenti
protettivi e proteggere gli
occhi/il viso.

P308+P313 IN CASO di esposizione

o di possibile esposizione,
consultare un medico.
Acido borico 0,1-0,3%
Sodio borato decaidrato
0,1-0,3%

La scheda tecnica sulla sicurezza € disponibile su
techdocs.beckmancoulter.com

RACCOLTA, MANIPOLAZIONE, DILUIZIONE E
CONSERVAZIONE DEI CAMPIONI

Raccolta di campioni di siero o plasma

. Raccogliere i campioni in provette senza anticoagulante o in provette
con EDTA.

. Separare per centrifugazione il siero o il plasma dalla parte
corpuscolata.

. | campioni possono essere conservati fino a 24 ore a 2-8 °C o, suddivisi
in aliquote, a < -20 °C fino ad 2 mesi 0 a < -70 °C fino ad un anno.
Evitare ripetuti cicli di congelamento — scongelamento dei campioni.
Lo scongelamento deve avvenire a temperatura ambiente.

Il C-peptide € una molecola particolarmente instabile nei liquidi
biologici e subisce una considerevole degradazione gia nei primi
giorni dopo il prelievo. Attenersi strettamente alle modalita consigliate
di conservazione dei campioni.

. Campioni con concentrazioni di C-peptide superiori a quelle dello
calibratore a concentrazione piu elevata devono essere diluiti con il
tampone di diluizione.

Sono stati confrontati i valori di siero e di plasma-EDTA di 20 campioni (valori
del siero compresi nel range da 576,1 a 3.739 pM), usando il kit IM3639
C-Peptide IRMA. Sono stati ottenuti i risultati seguenti.

[Plasma-EDTA] = 0,9623[siero] + 49,99;
r =0,9960
Raccolta delle urine

. Raccogliere in un contenitore le urine delle 24 ore.

. Determinare il volume delle urine.

. Centrifugare o filtrare prima del saggio, se necessario.

. | campioni possono essere conservati fino a 24 ore a 2-8 °C o, suddivisi
in aliquote, a—18 °C o a temperature inferiori per periodi pit lunghi (fino
ad un anno). Evitare ripetuti cicli di congelamento — scongelamento dei
campioni. Lo scongelamento deve avvenire a temperatura ambiente.

. La concentrazione di C-peptide nelle urine & solitamente superiori a
quelle dello calibratore a concentrazione piu elevata. Dilure le urine

1:21 con tamone di diluizione (ad es. 25 pL di urine + 500 uL di
tampone di diluizione).

MATERIALI FORNITI

| reattivi, conservati a 2-8 °C, sono stabili fino alla data di scadenza riportata
sul kit. Le date di scadenza riportate sulle etichette di ciascun flacone si
riferiscono alla conservazione dei reattivi stabilita in produzione, prima del
loro inserimento nel kit.

Le modalita di conservazione dei reagenti dopo la ricostituzione o la diluizione
sono indicate nel paragrafo Procedura.

Provette sensibilizzate con anticorpo anti-C-peptide: 2 x 50 provette
(pronte per 'uso).

Anticorpo monoclonale anti-C-peptide-'?l: un flacone (17 mL) (pronto
per I'uso).

Il flacone contiene 640 kBq, alla data di marcatura, di immunoglobuline
marcate con '?| in tampone con BSA, sodio azide (<0,1%) e un colorante
inerte.
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C-peptide, tampone di diluizione (C-peptide — Buffer): un flacone (25
mL) (pronto per I'uso).

Il flacone contiene albumina bovina e sodio azide (<0,1%).
Calibratori: Sei flaconi (liofilizzati)

| flaconi contengono calibratori a concentrazioni comprese tra 0 e circa 6400
pmol/L; gli calibratori sono liofilizzati in albumina bovina con sodio azide
(<0,1%). Lesatta concentrazione degli calibratori & riportata sulle etichette
dei flaconi. Gli calibratori sono calibrati contro lo standard internazionale
WHO IRR C-Peptide 84/510.

Sieri di controllo: Due flaconi (liofilizzati)

Il flaconi contengono C-peptide a due livelli in siero bovino con sodio azide
(<0,1%). | valori attesi sono riportati sul foglio del controllo di qualita.

Soluzione di lavaggio (20x): Un flacone 50 mL
Soluzione concentrata da diluire prima dell'uso.

MATERIALI RICHIESTI MA NON FORNITI

Oltre alla normale attrezzatura da laboratorio, & richiesto il materiale
seguente:

. micropipette di precisione (25 pL; 50 pL)

. pipette semi-automatiche (150 pL)

. agitatore tipo vortex.

. agitatore oscillante per provette (> 280 rpm).
. sistema di aspirazione.

+  contatore gamma programmato per leggere %I

RISULTATI

Le concentrazioni di C-peptide in campioni e controlli vengono calcolate per
interpolazione sulla curva standard. Campioni e controlli devono essere
dosati insieme ai calibratori.

Curva standard

| risultati registrati dal reparto responsabile del controllo di qualita sono
stati calcolati utilizzando I'adattamento della curva con metodo spline con
radioattivita determinata (cpm..-cpm...) sull'asse verticale logaritmico e la
concentrazione di analiti dei calibratori sull'asse orizzontale logaritmico (pM).

Altri metodi di interpolazione dati possono dare risultati leggermente
differenti.

Attivita totale: 227.129 cpm
Calibratori C-peptide | cpm (n=3) BIT (%) CPMeca —
(pM) CPpMc 0
0 0 53 0,02 -
1 32 985 0,43 932
2 103 2.935 1,29 2.882
3 375 10.863 4,78 10.810
4 1.530 42.652 18,78 42.599
5 6.100 118.237 52,06 118.184

(Esempio di curva standard. Non usare per calcolare il valore dei propri
campioni)
Campioni

Per ogni campione, individuare il cpm o il valore B/T sull’asse verticale e
leggere la concentrazione dell’analita corrispondente sull'asse orizzontale
espressa.

Le concentrazioni di campioni diluiti devono essere corrette dal fattore di
diluizione.

Fattore di conversione per passare da pmol/L (pM) a ng/mL: Moltiplicare i
risultati per 0.003.

Escrezione di urine nelle 24 ore

Per calcolare I'escrezione di urine nelle 24 (diluite 1:21), usare la seguente
formula:

C-Peptide (nmol/24ore) = concentrazione misurata (pM) x 21 x V
1000

dove V = volume delle urine delle 24 ore (in litri)

PI-IM3639-03

VALORI ATTESI

Ogni laboratorio deve stabilire i propri limiti di riferimento in campioni
provenienti da soggetti caratterizzati clinicamente. Si prega di considerare
solo come guida i valori sotto riportati.

Sieri

. Sono stati dosati campioni di siero da 156 soggetti apparentemente

sani.
Mean Media Deviazione Min-Max
Standard
(DS)

pM 519 471 255 32,6-1.458

|ng/mL 1,56 1,41 0,766 0,098-4,380

L'inervallo dei valori ottenuti (95° percentile) & stato 160-1100 pM (0,48-3,30
ng/mL).
. Nella tabella successiva sono riportate, come esempio, le medie dei
livelli di C-peptide dopo curva da carico orale con glucosio (OGTT) di
12 soggenti in giovane eta.

Tempo (min) C-peptide (pM) Media | C-peptide (ng/mL)
+ 1 DS Media £ 1 DS
0 520 + 169 1,56 + 0,507
35 2.274 £ 1.116 6,82 + 3,348
65 3.067 + 987 9,20 + 2,961
95 3.488 + 1.038 10,46 + 3,114
125 3.008 + 593 9,02 + 1,779

Urine

. Sono stati dosati 48 campioni delle prime urine del mattino e 20
campioni delle urine raccolte nelle 24 ore.

Mean Deviazione Range
standard atteso
Prime urine del 20,12 16,70 1,22 - 66,39
mattino (nmol/L)
Raccolta delle 23,13 12,77 7,76 - 49,38
urine delle 24 ore
(nmol/24 ore)

CONTROLLO DI QUALITA

Si consiglia ad ogni laboratorio di dosare regolarmente campioni di controllo
per verificare la qualita dei risultati ottenuti. Questi campioni devono essere
manipolati esattamente come i campioni in esame; i risultati devono essere
analizzati con metodi statistici appropriati.

In caso il kit fosse danneggiato o i dati ottenuti mostrino un alterazione della
performance, si prega di contattare il distributore locale o di scrivere al indizzo
e-mail seguente: imunochem@beckman.com

PROCEDURA

Preparazione e conservazione dei reattivi
Portare i reattivi a temperatura ambiente.
Ricostituzione degli calibratori

Ricostituire il contenuto dei flaconi con il volume di acqua distillata riportato
sull’etichetta di ciascun flacone. Lasciar riposare per almeno 10 minuti e
controllare la completa dissoluzione del liofilizzato invertendo piu volte i
flaconi. Gli calibratori ricostituiti sono stabili 1 settimana a 2-8 °C e a-18 °C
0 a temperature inferiori per periodi piu lunghi o fino alla scadenza del kit.

Ricostituzione dei sieri di controllo

Ricostituire il contenuto dei flaconi con il volume di acqua distillata riportato
sull’etichetta di ciascun flacone. Lasciar riposare per almeno 10 minuti e
controllare la completa dissoluzione del liofilizzato invertendo piu volte i
flaconi. | controlli ricostituiti sono stabili 24 ore a 2-8 °C e a -18 °C 0 a
temperature inferiori per periodi piu lunghi o fino alla scadenza del kit..

Preparazione della soluzione di lavaggio

Diluire il contenuto del flacone con 950 mL e agitare con cura. La soluzione
diluita & stabile a 2-8 °C fine alla scadenza del kit.

12 of 49



Prima dell'uso lasciare equilibrare i reattivi a temperatura ambiente.

Fase 3
Conteggio
Aspirare con cura il
contenuto delle provette
(eccetto le 2 provette
per I'attivita totale).
Lavare 2 volte con 2 mL
di soluzione di lavaggio.

Fase 2
Incubazione
Incubare 2 ore a 18-25
°C in agitazione (>
280 rpm).

Fase 1
Dispensazione’
Aggiungere in
successione alle

provette sensibilizzate:

50 pL di calibratori,
controlli, campioni
(siero, plasma o urine
pre-diluite) e
150 pL di marcato. Contare la radioattivita
legata (B) e I'attivita
totale (T) per 1 minuto.
Mescolare.

*Aggiungere 150 pL di marcato a 2 provette non sensibilizzate per la
determinazione dell’attivita totale.

CARATTERISTICHE DELLE PRESTAZIONI
(ulteriori dati sono riportati in APPENDICE)

Vengono forniti dati rappresentativi a mero scopo illustrativo.
possono variare da laboratorio a laboratorio.

| risultati

Sensibilita

Sensibilita analitica: 3,79 pM (0,011 ng/mL)

Sensibilita funzionale: 13,9 pM (0,042 ng/mL)

Specificita

Non sono state trovate cross-reazioni con insulina, polipeptide pancreatico
3% (in peso, equivalene al 10% su base molare).

Precisione

Intra-saggio

Alcuni campioni sono stati analizzati 25 volte in uno stesso esperimento. Per
i campioni di siero & stato trovato un coefficiente di variazione del 3,1% o
inferiore, per le urine del 3,2% o inferiore.

Inter-saggio

Alcuni campioni sono stati analizzati in duplicato in 10 esperimenti differenti.
Per i campioni di siero & stato trovato un coefficiente di variazione del 5,2%
o inferiore, per le urine del 4,8% o inferiore.

PI-IM3639-03

Accuratezza
Test di diluizione

Alcuni campioni ad alta concentrazione di C-peptide sono stati diluiti con
diluizioni seriali con il tampone di diluizione. Il recupero € risultato essere
compreso tra 96% e 114% per i campioni di siero e tra 86% e 105% per i
campioni di urine.

Test di recupero

Ad alcuni campioni a bassa concentrazione di C-peptide sono state aggiunte
quantita note di C-peptide. Il recupero é risultato essere compreso tra 83%
e 105% per i campioni di siero e tra 80% e 104% per i campioni di urine.

Campo di misura (& compreso tra la concentrazione della sensibilita
analitica alla concentrazione del calibratore piu elevato): 3,79 e circa 6.400
pM.

LIMITAZIONI

Rispettare accuratamente le istruzioni d'uso per evitare risultati aberranti.l
risultati ottenuti con questo dosaggio devono essere interpretati con un
software dedicato, insieme ai dati clinici e ad altri dati di laboratorio o
strumentali.

Non usare campioni emolizzati, itterici o lipemici.

Non si verifica effetto hook per campioni a concentrazione iferiore o uguale
a 50 000 pmol/L. Diluire i campioni con sopetto clinico di avere valori elevati
di C-peptide con tampone di diluizione. Moltiplicare il valore ottenuto per
I'eventuale fattore di diluizione.

Nei test anticorpali, esiste la possibilita di interferenza degli anticorpi eterofili
presenti nei campioni dei pazienti. | pazienti regolarmente a contatto con
animali o sottoposti a immunoterapia o a procedure diagnostiche a base
di immunoglobuline o frammenti di immunoglobuline possono produrre
anticorpi, p.e. HAMA, che interferiscono con gli immunodosaggi.

Tali anticorpi interferenti possono portare a risultati errati.  Valutare
attentamente i risultati di pazienti che potrebbero presentare questi anticorpi.
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C-peptide IRMA KIT
IM3639

ANALISIS INMUNORADIOMETRICO PARA LA
DETERMINACION IN VITRO DEL PEPTIDO-C EN SUERO
EN PLASMA U ORINA HUMANOS

Para uso diagnéstico in vitro.

PRINCIPIO

El analisis inmunoradiométrico del péptido-C es de tipo “sandwich”. En el
equipo se utilizan dos anticuerpos monoclonales de ratén dirigidos contra
dos epitopes diferentes del péptido-C.

Los calibradores, los testigos y las muestras desconocidas se incuban en
tubos recubiertos con el primer anticuerpo monoclonal en presencia del
segundo anticuerpo monoclonal el cual esta marcado con 1125.

Después de la incubacion se aspira el contenido de los tubos y estos se lavan
para retirar el anticuerpo marcado con 1'® pero no enlazado. Se determina
la actividad enlazada mediante un contador gamma. Las concentraciones
del péptido-C en las muestras son obtenidas por interpolacién a partir de una
curva estandar, las cuales son directamente proporcionales a la radiactividad
medida.

ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES
Precauciones generales

. Los viales de los calibradores y controles deben ser abiertos durante
el menor tiempo posible, para asi evitar evaporaciones excesivas.

. No mezclar los reactivos de lotes diferentes.

. Incluir una curva estandar en cada ensayo.

. Se recomienda realizar el ensayo por duplicado.

. Cada tubo debe estar utilizado solamente una vez.
Reglas basicas de seguridad radiolégica

La compra, posesion, uso y transferencia de material radiactivo estan sujetos
de las disposiciones legales del pais en el que se utiliza. El cumplimiento
de las normas basicas de seguridad radiolégica proporciona una proteccion
adecuada.

. No se debe comer, beber, fumar o aplicarse cosméticos en presencia
de materiales radiactivos.

. No pipetear las soluciones radiactivas con la boca.

. Evitar cualquier contacto con materiales radiactivos mediante el uso
de guantes y bata de laboratorio.

. Toda manipulacion de material radiactivo debe realizarse en el lugar
adecuado, alejado de corredores y espacios ocupados.

. Los materiales radiactivos deben almacenarse en el contenedor
aprobado en una zona especializada.

. Se debe llevar y conservar actualizado un registro de las entradas y
almacenamiento de todos los productos radiactivos.

. El equipo y material de vidrio de laboratorio que son objeto de
contaminacion se deben separar para evitar la contaminacién con
otros radiois6topos.

. Cada caso de contaminacion radiactiva, o de pérdida de materiales
radiactivos se debe resolver de acuerdo con los procedimientos
establecidos.

. El desecho radiactivo debe manipularse de acuerdo a las reglas
establecidas por el pais donde se utiliza.

Azida de sodio

Algunos reactivos contienen azida de sodio como conservador. La azida de
sodio puede reaccionar con el plomo, el cobre y el bronce para formar azidas
metalicas explosivas. Deseche los reactivos a través del sistema de drenaje
mediante lavado con grandes cantidades de agua.

Material de origen humano

Todas las muestras de suero y plasma deben manejarse como si fueran
capaces de transmitir enfermedades (ej. hepatitis o SIDA). Por lo tanto los
residuos se deberan eliminar de acuerdo con las reglamentaciones de las
agencias autorizadas que tengan jurisdiccion sobre el laboratorio, y con las
normativas de cada pais.
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CLASIFICACION DE MATERIAL PELIGROSO
SEGUN EL SGA

Wash Solution (20X) PELIGRO

H360 Puede perjudicar a la
fertilidad o dafar al feto.

P201 Procurarse las instrucciones
antes del uso.

P280 Use guantes, ropa y equipo
de proteccién para los ojos y
la cara.

P308+P313 EN CASO DE exposicion

confirmada o supuesta:
consultar a un médico.
Acido borico 0,1-0,3%
di-Sodio tetraborato
decahidrato 0,1-0,3%

La hoja de datos de seguridad esta disponible en
techdocs.beckmancoulter.com

RECOLECCION, PROCESAMIENTO,
ALMACENAMIENTO Y DILUCION DE LAS
MUESTRAS

Coleccion de muestras de suero y plasma

. Recolectar la sangre en tubos secos o en tubos que contengan EDTA.
. Separar el suero o el plasma de las células mediante centrifugacion.

. Si el andlisis habra de realizarse dentro de las 24 horas siguientes
las muestras pueden almacenarse entre 2 y 8 °C. Para un periodo
mayor almacenar (a < -20 °C 2 meses maximo o a < -70 °C, 1 afio
maximo); después de preparar alicuotas para evitar el congelamiento
y la descongelacion repetidos de las muestras. La descongelacion de
las muestras debe realizarse a temperatura ambiente.

El péptido-C humano es una molécula relativamente inestable en
suero o en plasma liquidos (en unos cuantos dias ya es posible
observar una degradacion considerable). Apegarse estrictamente a
la recomendacién que se hace sobre su almacenamiento.

. Si las muestras se encuentren en concentraciones mas altas a
aquellas de los calibradores, diluirlas con el amortiguador de dilucion.

Se compararon los valores en suero y, plasma con EDTA de 20 muestras
(valores séricos de 576.1 a 3739 pM) utilizando el equipo IM3639 C-Peptide
IRMA. Los resultados fueron los siguientes:

[Plasma con EDTA] = 0.9623[suero] + 49.99;
r =0.9960
Coleccion de las muestras de orina
. Colectar la orina de 24 horas en un frasco
. Determinar el volumen
. Centrifugar o filtrar antes del analisis, si es necessario.

. Las muestras de orina pueden almacenarse a 2-8 °C si el analisis se
realiza en las 24 horas, sino es preferible conservarlas congeladas,
preferentemente en alicuotas (< -18 °C, 1 afio maximo) con el
fin de evitar congelaciones y descongelaciones sucesivas. La
descongelacion de las muestras debe realizarse a temperatura
ambiente.

. Con frecuencia el contenido de péptido-C en las muestras de orina
excede 6000 pM. Por tanto, se recomienda una dilucion de 1:21 con
al amortiguador de dilucion; por ejemplo, 25 pL de orina deben diluirse
con 500 pL de amortiguador de dilucién.

MATERIALES PROPORCIONADOS

Todos los reactivos son estables entre 2 y 8 °C hasta la fecha de caducidad
del equipo indicada en las etiquetas. Las fechas de caducidad impresas
sobre las etiquetas de los frascos son validas sélo para el fabricante, durante
su almacenamiento a largo plazo hasta antes del ensamblaje del equipo. No
tener en cuenta.
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Las condiciones de conservacion de los reactivos después de la
reconstitucién o dilucién se indican en el apartado Procedimiento.

Tubos recubiertos con anticuerpo monoclonal anti-péptido-C: 2 x 50
piezas (listos para su uso)

Anticuerpo monoclonal anti-péptido-C marcado con I'%: 1 frasco de 17
mL (listo para su uso).

El frasco contiene 640 kBq (en la fecha de fabricacion) de inmonoglobulinas
marcadas con I'® en amortiguador con albumina de suero bovino, azida de
sodio (< 0,1 %), y un colorante.

Amortiguador de dilucion para el péptido-C: un frasco de 25 mL (listo
para su uso)

La soluciéon contiene albuimina sérica bovina y azida de sodio (<0,1 %).
Calibradores: 6 frascos (liofilizados).

Los frascos calibradores contienen desde 0 hasta aproximadamente 6400
pM de péptido-C en amortiguador con albumina de suero de bovino y
azida de sodio (<0,1 %). Las concentraciones precisas se manifiestan en
las etiquetas de los frascos. Los calibradores fueron calibrados contra el
estandar internacional IRR C-Peptide 84/510, de la Organizaciéon Mundial
de la Salud.

Suero control: 2 frascos (liofilizados)

Los frascos contienen suero bovino liofilizado y azida de sodio (<0,1 %). Los
valores esperados se encuentran en el intervalo de concentracion que se
indican en el suplemento.

Solucioén de lavado (20x): un frasco de 50 mL
La solucién concentrada debe diluirse antes de su uso.

MATERIALES NECESARIOS PERO NO
INCLUIDOS

Ademas del equipo normal de laboratorio se requiere lo siguiente:
. Micropipetas de precision (50 pL; 25 pL).
. Pipeta semiautomatica (150 pL).
. mezclador tipo vértex.
. Agitador horizontal u orbital (> 280 rpm).
. sistema de aspiracion.
+  Contador gamma calibrado para 1'%.

RESULTADOS

Los resultados se obtienen por interpolacién con la curva estandar. La
curva sirve para determinar la concentracion del péptido-C en las muestras
medidas al mismo tiempo que los calibradores.

Curva estandar

Los resultados del departamento de control de calidad se calcularon usando
el ajuste de curva spline con radioactividad determinada (cpmc.-cpmca0) €n
el eje logaritmico vertical y la concentracién de analitos de los calibradores
en el eje logaritmico horizontal (pM).

Otros métodos de reduccion de datos pueden dar resultados ligeramente
diferentes.

Actividad total: 227 129 cpm
Calibradores | Péptido-C cpm (n=3) BIT (%) cpMe, —
(pM) CPMcaio
0 0 53 0,02 -
1 32 985 0,43 932
2 103 2935 1,29 2882
3 375 10 863 4,78 10 810
4 1530 42 652 18,78 42 599
5 6100 118 237 52,06 118 184

(Ejemplo de curva estandar, no utilizar para los célculos)

Muestras

En cada muestra, localice los cpm o el valor B/T del eje vertical y lea la
concentracion del analito correspondiente en el eje horizontal.

Las concentraciones de muestras diluidas deben corregirse con el factor de
dilucion.
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Para convertir pmol/L (pM) en ng/mL, multiplicar los resultados por 0.003.
Excrecion de orina de 24 horas.

Para las orinas diluidas (dilucién 1:21) debe utilizarse la férmula siguiente en
la determinacion de la excrecion de péptido-C en 24 horas:

Péptido-C (nmol/24h) = concentraciéon medida (pM) x 21 x V
1000

donde, V = volumen de orina en 24 horas expresado en litros.

VALORES ESPERADOS

Se recomienda que cada laboratorio establezca sus propios valores de
referencia. Los valores que se muestran a continuacion fueron obtenidos de
sujetos sanos y deben de considerarse solo como orientativos

Sueros
. Se analizaron muestras de suero de 156 personas saludables.

Media Mediana Desviacion | Min — Max
estandar
(DE)
pM 519 471 255 32,6-1458
|ng/mL 1,56 1,41 0,766 0,098-4,380

El rango percentil 95 fue 160-1100 pM (0,48-3,30 ng/mL).

. En la siguiente tabla se muestra como ejemplo el promedio de las
concentraciones de péptido-C en el OGTT de 11 personas jévenes y

saludables.
Tiempo (min) Péptido-C (pM) Péptido-C (ng/mL)
promedio * 1 DE promedio * 1 DE
0 520 + 169 1,56 + 0,507
35 2274 + 1116 6,82 + 3,348
65 3067 + 987 9,20 * 2,961
95 3488 + 1038 10,46 + 3,114
125 3008 + 593 9,02 + 1,779

Orinas

. Se analizaron 48 muestras de la primera orina matutina y 20 muestras
de colecciones de 24 horas.

Media Desviacion Rango
estandar esperado
Primera orina 20,12 16,70 1,22 - 66,39
matutina (nmol/L)
Coleccion de 23,13 12,77 7,76 - 49,38
orina de 24 horas
(nmol/24 h)

CONTROL DE CALIDAD

La obtencién de dptimos resultados implica que las muestras testigo sean
usadas en cada serie de experimentos para asegurar la calidad de los
resultados obtenidos. Dichas muestras testigo deben ser procesadas de
la misma manera que las muestras a analizar. Es recomendado que los
resultados sean analizados utilizando los métodos estadisticos apropiados.

En caso de detectar un deterioro en el embasado del producto 6 que
los resultados expresen una alteracion en las caracteristicas del mismo,
contactar con el Distribuidor local é notificar a la direccion de e-mail:
imunochem@beckman.com

PROCEDIMIENTO

Preparacion de los reactivos
Permita que todos los reactivos alcancen la temperatura ambiente.
Reconstitucién de los calibradores

Reconstituir el contenido de los frascos con el volumen de agua destilada
sefialado en la etiqueta. Despues de la reconstitucion, esperar 10 minutos y
agitar vigorosamente para evitar la formacion de burbujas antes de repartir la
solucion en los tubos. Almacenar las soluciones reconstituidas entre 2-8 °C
si se utilizan en una semana o a < —18 °C si se requiere utilizarlas despues
de un periodo mayor, hasta la fecha de caducidad del equipo.

Reconstitucion de las muestras Controles.

Reconstituir el contenido de los frascos con el volumen de agua destilada
sefialado en la etiqueta. Despues de la reconstitucion, esperar 10 minutos y
agitar vigorosamente para evitar la formacién de burbujas antes de repartir
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la solucién en los tubos. Almacenar las soluciones reconstituidas entre 2-8
°C si se utilizan en un dia o en alicuotas a <—18 °C si se requiere utilizarlas
despues de un periodo mayor, hasta la fecha de caducidad del equipo.

Preparacion de la solucion de lavado

Verter el contenido de un frasco en 950 mL de agua destilada y
homogeneizar. La solucion diluida se puede almacenar entre 2y 8 °C hasta
la fecha de caducidad del equipo.

Permitir que los reactivos alcancen la temperatura ambiente antes de su uso.

Paso 1 Paso 2 Paso 3
Adiciones’ Incubacion Contaje
A los tubos recubiertos | Incubar 2 horas entre Aspirar

cuidadosamente el
contenido de los tubos
(excepto el de los dos
tubos “cpm total”).
Lavar dos veces con
2 mL de solucion
de lavado.

18-25 °C en movimiento
(>280 rpm).

agregar sucesivamente

50 uL de calibradores
controles o de muestras
(suero, plasma, orina
pre-diluida)

150 pL de trazador. Contar las cpm
enlazadas (B) y de
las cpm totales (T)
durante 1 minuto.

Mezclar.

*Adiccionar 150 pL de trazador a 2 tubos adicionales para obtener las
cpm totales

CARACTERISTICAS DEL RENDIMIENTO

(para mayores detalles ver la pagina de “APENDICES”)

Se facilitan datos representativos solo a modo de ejemplo. El rendimiento
obtenido en los distintos laboratorios puede variar.

Sensibilidad

Sensibilidad Analitica: 3,79 pM (0,011 ng/mL)
Sensibilidad funcional: 13,9 pM (0,042 ng/mL)
Especificidad

No se observaron niveles de reaccion cruzada con insulina, polipéptido
pancreatico, somatostatina o glucagon. La reaccion cruzada con proinsulina
es de solo 3 % (p/p, equivalente a 10 % en una base molar).

Precision
Intra- ensayo

Las muestras se evaluaron 25 veces en las mismas series. Los coeficientes
de variacién fueron iguales o por debajo de 3,1 % para las muestras de suero
y de 3,2 % para las muestras de orina.

PI-IM3639-03

Inter-analisis

Las muestras se evaluaron en duplicado en 10 series diferentes. Los
coeficientes de variacion fueron iguales o por debajo de 5,2 % para las
muestras de suero y de 4,8 % para las muestras de orina.

Precision
Prueba de dilucion

Las muestras altamente concentradas se diluyeron serialmente con el
amortiguador de dilucién. Los porcentajes recuperados fueron entre 96 % y
114 % para las muestras de suero y entre 86 % y 105 % para las muestras
de orina.

Prueba de recuperacion

Las muestras de orina y suero se regularon con concentraciones conocidas
de péptido-C. Los porcentajes recuperados fueron entre entre 83 % y 105 %
para las muestras de suero y entre 80 % y 104 % para las muestras de orina.

Rango de medida (a partir de la sensibilidad analitica del calibrador mas
alto): desde 3.79 hasta aproximadamente 6400 pM.

LIMITACIONES

El no respetar las instrucciones de uso puede afectar significativamente
a los resultados.Los resultados deben ser interpretados con la luz de la
presentacion clinica total del paciente, incluyendo su historia clinica, los
datos de pruebas adicionales y las otras informaciones apropiadas.

No utilice muestras hemolizadas, ictéricas o lipémicas.

Puede aparecer un “efecto Hook“ en las muestras de este equipo IRMA que
contengan una concentracién de péptido-C igual o mayor que 50 000 pM. Las
muestras que, de acuerdo a indicios clinicos, estan a concentraciones muy
altas deben diluirse con el amortiguador de dilucién. Los valores obtenidos
deben corregirse con el factor de dilucion.

En los ensayos en los que se utilizan anticuerpos existe la posibilidad
de que se produzcan interferencias debido a la presencia de anticuerpos
heterdfilos en la muestra del paciente. Los pacientes que hayan estado
en contacto regularmente con animales o hayan recibido inmunoterapia
o procedimientos diagnésticos con inmunoglobulinas o fragmentos de
inmunoglobulinas pueden producir anticuerpos, p.ej. HAMA, que interfieren
con los inmunoensayos.

Esos anticuerpos que crean interferencias pueden causar resultados
erroneos. Evaluar cuidadosamente los resultados de los pacientes que se
sospeche que puedan tener esos anticuerpos.
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C-peptide IRMA KIT
IM3639

ANOZOPAAIOMETPIKH EZETAZH IN'A TON IN VITRO
MOZOTIKO NMPOZAIOPIZMO TOY C-NMENTIAIOY XTON
ANOPQIIINO OPO, TO NAAZMA KAI TA OYPA

MNa diayvwoTiKA XpAoN in vitro.

APXH THZ AIAAIKAZIAZ

H avooopadiopeTpikly €&étaon Tou C-memmidiou eival e¢€taon TUTTOU
odavtouitg.  To idlo kit pmopei va xpnoigotoin®ei yia TN pétpnon Tou
C-memmidiou eite arreuBeiag oTov opd Kal To TTAdopa €iTe oTa 0Upa, ETTEITA
ammod apaiwaon.

210 kit XpnoiyotroloUvTal POVOKAWVIKG aAvTICWHOTA TTOVTIKIOU KATd dU00
SIOPOPETIKWV ETMTOTIWY ToUu C-TTETITISIOU KAl ETTOPEVWG U AVTAYWVICTIKG.

O opdg, To TAGopa ) Ta apaiwpéva deiypata oUpwy, Ta deiyyata eAEyxou
Kal Ta BabuovounTég, eMwAdovTal 0€ CWANVAPIA ETTIOTPWHEVA JE TO TTPWTO
MOVOKAWVIKO QvTiowua Uttd TNV TTapoudia Tou OeUTEPOU POVOKAWVIKOU
QAVTIOWUATOG, TO OTTOI0 gival emonuacuévo pe lwdio 125. Metd Tnv emwaocn
QATTOXUVETQI TO TTEPIEXOUEVO Kal To owANvApia EETTAévovTal €101 WATE VA
QATTOUOKPUVOET OAO TO N SEGUEUPEVO ETTICNUATHUEVO OVTIOWHA. TN CUVEXEIQ
peTpdTal n decpeupévn padievépyeia o€ gamma counter. O GUYKEVTPWOEIG
Tou C-TremmIdiou TTPOKUTITOUV aTTO TIAPEUPBOAN OTNV TTPOTUTIN KAPTTUAN. H
OUYKEVTPWON Tou C-TTETTISIOU TwV BEIYHATWY gival eUBEWG avaAoyn HE TN
padievépyela.

NMPOEIAOMNOIHZH KAI MPO®YAAZEIZ

Fevikég TTOpATNPAOEIG:

. Ta @IoAidIa Twv opwv BaBuovounaong Kal Twv opwyv eAEYXOU TTPETTEI Va
avoiyovTal 660 10 duvaTov AiyOTEPO, TTPOG ATTOPUYRV ECATHICEWG TOU
TTEPIEXOMEVOU.

. Mnv avakateUeTe avTidpacTApIa aTTo SIAPOPETIKEG TTOPTIOEG.

. Kdavere Tautdxpova Tnv TPOTUTIN KAPTIUAN KOl TOV  TTOOOTIKO

TIPOCBIOPIOUO TWV DEIYUATWV.

. 2ag ouoTAveTal KABe

TTPOCBIOPIOUO.

va TIpaygarotroleite U0  Qopég  Tov

. KdaBe ocwAnvdaplo TTpéTTel va XpnoIUoTroinBei Jovo Pia gopd.
MpooTtacia amwd Tnv 1ovijouoa akTivofoAia

H ayopd, n katoxr, n Xpnon kai n PeETa@opd Tou padievepyoU UAIKOU
UTTOKEIVTAI OTOUG KAVOVIOUOUG TNG XWPOg OTnv OToia To UAIKG auTd
xpnoiyotroigital. H cupudpewon pe Toug BaciKoUg KAOVOVEG Ao@AAEING aTTO
TNV aKTIVOBOAIQ TTAPEXEI ETTAPKK TTPOCTACIA.

. Y16 Tnv Tapouaia padieveEPYWwV UAIKWY, UNV KOTOVOAWVETE TPO@IUA
TTOTA, PNV KATTVICETE KAl UN XPNOIMOTTOIEITE KAAAUVTIKG.

. Mn XpnOIPOTIOIEITE TO OTOMA YIA VA TTITTETAPETE TA PABIEVEPYA UAIKA.

. AtroQUyeTe KABe dueon emopn pe Ta  padievepyd UAIKGA, Kai
XPNOIYOTIOIEITE YAVTIA KOl £pyacTnpIakh TTodId.

. KdabBe xeipiopdg padievepyol UAIKOU TTPETTEI va yiveTal o€ KATAAANAO
XWPO, HokpId atrd S1adpduoug Kal dAAa TToAuGUXvaoTa pépn.

. To apxeio TapaAaBng Kal amoBrKeuong PadIEVEPYWV UAIKWY TTPETTEI
va €ival TTaVTa EVNPEPWHEVO.

. To apxeio TapaAaBng Kal aTToBAKeuanG PAdIEVEPYWY UAIKWYV TTPETTEI
va gival TTavTa EVNUEPWUEVO.

. O gpyaoTnplakdg EOTTAIONOG 1 Ta YUdAIva OKeUN TTOU £XOUV HOAUVOET
ammd padievepyd UAIKG TTPETTEI VA ATTOUOVWVOVTQI, TTPOKEIMEVOU Va
aTro@euxBei pOAuvon atrd dIa@opPETIKG padioigdToTra.

. Kd&Be mepimtwon padievepyng pOAuvong ) ammwAelag padievepyou
UAIKOU Ba trpéTTel va etTIAUETal e BAon TIG I0XU0UCEG DIABIKOTIEG.

. O XeIPIOPOG TwV PadIEVEPYWV ATTOBAATWY TTPETTEI VO aKOAOUBEI TOUg
KOQVOVIOPOUG TNG XWPAg OTnV OTIoia XPNOIUOTTOIEITaI TO PadIEVEPYO
UAIKO.

Alidio Tou Narpiou

Kamoia avnidpactipia Trepiéxouv adidio Ttou Nartpiou wg ouvinpnTiko.
To agidio Tou NaTtpiou pTropei va avTiOpAoel Pe TO XOAKO 1 To POAUBdO
TTPOG TO OXNUOTIONO EKPNKTIKWV adIdiwv Twv PETAAwv. H atmoéppiyn

TWV avTIOPACTNPIWY TTPETTEl va YiveTal p€oa atmmd To UOPAUAIKG cUaTnua,
XPNOIUOTTOIWVTAG HEYAAEG TTOOOTNTEG VEPOU.

PI-IM3639-03

YAik6 avBpwTrivng TpoéAeuon

OAa T1a deiypara opou Kal TTAAOPATOG TTPETTEl Va T XEIPICEOTE WG IKava va
petadwoouv nrratinida 1 AIDS. KdBe cwAnvapio TrpéTel va XpnaoiydoTroindei
pOVOo pia gopad.

TAZINOMHZH ENIKINAYNOTHTAZ KATA MNEZ

Wash Solution (20X) KINAYNOZX

H360 Mrropei va BAdwer Tn
yoviuétnTta A 10 €UBpPUO.

P201 E@odiaoTeite ye TIG €I10IKEG
odnyieg TTpIv atté TN XpAon.

P280 Na @opdre TTPOCTATEUTIKA
YAvTIO/TTPOCTATEUTIKA
evOUpaTa KOl pECa OTOMIKAG
TTPOCTACIAG YIO TO PATIOTO
TPOCWTTO.

P308+P313 e mepimTwon €kBeang N

mlavoTnTag ékBeong:
oupBouAeuBeiTe/eTTIOKEPOEITE
ylarpo.

Bopikd o&u 0,1-0,3%
Aekaévudpo Bopikd vaTpio
0,1-0,3%

To AeATio dedopévwy ao@daAeiag sival diaBéoiuo otn dielbuvon
techdocs.beckmancoulter.com

2YAAOIH, ENMEZEPrAZIA, ATOOGHKEYZH KAI
APAIQZH TQN AEIrMATQN

ZuAAoyn SelypdTwy opoU 1 TTAdopaTOg

. SUNMEETE TO aipa og OTeyvd OwAnvapia, 1 oe cwAnvdpia TTou
Trepiéxouv EDTA.

. AlaxwpioTe Tov 0pod 1) TO TTAGCHA OTTO Ta KUTTAPA PE QUYOKEVTPNOT.

. Ta deiypata opol A TAGOpATOG PTTOopoUv va dlatnpnbolv oToug
2-8 °C, av n egéraon mpodketal va yivel péoa oe 24 wpes. Na
ueyaAuTepa xpovikd diaoTApara, eival TpoTiudTEPo va diatnpouvTal
oTnv Katawuén (< -20 °C, yia 2 prjveg 1o TTOAU 1) < -70 °C, yia 1 xpovo
TO TTOAU) KAl KOTA TTPOTIUNON XWPICHEVA OE PIKPOTEPEG TTOTOTNTEG,
WOoTe va atmopelyeTal N eTavalapBavouevn katawuén kal améwuén. H
amméyugn Twv delyPATwy TTPETTEI VA YiveTal o€ Beppokpaaia dwartiou.

Kabuwg 10 avBpwrtrivo C-emTidlo sival OXeTIKG aaTabég uépio ae uypod
0p06 n mAdoua (n aiobntn amoikodounan UTopEi va maparnpnbei péoa
o€ dIGoTnua Aiywv nuepwv), n OXETIKNA UE TV amobrikeuon ouaraon
mpéTrel va TnpnBei auatnpd.

. Av Ta deiypaTta TTou €xouv avoAuBei £€xouv PeYaAUTEPN CUYKEVTPWON
ammé 10 BabuovounTto PE TNV UWNAGTEPN CUYKEVTPWOTN, TTPETTEI va
apaiwBouv oTo pubuIoTIKG diIGAUpa apaiwang.

Tiyég opou kal EDTA TAdopatog amréd 20 deiyparta (deiypara opou KupaivovTal
a6 576.1 uéxpr 3.739 pM) ouykpibnkav xpnaigotoidvrag IM3639 C-Peptide
IRMA avTidpacTiplo. Ta ammoTeAéoPaTa TTOPABETOVTAI TTAPAKATW:

[TTAGopa] = 0.9623[opdg] + 49.99;
r =0.9960
ZuAAoyn TWV SEIYPNATWY TWV oUpwV
. SUMEETE 0Upa 24 wpou o€ éva doxeio.
. MeTprioTe kal KaTaypdwTe TOV TEAIKO OYKO.

. DuyokevipAOoTE 1 QIATPApeTe TPV ammd Tnv €&étaon, av eival

atapaitnTo.

. Ta deiypata oUpwv pmopouv va diatnpnBouv atoug 2-8 °C, av n
e¢étaon TpokeTal va yivel oe 24 wpeg. TNa peyaAltepa XPOvIKG
Sl00TAUOTA, €ival TTPOTIUOTEPO va OIATNPEOUVTAI OTNV KATAWUEN (<
-18 °C, yia 1 xpdvo) kal KaTd TTPOTINNGN XWPIOHEVA OE PIKPOTEPES
TTOoOTNTEG, WOTE VO ATTOQEUYETAI N €TTavaAauBavopevn Katayuén
Kol ommowuén. H amowugn Twv BElyUATWY TIPETTEI VA YivETAl OE
Bepuokpacia dwuaTiou.

. To Tmepiexodpevo Tou C-TIeTTidlou OTa oupa uTrepPaivel ouxvd TO
BaBuovounto pe TNV uwnAoTeEPn Ouykévipwan.  Katd ouvémeia
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ouoTrveTal apaiwaon 1:21 pe 10 pubuioTiké apaiwong, T.x. 25 pL
oUpwv TPETTEl va apaiwBouv pe 500 pL puBuioTikoU apaiwaong.

NMAPEXOMENA YAIKA

OAa 10 avTIdOpaoTApIa gival OTaBePd PEXPI TNV nuepopnvia ARgng TTou
avaypaetal otnv €TIKETA Tou Kit, otav atmrobnkelovTtal o€ Beppokpaaia
2-8 °C. O1 nuepounvieg AAENG TTOU avaypd@ovTal OTIG ETIKETEG TWV
@IaNIBiWY aQOopPOoUV ATTOKAEICTIKA OTN HAKPOTIPOBETUN aTToBAKEUOn TWwV
avTidpaoTnpiwv atmd Tov KATOOKEUAQOTH, TIPIV aTTO Tn OUVAPPOAGYNGn Tou
kit. Na pyn Aappavovtal uttoyn.

O1 ouvBnkeg ammoBrkeuong Twv avTIOPACTNPIwWY PETA ammd avacuoTaon A
apaiwon avagépovtal oTNV TTapaypa@o «Aiadikacio.

ZwAnvdpla €MIOTPWHEVA UE avTiOwWHa KaTd Tou C-remnidiou: 2 x 50
owAnvdpla (€Tolpa TTPOG XPARoN).

MoVvoKAWVIKS avTiowa KaTd Tou C-TreTTidiou emionuacuévo pe ' 1
@1aAidio Twv 17 mL (étoipo Tpog xpnon).

To @laAidlo TTepIEXEl, TNV nuépa  Tou Trapaokeuddetal, 640 kBq
emonuaopévwy Pe lwdio 125 avocoo@aipivy, o€ PUBUICTIKO TTOU TTEPIEXE
aApTroupivn Bodivou opou, agidio Tou Natpiou (<0,1%), Kal hIa XPWOTIK.
PuBuioTiké apaiwong C-mremrtidiou (C-peptide — Buffer): 1 @iaAidio Twv
25 mL (étoipgo TTpOg Xpron).

To didAupa Trepiéxel aAptoupivn Bodivol opou kai agidio Tou Narpiou
(<0,1%).

BaBuovounTtég: 6 @iaAidia (A\uo@IAnuuéva)

Ta BaBuovountég @iaAidia tepiéxouv C-lMeTTidlo O OUYKEVTPWOEIG aTTO
0 upéxpr katd Tmpocotyyion 6.400 pM C-memmdiou péoa o€ PUBUIOTIKO
Tou TTEPIEXEI aApuTTOoUpivn Bodivol opol kai agidio Tou Natpiou (<0,1%).
H akpIBrig ouykévipwaon avaypa@etal oTnv €TIKETO KABe @iaAidiou. Ta
BaBuovounTég TTou TTapéxovTal pe To Kit eival BaBuovounuéva pe Bdon To
O1eBvég rpoTuro WHO IRR C-Peptide 84/510.

Opoi eAéyxou: 2 @iaAidia (Auo@IAnupéva)

Ta @ioAidia TTepiExouv Auo@iAnuuévo C-TremmTidlo oe Bodivd opd pe adidio
Tou Natpiou (<0,1%). O avopevOoueveg TINEG KupaivovTal PETAgU Twv
OUYKEVTPWOEWV TTOU aVAYPAPOVTAI OE€ GUUTTIANPWHATIKO QUAAGDIO.

AigAupa TAGoNG (20x): 1 @iaAidio Twv 50 mL
To cupTTUKVWPEVO dIGAUPA TTPETTEI VO apaiwBEi TTpIV aTTé Tn XPnon.

ATMAITOYMENA YAIKA MNMOY AEN NAPEXONTAI

O aTraItouuevog EpyaaTnPIakog €E0TTAICUSG, ETTITTAéOV TOU ouvhBoug, gival o
£gng:

. MikpommmréTeg akpifeiag (50 L, 25 pL).

. Huiautépartn mmimméra (150 ul).

. Migep TUTTOU Vortex.

. Shaker pe opigovtia TTAATEOpUa TTaAvVEPOUNONG 1 HE TTAAT@OpUa

TaAdvtwong (> 280 rpm).
. >UoTnUa aTTOXUONG.

+  gamma counter T yia '%I.

AMNMOTEAEZMATA

Ta amoTteAéopata Twv OelyudTwy uttoAoyidovtal pe TTapeuoAn otnv
TPOTUTTN KAUTTUAN. H KOUTTUAN XPNOIUOTIOIEITAI VIO TOV TTPOCDIOPICTHO TWV
OUYKEVTPWOEWV C-TTeTTiIdIoU o€ OeiyuaTa TTOU JETPWVTAI TAUTOXPOVA UE TA
BaBuovopntég.

MpoTutrn KauTUAn

Ta omoteAéopata OTO TUAUO TTOIOTIKOU €AéyXou UTTOAOYiOTNKAV HECW
TIPOCAPUOYAG TNG KAPTTUANG spline pe Tnv TrpoodiopicBeica padievépyeia
(CPMa-CPMcap) OTOV  KATAKOPUPO AGfova Kal Tn  OUYKEVIPWON Twv
BaBuovounTwyv oTov opifdvTio a&ova (pM) Tng AoyapiBUIKAG KAipoKag.

AMeg péBoBOI avaywyng Twv OedopEVwY PTTOPET va dWOOoUV EAAPPUWG
O1aPOPETIKA aTTOTEAEOUATA.

PI-IM3639-03

OAIKR) padievépyeia: 227.129 cpm
BaBpovountég| C-mremridio | cpm (n=3) BIT (%) CPMca —
(pM) CPpMc0
0 0 53 0,02 -
1 32 985 0,43 932
2 103 2.935 1,29 2.882
3 375 10.863 4,78 10.810
4 1.530 42.652 18,78 42.599
5 6.100 118.237 52,06 118.184

(Mapdaderyua mEOTUTTNG KAUTTUANG, va LN xpnaoiuotroinBei og utroAoyiououg)

Agiypara

MNa k&Be Oeiyua, evromiote TV TiY cpm 1 B/T oTov katakdpugo Ggova
Kol 81aBACTE TNV QVTIOTOIXN OUYKEVTPWON TnG avaAuduevng ouaiag oTov
opIf6vTIo GEova.

Ol GUYKEVTPWOEIG TWV APAIWHEVWY SEIYUATWY TTPETTEI va S1opBuwvovTal PE TN
XPAON ToUu OUVTEAEDTH apaiwong.

Mo va petaTpéwere TIG Ouykevipwoelg amd pmol/l (pM) oe ng/mL,
TToAaTTAaCId0TE Ta aTToTeEAéopaTa pe 1o 0.003.
24wpn atréKKpIOn OUPWV

Mo 10 opaiwpéva oupa (apaiwon 1:21), Tpémel va xpnoigotroindei o
ak6AouBog TUTTOG yia Tov UTTOAOYIONG TNG atTékkpiong C-tremTidiou o€ oUpa
24Wpou:

C-mremmTidlo (nmol/24h) = yerpnuévn ouykévipwan (pM) x 21 x V
1000

o1ou, V = 0 6ykog oUpwv 24wWpou g€ AiTpa.

ANAMENOMENEZ TIMEZ

Mpoteivoupe 10 KA&BE €pyaoTpIo va KOBIEPWOEl TIG OIKEG TOUG TIPEG
ava@opdg. Or Tigég TTou akoAouBouUv TTpoékuywav atrod uyif dropa Kai givai
ATTAWG EVOEIKTIKEG.

Opoi
. AvaAuBnkav deiyparta opou atéd 156 vnoTika uyif droua.
Méoog Aidpgoog TumikA Min-Max
AmokAion
pM 519 471 255 32,6-1.458
|ng/mL 1,56 1,41 0,766 0,098-4,380

To e0pog ouykevTpwoewv Katd 95% Arav 160-1100 pM (0,48 - 3,30 ng/mL).

. O1 péoeg ouykevTpwoelg C-tremmidiou TTou TTpoékuyav o€ 12 veapd,

uyi dtopa, META oTmé OOKINA OTOUOTIKAG avoxhg oTn YAuKoldn,
TTapouciadovTal EVOEIKTIKG GTOV TTAPAKATW TTiVOKA.

Xpovog (AerrTd) C-tmremrTidio (pM) C-tremrTidio (ng/mL)
Méoog Opog * o Méoog Opog * &
0 520 + 169 1,56 + 0,507
35 2.274 £ 1.116 6,82 + 3,348
65 3.067 + 987 9,20 * 2,961
95 3.488 + 1.038 10,46 + 3,114
125 3.008 + 593 9,02 + 1,779

Oupa
. AvaAlBnkav 48 deiypata ammd TpwTa TTPwIvd olpa kai 20 deiypata
a1roé oupa 24wpou.

Méoog Tutik amokAion | NMEAIO TIM
NpwTa TPpWIVA 20,12 16,70 1,22 - 66,39
oUpa (nmol/L)
Oupa 24wpou 23,13 12,77 7,76 - 49,38
(nmol/24 hrs)

EAEIMXOZ NOIOTHTAZ

H owoTh epyacTnplakh TTPOKTIKA TTPOUTTOBETEI TNV TOKTIKA XPAon SelyuaTwy
eAéyyou, TTpokelpévou va Slac@aAifeTal n TToIOTNTA TWV ATTOTEAECUATWY.
H eme€epyacia Twv SEIYUATWY QUTWYV TTPETTEI va YiveTal Pe Tov idlo TPOTTO
ME TOV OTTOiO YiveTal N €mMeCepyacia Twv AyvwoTwy delyudTtwy. ETmmmAéoy,
QUOTAVETal N avdAuon Twv aTToTEAEOPATWY TOUG va Yivetal pe Tn BoRbeia
TWV KAaTAAANAWY OTATIOTIKWY PEBOOWV.

e TepimTwon €mdegivwong CouoKeuaoiag f €av Ta aTroTeAéoPaTa TToU
TTPOEKUYAV €XOUV TPOTTOTTOINCN aATTGd00NG, TTOPAKAAW EAATE OF€ ETTAQN
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pe Tov TOTTIKO Olavopéa oag ) XPNOIPOTIOINOTE TNV akdAoubn dielBuvon
nAekTpovikou Tayxudpopeiou: imunochem@beckman.com

AIAAIKAZIA

MpoeToipacia kal ATTOOARKEUON TWV AVTISPACTNPIWV

AoprioTte 6Aa Ta avTiIdpacTrpia va @BAcouV Ot ICopPPOTTia o€ BepUoKpacia
dwpyarTiou.

AvacUoTtaon Baduovountwv

To TePIEXOPEVO TWV @IOAIBIWY avVACUOTATAl PE TOV OYKO QTTECTAYUEVOU
vepoU TTOU avaypd@eTal oTnv €TIKETA. [Mepiyévere 10 AeTrTd peTd ammod TNV
avooUaoTaon Kal avaKaTéWTE PE TTPOCOXH XWPIG va dnuioupynBei agpdg, Tipiv
TN diavopn Tou avTidpatnpiou aTa cwAnvapia. Ta apaiwpéva BabuovounTég
ptropoUv va diatnpnBouv yia pia eBdoudda atoug 2-8 °C. Na peyaAlitepo
Xpovikd didoTnua, atmobnkeuaTe o€ Bepuokpacia xaunAotepn Twv -18 °C,
MEXPI TNV NUEPOMNVia ARENG Tou kKit.

MpoeToipacia Twv opwv eAéyxou

To TrePIEXOUEVO TWV PICAIBIWY OVOOUOTATAI PE TOV OYKO OTTECTAYMEVOU
vepoU TTOU avaypda@etal oTnv eTIKETA. TMepiuévere 10 AeTTTd peTd atmd TV
avaoUoTaon Kal avakatéWTe JE TTPOoOoX Xwpig va dnuioupynBei agpog,
TpIv TN diavoul Tou avmidpaoTtnpiou oTta cwAnvdpia. Ta apaiwpéva
O¢eiypata eAéyxou Ptropolv va diatnpndouyv yia pia nuépa otoug 2-8 °C. lNa
MEYAAUTEPO XPOVIKO BIAOTNUA, ATTOBNKEUOTE Ta XWPIoUEVA O BEpUOKpATia
XauNAOTEPN TwV -18 °C, péxpl TNV nuepounvia ANgng Tou kit.

MNpocToipacia Tou SiIGAupa TTAUONG

[MpooBéaTe 10 TrEPIEXOUEVO TOU PIaAidIou o€ 950 mL atreaTaypévou vepou Kai
opoyevoTtroinoTte. To apaiwpévo didAupa PTTopEi va atroBnkeubei atoug 2-8
°C péxp!I TNV nuEPopnvia ARgng Tou kit.

AogrioTe Ta avTIdPACTAPIO VO @QTACOUV Of€ I00PPOTIa Ot Bepuokpacia
dwpariou TTpIv atrd TN XPARoN.

BAua 1
MpooOnkeg
>Ta EMOTPWHEVA UE
avTiowpa ocwAnvdpia
TPooBEaTe dladoyIKA:

BApa 2
Etrwaon
EmwdoTe yia 2 wpeg
oToug 18-25 °C pe
avadeuaon (> 280 rpm).

BAupa 3
Mérpnon
ATTOXUOTE TTPOCEKTIKG
TA TTEPIEXOUEVA TWV
gwAnvapiwv (EKTEG Twv
2 owAnvapiwv «oNIKEG

KPOUTEIGY).
50 yL BaBuovountég, MAOVTE 2 PopéG pe 2 mL
OeiypaTog eAéyxou S1aAUparog TAlong.

n Seiyparog (opog,
TAAOUA, apalwPéVO
deiypa oUpwv) Kai

150 uL 1ixvnOEmn. MeTproTe TIg
deopEUPEVEG KPOUOEIG
(B) kai TIG OAIKEG
kpouoeig (T) yia 1
AETTTO.

AvaKaTEWTE.

*MNpocBéote 150 pL 1xvnBETN oTa 2 emITTAEOV CWANVApPIA yIa va BPEiTE TIG
OAIKEG KPOUTEIG.

XAPAKTHPIZTIKA AMNMOAOZHX
(BAémre T ogAida “APPENDIX” yia mepioaoTepes AsTTITONEPEIES)

Ta avTITTPOCWTTEUTIKG dEdOpEVA TTAPEXOVTAl HOVO WG TTAPAdEIYUA.
H am6d00n TTou ETTITUYXAVETAI OE KABE EPYAOTIPIO UTTOPET VO JIQPEPEL.

PI-IM3639-03

Evaiolnoia

AvaAuTiki gvaicOnoia: 3,79 pM (0,011 ng/mL)
Agitoupyikni guaicOnoia: 13,9 pM (0,042 ng/mL)
E&e1dikeuon

Ae BpéOnke kapia dlaoTaupwWTA avTidpaon WE TNV IVOOUAIVN, TO TTAYKPEATIKO
TIOAUTTETITIOI0, TN OowpatooTativn i TN yAukayovn. H diaoTaupwtn
avTidpaaon e TNV TTPOivaoUAivn eival yévo 3% (k.B., iIcoduvapn pe 10% o€
ypappouopiakn Baon).

AkpiBeia

EvT6g TnG SOKINAG

Aldgopa deiypata egetdoTnkav 25 @opég oTnv idla oeipd. O1 ouVTEAEOTEG
atrokAIONG TTOU TTPoéKuWav ATav PIKPOTEPOI 1) igol pe 3,1% yia Ta deiyparta
0pwV Kal PIKPOTEPOI 1 1001 PE 3,2% Yyia Ta deiypaTa oupwv.

EkT16G TnG SOKIUAG

Aidgpopa Seiypata e€etdatnkav dU0 @opég To kabBéva oe 10 BIOPOPETIKEG
oe1pég. O1 ouvTEAEOTEG ATTOKAIONG TTOU TTPOEKUWAV ATAV MIKPOTEPOI A iT01 YE
5,2% yia Ta deiypata opwv Kal xapnAotepol A 1ool pe 4,8% yia Ta Seiypata
oupwv.

AxpiBeia
Aokiuf apaiwong

Agiyparta opoU kai oUpwv UWNAAG CUYKEVTPWONG apaiwdnkav dIadoxIKG O€
puBuIOTIKO apaiwong. Ta TToo0aTAE avAKTNONG KupaivovTav YeTagl 96% kai
114% yia Ta deiypata opwv Kal peTagu 86% kai 105% yia Ta deiypata oupwv.

AOKIUA avdkTnong

Acgiypata opoU kal oUpwv KOpESTNKAV PE YVWOTEG TTOoOTNTEG C-Tremmidiou.
Ta TooooTd avaktnong kupaivovtav petagl 83% kai 105% yia ta deiypara
opwv kal peTagl 80% kai 104% yia Ta deiypata oUpwv.

Eupog péTpnong (omd avaAuTikh euaioBnoia €wg Tov  uwnAdTEPO
BaBuovounTA): amd 3.79 péxpl Katd Tpoaéyyion 6.400 pM.

MNEPIOPIZMOI

H pi mTpnon Twv odnylwv TIOU TIEPIEXOVTAlI OTO €EVIUTTIO UTTOPEi va
ETTNPEACEl OoNUAvTIKG Ta atroteAéopara.  Ta atmoteAéopara TPETTEl va
epunveuboulv AapBdvovtag utréwn Tn OUVOAIKR KAIVIKA TTapoudioon Tng
aoBevolg oupTTepIAapBavopévwy TNG KAIVIKAG 10TOPIag, TwV deBOUEVWY OTTO
OUPTTANPWHATIKEG £EETATEIG KAl GAAWV KATAGAANAWY TTANPOPOPILV.

ATTOQUYETE TN XPAoN Bapid aipdAuan, IKTEPIKA 1) AITTAIMIKG deiyparTa.

To “hook effect” oe autdé 10 kit IRMA ptropei va epgavioTei o€ deiypata
10U TrEPIEXOUV C-TMeTTTidI0 € CUYKEVTPWOEIG ioeg i} peyaAUTepeg atrd 50.000
pM. Ta deiyparta Tmou gival KAIVIKWG UTTOTITA va EJ@AvVIoouV TTOAD UWnAég
OUYKEVTPWOEIG TIPETTEI va apaiwBoulv pe 1o pubuIoTIKG apaiwong. Or Tiuég
TTOU TTPOKUTITOUV TTPETTEN va BIopBwBoUv e BAan Tov TTapdyovTa apaiwaong.

Ma TpoadiopIouolg TTOU XPNOIUOTTOIOUV avVTICWHATA, UTTApXEl TOavoTnTa
TTapePPOAG atmd eTePOPIAG avTiowpara oTo deiypa Tou acBevoug. Ol
aoBeveig TTou ApBav ge cuxvr emagn Pe {wa A ékavav avoooBepatreia
n dIayvwoTIKEG eTTEPRAcEIG pe Tn PorBeiad avoooCPaIPIVWV 1) TUAMATA
avoooaaipivng lavoev va Trapaydyouv avTiogwuata, m.X. HAMA, TTou
TTapePBAAAOUV OTOUG aVOTGOTTPOCSIOPICHOUG.

Ta ev Adyw TrapeufdAAovia avTiowpata Tmoavév va  TTPOKAAETOoUV
eopalpéva ammoteAéopata. Na o&loAoyeite TTPOCEKTIKA Ta atroTeAéouaTa
agBevWV TTOU UTTOTITEUEDTE OTI PEPOUV AUTA TA AVTICWUATA.
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C-peptide IRMA KIT
IM3639

RINKINYS RADIOIMUNINIAM C-PEPTIDO HORMONO
NUSTATYMUI IN VITRO ZMOGAUS KRAUJO SERUME,
PLAZMOJE IR SLAPIME

Diagnostikai in vitro.

PRINCIPAS

C-peptido imunoradiometrinis tyrimo rinkinys yra “sumustinio” tipo rinkinys.
Ta patj rinkinj galima naudoti C-peptidams tiesiogiai nustatyti serume ir
plazmoje arba, atskiedus, - Slapime.

Rinkinyje du monokloniniai pelés antikiinai yra nukreipti j du skirtingus
C-peptido epitopus.

Serumo, plazmos ar atskiesti Slapimo meéginiai, kontroliniai méginiai
ir kalibravimo meéginiai yra inkubuojami meégintuvéliuose, padengtuose
pirmuoju monokloniniu antigenu kartu su antruoju monokloniniu antikiinu,
pazymétu “jodas'®’. Po inkubavimo mégintuvéliy turinys pasalinamas
ir mégintuvéliai yra praplaunami, kad pasisalinty laisvas, '?° pazymétas
antikinas. Tuomet gama skai€iuotuvu nustatomas suristas radioaktyvumas,
tiesiogiai proporcingas C-peptidy koncentracijai. C-peptidy koncentracijos
méginiuose nustatomi interpoliacijos bldu pagal standarting kreive.

JSPEJIMAI IR ATSARGUMO PRIEMONES
Bendros pastabos:

. Buteliukus su kalibravimo ir kontroliniais méginiais laikyti atidarytus
minimaly laiko tarpg, kad neiSgaruoty skystis.

. Nemaisyk skirtingy rinkiniy partijy reagentus.

. Standartiné kreive turi biti nustatyta kiekvienam tyrimui.

. Rekomenduojama atlikti bandinj du kartus.

. Kiekvienas mégintuvélis turi bati panaudotas tik vieng kartg.
Pagrindinés radiacinés saugos taisyklés

Isigyjant, naudojant ir gabenant radioaktyvias medziagas bdatina laikytis
toje Salyje nustatyty radiacinio saugumo normy ir darbo su radioaktyviomis
medziagomis sanitariniy taisykliy. Laboratorijose draudziama valgyti, gerti,
rakyti, naudoti kosmetika.

. Salia radioaktyviyjy medziagy negalima valgyti, gerti, rakyti ar taikyti
kosmetikos priemones

. Negalima pipetuoti radioaktyviujy tirpaly burna.

. Venkite bet kokio kontakto su radioaktyviomis medziagomis,
mavédami pirstinémis ir vilkédami laboratorinius chalatus.

. Visos manipuliacijos su radioaktyviomis medziagomis turi bati
vykdomos tinkamoje vietoje, toli nuo koridoriy ir kity judriy viety.

. Radioaktyvios medziagos turi biti saugomos konteineryje tam skirtoje
vietoje.

. Turi bdti vedama savalaiké visy radioaktyviy produkty gavimo ir
saugojimo registracija.

. Laboratoriné jranga ir stikliniai indai, kurie gali bati uztersti, turéty bati
atskirti, siekiant iSvengti kryZminio uztersimo skirtingais radioizotopais.

. Kiekvienas radioaktyvaus uzter§imo ar radioaktyvios medziagos
praradimo atvejis turi bati tvarkomas pagal nustatytas procediras.

. Radioaktyvios atliekos turi badti tvarkomos pagal Salyje nustatytas
taisykles.

Natrio azidas

Kai kuriuose rinkinio komponentuose yra natrio azido kaip konservuojancios
medziagos. Reaguodamas su $vinu, variu ar zalvariu, natrio azidas sudaro
sprogius metaly azidus. Vartotus reagentus batina atskiesti dideliu kiekiu
vandentiekio vandens, po to juos galima iSpilti j kanalizacija.

Zmogaus kilmés medziagos

Su visais serumo ir plazmos méginiais elgités kaip su galinciais perduoti
hepatita ar AIDS atliekos turi badti paSalinamos, vadovaujantis valstybés
nustatyta tvarka.

PI-IM3639-03

GHS PAVOJINGUMO KLASIFIKACIJA

Wash Solution (20X)  PAVOJUS

H360 Gali pakenkti vaisingumui
arba negimusiam vaikui.

P201 PrieS naudojima gauti
specialias instrukcijas.

P280 Mavéti apsaugines pirstines,
vilkéti apsaugine apranga
ir naudoti akiy (veido)
apsaugos priemones.

P308+P313 Esant salyciui arba jeigu

numanomas salytis: kreiptis
| gydytoja.

Boro riigstis 0,1-0,3%
Natrio borato dekahidratas
0,1-0,3%

Saugos duomeny lapg galima gauti interneto svetainéje
techdocs.beckmancoulter.com

MEGINIY EMIMAS, PARUOSIMAS, LAIKYMAS
IR PRASKIEDIMAS

serumo ir plazmos méginiy paémimas

. Surinkti kraujg | Svarius sausus mégintuvélius ar mégintuvélius,
kuriuose yra EDTA.

. Atskirkite serumg ar plazma nuo forminiy elementy centrifuguojant.

. Serumo ar plazmos méginius galima laikyti 2-8 °C temperataroje, jei
tyrimg planuojama atlikti per 24 valandas. Norint laikyti ilgesnj laika,
juos reikia laikyti uzsaldytus (< —20 °C temperatdroje, iki 2 ménesiy,
ar < -70 °C, iki 1 mety). Méginius reikia padalinti j atskiras dalis, kad
méginiy nereikéty pakartotinai uzsaldyti ir atSildyti. Tiriamus meéginius
reikia atSildyti kambario temperatiroje.

Zmogaus C-peptido molekulé yra gana nestabili skystame serume ar
plazmoje (Zymus irimas pastebimas jau po keliy dieny), todél laikymo
rekomendacijy reikia grieZtai laikytis.

. Jeigu tiriamo méginio koncentracija virSija didziausio kalibravimo
meéginio koncentracija, jj reikia atskiesti buferiniu skiedziamuoju
tirpalu.

Serumas ir EDTA plazma vertinamas 20 pavyzdziams (serumas vertinamas
riboje nuo 576,1 iki 3 739 pM) kur palyginama naudojant IM3639 C-Peptide
IRMArinkinj. Rezultatai yra tokie:

[EDTA-plazma] = 0,9623[serumas] + 49,99
R = 0,9960
Slapimo méginiy paémimas
. Surinkti paros Slapima.
. Pamatuoti jos turj.
. Reikalui esant, prie$ tyrimg iScentrifuguokite ar isfiltruokite.

. Slapimo méginius galima laikyti 24 valandas 2-8 °C temperatiiroje.
Norint laikyti ilgiau, juos reikia suskirstyti atskiromis dalimis ir uzsaldyti
< -18 °C temperatlroje, iki 1 mety. Vengti pakartotino méginiy
uzSaldymo ir atSildymo. Tiriamus méginius reikia atSildyti kambario
temperaturoje.

. C-peptidy koncentracija Slapimo méginiuose daznai virsija didziausio
kalibravimo meéginio koncentracija, todél rekomenduojama Slapimo
méginj atskiesti buferiniu skiedZziamuoju tirpalu 1:21 santykiu.
Pavyzdziui, 25 pl Slapimo reikéty atskiesti 500 pl buferinio
skiedziamojo tirpalo.

PATEIKIAMOS MEDZIAGOS

Visi rinkinio reagentai yra patvards, kol nepasibaiges rinkinio tinkamumo
naudoti laikas, nurodytas ant rinkinio etiketés, jei laikomi 2-8 °C
temperatdroje. Buteliuky su reagentais etiketése nurodyta galiojimo
terminas galioja tik laikant reagentus gamybinémis salygomis iki pat rinkinio
komplektavimo ir netaikytina vartotojo gautai produkcijai.

Reagenty laikymo sglygos po jy iStirpinimo ar praskiedimo nurodytos skyriuje
LProcedura®“.
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Anti-C-peptido monokloniniais antikiinais padengti mégintuvéliai: 2 x
50 mégintuvéliy (paruosty naudoti).

Monokloninis anti-C-peptido antikiinas, pazymétas '®I: 1 x 17 ml
buteliukas (paruostas naudoti).

Pagaminimo dieng ampuléje yra 640 kBq jodu 125 pazenklinto
imunoglobulino apsauginiame tirpale i§ gyvuliy serumo albumino, natrio
azido (<0,1 %) ir dazy.

C-peptido buferinis skiedzZiamasis tirpalas:
(paruostas naudoti).

1 x 25 ml buteliukas

Tirpale yra jaucio serumo albumino ir natrio azido (<0,1 %).
Kalibravimo méginiai: 6 buteliukai (liofilizuoti preparatai)

Kalibravimo méginiuose buteliuke yra nuo 0 iki mazdaug 6 400 pM
C-peptido buferyje su jaucio serumo albuminu, natrio azidu (<0,1 %). Tiksli
koncentracija nurodyta kiekvieno buteliuko etiketéje. Kalibravimo méginiai
buvo sukalibruoti pagal Pasaulio sveikatos organizacijos tarptautinj standartg
WHO IRR C-Peptide 84/510.

Kontrolinis serumas: 2 buteliukai (liofilizuoti preparatai)

Buteliukuose yra C-peptidas, liofilizuotas jaucio serume ir natrio azide (<0,1
%). Tikétinos koncentracijos ribos nurodytos priede.

Praplovimo tirpalas (20 x): 1 buteliukas, 50 ml.
Koncentruotg tirpalg prie$ naudojimag reikia praskiesti.

REIKALINGOS, BET NEPATEIKIAMOS
MEDZIAGOS

Be standartinés laboratorinés jrangos, reikalingi:
. tiksliy mikropipeciy (50 pl ir 25 pl),
. pusiau automatiniy pipeciy (150 pl),
. Vortex tipo sdkurinis maiSytuvas
. horizontalaus ar orbitinio kratytuvo (> 280 aps./min.)
. Ciurkslinis siurblys;
+  gama skaigiuotuvas '?°| aktyvumui skaigiuoti.

REZULTATAI

Rezultatai apskaiciuojami interpoliacijos badu pagal standartine kreive, pagal
kurig nustatomos C-peptidy koncentracijos méginiuose, nubréZiant meéginiy
kreive tuo paciu metu kaip ir standarty.

Kalibravimo kreivé

Kokybés kontrolés skyriaus pateikti rezultatai apskai€iuoti naudojant
glodziosios kreivés pritaikyma, logaritminéje vertikaliojoje aSyje nurodant
nustatytas radioaktyvumo reikSmes (ské./min.y — SkE./min.iap), ©
logaritminéje horizontaliojoje aSyje — kalibratoriy analités koncentracijg (pM).

Naudojant kitus duomeny redukcijos metodus, rezultatai gali Siek tiek skirtis.

Bendras aktyvumas: 227 129 imp./min.
Kalibratoriai | C-peptidas ské./min. BIT (%) sk&./min.ka| -
(pM) (n=3) ské./min.ga).0
0 0 53 0,02 -
1 32 985 0,43 932
2 103 2 935 1,29 2 882
3 375 10 863 4,78 10 810
4 1 530 42 652 18,78 42 599
5 6 100 118 237 52,06 118 184
(Standartinés kalibravimo kreivés pavyzdys. Nesinaudoti skaiciuojant
rezultatus.)
Eminiai

Kiekvieno méginio atveju vertikaliojoje aSyje raskite ské&./min.

arba B/T

reikSme ir horizontaliojoje asyje patikrinkite atitinkama analités koncentracija.

Atskiesty méginiy koncentracijas reikia koreguoti pagal skiedimo koeficienta.

pmol/l (pM) vienetams paversti ng/ml, rezultatus padauginkite i$ 0,003.

24 val. Slapimo ekskrecija

C-peptido 24 val.

meéginiuose reikia naudoti tokig formule:

PI-IM3639-03

ekskrecijai nustatyti atskiesto Slapimo (santykiu 1:21)

C-peptidas (nmol/24 val.) = Apskaiciuota koncentracija (pM) x 21 x V
1000

kai V = 24 val. Slapimo tdris litrais

TIKETINOS VERTES

Rekomenduojame, kad kiekviena laboratorija nusistatyty savo etaloninius
dydzius. Zemiau pateikti dydziai, nustatyti sveikuose asmenyse, yra tik
indikatyvas.

Serumai
. IStirti 156 sveiky asmeny tusciu skrandziu serumai.

Vidurkis Mediana Standartinis | Min.- maks.
nuokrypis
(SN)
pM 519 471 255 32,6-1 458
(ng/ml 1,56 1,41 0,766 0,098-4,380

95 procentilio diapazonas buvo nuo 160 iki 1100 pM (0,48 — 3,30 ng/ml),

. Kaip pavyzdj, zemiau esancioje lenteléje pateikiame viduting dvylikos
jauny, sveiky asmeny C-peptido koncentracijg OGTT (oraliniame
gliukozés tolerancijos teste):

Laikas (min) C-peptidai (pM) Vid, C-peptidai (ng/ml)
+ 1 SN Vid, + 1 SN
0 520 + 169 1,56 + 0,507
35 2274 +£1 116 6,82 + 3,348
65 3 067 + 987 9,20 + 2,961
95 3488 + 1038 10,46 + 3,114
125 3 008 + 593 9,02 + 1,779

Slapimai
. IStirti 48 pirmojo rytinio Slapimo ir 20 24 val, Slapimo méginiy,

Vidurkis stand. nuokrypis Min-maks
Pirmasis rytinis 20,12 16,70 1,22 - 66,39
Slapimas (nM)
24 val, slapimas 23,13 12,77 7,76 - 49,38
(nmol/24 val,)

KOKYBES KONTROLE

Vadovaujantis ,Good laboratory practices* (geri laboratoriniai jgtdziai)
metodais atliekamy tyrimy kokybei patikrinti, bdtina reguliariai naudotis
kontroliniais pavyzdZiais, kuriy tyrimo etapai tokie patys kaip ir tiriamujy
méginiy. Kokybés tikrinimo rezultatus patartina apdoroti taikant specialius
statistinius metodus.

Tuo atveju, kai pakuoté rimtai pazeista arba gauti rezultatai nesutampa su
tyrimy charakteristikomis, prasome kreiptis j misy specialistus: Elektroninis
pastas: imunochem@beckman.com

PROCEDURA

Reagenty paruosimas ir laikymas
Palaikykite visus reagentus j kambario temperatira.
Kalibravimy méginiy atstatymas

Buteliuky turinys atskiedziamas distiliuoto vandens kiekiu, nurodytu etiketéje.
Po atskiedimo palaukite 10 min. ir Svelniai sumaiSykite, stengdamiesi, kad
nesusidaryty puty. Atskiestus tirpalus laikykite 2-8 °C temperatdroje vieng
savaite arba uzSaldytus < —18 °C temperatiroje ilgesnj laikotarpj, iki rinkinio
galiojimo termino pabaigos.

Kontroliniy méginiy skiedimas

Buteliuky turinys atskiedziamas distiliuoto vandens kiekiu, nurodytu etiketéje.
Po atskiedimo palaukite 10 min. ir Svelniai sumaiSykite, stengdamiesi,
kad nesusidaryty puty. Atskiestus tirpalus laikykite 2-8 °C temperatiroje
vieng savaite arba padalinus j atskiras dalis <—18 °C temperatiroje ilgesnj
laikotarpj, iki rinkinio galiojimo termino pabaigos.

Praplovimo tirpalo paruosimas.

Supilkite buteliuko turinj j 950 ml distiliuoto vandens ir iSmaisykite. Praskiestg
tirpalg galima sugoti 2-8 °C temperatiroje, kol nesibaigs rinkinio galiojimo
laikas.
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Prie$ pipetavimg padék visus reagentus j kambario temperatara.

Il Zingsnis
Inkubacija

Il Zingsnis
Rezultaty matavimas

| Zingsnis
Uzpildymas
komponentais”
| antikdiniais padengtus
meégintuveélius paeiliui
jlasinti:

Kruopsciai aspiruokite
meégintuveéliy turinj
(iSskyrus dviejy
“bendro aktyvumo”
mégintuveéliy).

Du kartus praplauk su 2
ml praplovimo tirpalo.

Inkubuoti méginius
2 valandas 18-25
°C temperatdroje
nuolat kratant. (>280
osc./min.)

50 pl kalibravimo
méginiai, kontrolinio
serumo arba méginio

(serumo, plazmos,

i anksto atskiesto

$lapimo) ir
150 pl Zzymens. ISmatuoti 125 |
aktyvumag (ské&./min.)
per 1 minute.

Sumaisyk.

*jlasinkite 150 pl Zymens j 2 papildomus mégintuvélius “bendram
aktyvumui” gauti.

ANALITINES CHARAKTERISTIKOS

(detalesné informacija pateikiama skyriuje ,,APPENDIX*)

Tipingi duomenys pateikiami tik kaip iliustracija. Atskirose laboratorijose gauti
efektyvumo duomenys gali skirtis.

Jautris

Analitinis jautrumas: 3,79 pM (0,011 ng/ml)
Funktionis jautrumas: 13,9 pM (0,042 ng/ml)
SpecifiSkumas

KryZzminé antikliny reakcija buvo pastebéta su insulinu. kasos polipeptidais.
somatostatinu ar gliukagonu. Kryzminé reakcija su proinsulinu yra tik 3 %
(w/w. atitinka 10 % molekuliniu pagrindu).

PreciziSkumas
Analizés metu

Méginiai buvo istirti 25 kartus toje pacioje serijoje. Nustatyti variacijos
koeficientai serumo méginiuose nevirsijo 3,1 %, o Slapimo méginiuose — 3,2
%.

PI-IM3639-03

Tarp analiziy

Méginiai buvo istirti du kartus 10 skirtingy serijy. Nustatyti variacijos
koeficientai serumo méginiuose nevirsijo 5,2 %. o Slapimo méginiuose — 4,8
%.

Tikslumas
Praskiedimo testas

Didelés koncentracijos serumo ir Slapimo meéginiai buvo i$ eilés praskiesti
buferiniame skiedZziamajame tirpale. Gauti regeneracijos procentai serumo
méginiuose svyravo nuo 96 % iki 114 %, o Slapimo méginiuose — nuo 86 %
iki 105 %.

»Atsidarymo“ testas

Serumo ir Slapimo meéginiai buvo papildyti Zinoma C-peptido koncentracija.
Gauti regeneracijos procentai serumo meginiuose svyravo nuo 83 % iki 105
%, o Slapimo méginiuose — nuo 80 % iki 104 %.

Nustatymo ribos (nuo analitinio jautrumo iki aukSciausios kalibravimo
meéginio reikSmeés): 3,79 iki mazdaug 6 400 pM.

RIBOJIMAI

Tyrimo metodikos nepaisymas gali iSkraipyti tyrimo rezultatus. Nustatymo
rezultatai turi bati interpretuojami atsizvelgiant j bendrg paciento kliniking
bikle. jskaitant anamneze, kity testy duomenis ir kitg tinkamg informacija.

Nenaudokite lipeminiy, Gminiy ar hemolizuoty bandiniy.

Sio IRMA rinkinio kablio (“Hook”) efektas gali pasireikéti méginiuose, kur
C-peptidy koncentracija yra nemazesnée kaip 50 000 pM. KliniSkai jtariant,
kad méginiuose gali bati labai didelés koncentracijos, méginiai atskiedziami
buferiniu skiedziamuoju tirpalu. Gautus dydzius reikia pakoreguoti skiedimo
rodikliu.

Tyrimams, kuriuose naudojami antiktnai, gali trukdyti paciento meéginyje
esantys heterofiliniai antikinai.  Pacientai, nuolat kontaktuojantys su
gyvinais arba tie, kuriems taikyta imunoterapija arba diagnostinés
procediros naudojant imunoglobulinus ar imunoglobuliny fragmentus, gali
sintetinti antiknus, pvz., HAMA, trukdancius atlikti imuninius tyrimus.

Tokie trukdantys antikinai gali lemti klaidingus rezultatus. Pacienty, kurie
itariami turintys Siy antikdiny, rezultatus reikia vertinti atsargiai.

22 of 49



C-peptide IRMA KIT
IM3639

IMMUNORADIOMETRYCZNA METODA DO OZNACZANIA
IN VITRO C-PEPTYDU W LUDZKIEJ SUROWICY,
OSOCzU | MOCzU

Do uzytku diagnostycznego in vitro.

ZASADA

Do oznaczania C-peptydu zastosowano metode immunoradiometryczng
typu kanapkowego. Ten sam zestaw moze by¢ zastosowany do mierzenia
C-peptydu bezposrednio w surowicy i osoczu, a po rozcienczeniu, w moczu.

W zestawie uzyto monoklonalne mysie przeciwciata skierowane przeciw
dwém réznym epitopom C-peptydu i w zwigzku z tym nie konkurujgcych.

Probki surowicy, osocza lub rozcienczonego moczu, kontrole oraz kalibratory
sg inkubowane w probowkach pokrytych pierwszym przeciwciatem
monoklonalnym w obecnosci drugiego przeciwciata monoklonalnego
znakowanego '®J. Po inkubacji zawarto$¢ probéwek jest ptukana,
az do usuniecia nie zwigzanego znakowanego '%J przeciwciata.
Nastepnie zwigzana radioaktywnos¢ jest mierzona w liczniku gamma.
Stezenie C-peptydu w prébie jest odczytywane z krzywej standardowej.
Radioaktywno$¢ zwigzana jest wprost proporcjonalna do stezenie C-peptydu
w prébie.

OSTRZEZENIE | SRODKI OSTROZNOSCI
Uwagi ogélne:

. Fiolki z kalibratorami i kontrolami nie powinny pozostawaé otwarte
przez czas dluzszy niz jest to konieczne aby unikng¢ nadmiernego
odparowania zawartosci fiolki..

. Nie nalezy miesza¢ odczynnikéw z roznych serii produkcyjnych.

. Krzywa standardowa musi
oznaczania.

by¢ wykonana podczas kazdego

. Zalecane jest wykonywanie oznaczen w duplikatach.
. Kazda probéwka moze by¢ uzyta tylko raz.

Podstawowe zasady bezpieczenstwa podczas postepowania z
promieniowaniem

Wejscie w posiadanie, uzywanie, utylizacja i transfer materiatéw
radioaktywnych powinno by¢é zgodne z prawem obowigzujgcym w
danym kraju. Przestrzeganie podstawowych zasad bezpieczenstwa przy
stosowaniu materiatéw radioaktywnych powinno zapewni¢ odpowiednig
ochrone:

. Nie jesé, nie pi¢, nie pali¢ wyrobéw tytoniowych, nie aplikowaé
kosmetykéw w obecnosci materiatow radioaktywnych.

. Nie pipetowa¢ radioaktywnych roztworéw przy uzyciu ust.

. Unika¢ wszelkiego kontaktu z materiatami radioaktywnymi poprzez
stosowa-nie rekawic i ubran ochronnych.

. Wszystkie czynnosci przy uzyciu materiatbw radioaktywnych
powinny by¢é wykonywane w przeznaczonym do tego celu miejscu,
znajdujacym sie w odpowiedniej odlegtosci od korytarzy i innych
pomieszczen.

. Materiaty  radioaktywne
zabezpieczonym pojemniku.

powinny by¢é przechowywane w

. Nalezy zapisa¢ date przyjecia radioaktywnych produktéw, a czas ich
przechowywania powinien byé zgodny z odpowiednim terminem.

. Sprzet laboratoryjny i naczynia, ktére ulegty kontaminacji powinny
by¢ oddzielone od pozostatych, aby nie spowodowaé¢ kontaminaciji
krzyzowej réznymi radioizotopami

. W  sytuacji zanieczyszczenia radioizotopami i/lub zgubieniu
radioaktywnego materialu powinno byé powziete postepowanie
zgodne z prawem obowigzujgcym w kraju uzytkownika.

. Radioaktywne odpady powinny byé przechowywane zgodnie z
przepisami obowigzujacymi w kraju uzytkownika.
Azydek sodu
Niektore odczynniki zawierajg azydek sodu jako srodek konserwujgcy.
Azydek sodu wchodzi w reakcje z olowiem, miedzig lub mosigdzem, tworzac
wybuchowe azydki. W zwigzku z tym odczynniki zawierajgce azydek

sodu powinny by¢ rozciefnczane duzg iloscig wody przed wylaniem ich do
kanalizacji.
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Materiaty pochodzace od cztowieka

Wszystkie surowice i osocza nalezy tak traktowac jakby byly materiatem
do zakazenia hepatitis lub AIDS, a niszczenie odpaddéw powinno byé
przeprowadzo-ne zgodnie z przepisami obowigzujgcymi w danym kraju.

KLASYFIKACJA ZAGROZEN WG GHS

Wash Solution (20X)  NIEBEZPIECZENSTWO

&

H360 Moze dziata¢ szkodliwie na
ptodnos$c¢ lub na dziecko

w fonie matki.

Przed uzyciem zapoznaé
sie ze specjalnymi srodkami
ostroznosci.

Stosowac rekawice
ochronne, odziez ochronng
i ochrone oczu/ochrone
twarzy.

W przypadku narazenia

lub stycznosci: Zasiegng¢
porady/zgtosi¢ sie pod
opieke lekarza.

Kwas borowy 0,1-0,3%
Dziesigciowodny boran sodu
0,1-0,3%

P201

P280

P308+P313

Karta charakterystyki jest dostepna w witrynie
techdocs.beckmancoulter.com

ZBIERANIE PROB, PRZYGOTOWYWANIE,
ROZCIENCZANIE | PRZECHOWYWANIE

Zbieranie probek surowicy i osocza
. Pobiera¢ krew do suchych probéwek lub zawierajgcych EDTA.
. Oddzieli¢ surowce lub osocze od komérek poprzez wirowanie.

. Probki surowicy i osocza powinny by¢ przechowywane w 2-8°C,
jezeli oznaczanie zostanie przeprowadzone w ciggu 24 godzin.
W celu diuzszego przechowywania probki podzieli¢, aby unikng¢
wielokrotnego zamrazane i rozmrazania i zamrozi¢ (< -20°C, w ciggu
2 miesiecy, lub < -70°C najdtuzej 1 rok). Rozmrazanie prébek musi
by¢ przeprowadzane w temperaturze pokojowe;j.

Ludzki C-peptyd jest czgsteczka wzglednie niestabilng w pfynnej
surowicy lub osoczu (znaczna degradacja moze by¢ zaobserwowana
po okresie kilku dni). W zwigzku z tym zalecane warunki
przechowywania powinny by¢ dokfadnie przestrzegane.

. Jezeli stezenie w probce jest wieksze niz najwyzszy kalibrator, to musi
by¢ rozcienczona w buforze do rozcienczania.

Wartosci surowicy i osocza z EDTA dla 20 préb (zakres wartosci dla prébek
surowicy 576.1 — 3739 pM) zostaty poréwnane przy uzyciu zestawu IM3639
C-Peptide IRMA. Uzyskane wyniki:

[osocze] = 0.9623[surowica] + 49.99;
r =0.9960
Zbieranie préobek moczu

. Zrobi¢ dobowg (24 godz.) zbioérke moczu.

. Zmierzy¢ objetosc.

. Prébki moczu moga by¢ przechowywane w 2-8°C, jezeli oznaczanie
zostanie przeprowadzone w ciggu 24 godzin. Jezeli oznaczanie
bedzie przeprowadzone pézniej, to nalezy odpowiednio rozdozowane
probki zamrozi¢ (< -18°C, najdituzej 1 rok), aby nie powtarzac
zamrazania i rozmrazania tej samej probki. Rozmrazanie prébek
musi by¢ przeprowadzane w temperaturze pokojowe;.

. Zawartos¢ C-peptydu w moczu jest czesto wyzsza niz w najwyzszym
kalibratorzie. =W zwigzku z tym rozcienczy¢ 1: 21 buforem do

rozcienczania, np.: 25 pyL moczu powinno by¢ rozcienczone w 500
WL buforu do rozcienczania.
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MATERIALY DOSTARCZONE

Wszystkie odczynniki zestawu sg stabilne zgodnie z datg ich waznosci
umieszczong na opakowaniu, pod warunkiem przechowywania ich w
temperaturze 2-8°C. Daty waznosci sg wydrukowane tylko na etykietach
fiolek z przedtuzonym okresem sktadowania sktadnikéw przez producenta.
Nie nalezy bra¢ ich pod uwage.

Warunki przechowywania odczynnikéw po odtworzeniu lub rozcienczeniu sg
podane w akapicie Procedura.

Proboéwki pokryte przeciwcialtem monoklonalnym przeciw C-peptydowi:
2 x 50 probowek (gotowe do uzycia)

Znakowane '*J przeciwcialo monoklonalne przeciw C-peptydowi:
jedna fiolka 17 mL (gotowe do uzycia)

Fiolka zawiera 640 kBq, w dniu produkgji, znakowanego '?°J przeciwciata w
buforze zawierajacym albumine bydlecej surowicy, azydek sodu (<0,1%) i
barwnik.

Bufor do rozcienczania w zestawie C-peptyd: jedna fiolka 25 mL (gotowe
do uzycia)

Roztwér zawiera albuming bydlecej surowicy i azydek sodu (<0,1%).
Kalibratory: szes¢ fiolek (liofilizat)

Fiolki ze kalibratorami zawierajg od 0 do okoto 6400 pM C-peptydu w buforze
z albuming bydlecej surowicy i azydek sodu (<0,1%). Wiasciwe stezenia
sg podane na etykiecie znajdujgcej sie na kazdej fiolce. Kalibratory sg
wykalibrowane przy zastosowaniu miedzynarodowego standardu WHO IRR
C-Peptide 84/510.

Surowica kontrolna: 2 fiolki (liofilizat)

Fiolki zawierajg Izliofilizowany C-peptyd w bydlecej surowicy i azydek sodu
(<0,1%). Oczekiwany zakres stezen podano w dodatku.

Ptyn do ptukania (20x): jedna 50 mL fiolka
Koncentrat musi by¢ rozcienczony przed uzyciem.

MATERIALY WYMAGANE, ALE
NIEDOSTARCZANE

Poza standardowym wyposazeniem laboratorium wymagane sa nastepujgce
urzgdzenia:

. doktadna mikropipeta (50 pL, 25 pL).

. pétautomatyczna pipeta (150 pL).

. Mieszadto wirowe (,vortex®).

. Pozioma lub orbitalna wytrzgsarka (> 280 rpm).
. System odciggajacy.

+  Licznik gamma do %

WYNIKI

Wyniki nalezy odczyta¢ z krzywej standardowej. Krzywa standardowa stuzy
do oznaczania stezenia C-peptydu w prébkach mierzonych w tym samym
czasie co kalibratory.

jodu.

Krzywa standardowa

Wyniki w dziale kontroli jako$ci obliczano przy uzyciu krzywej skfadanej
dopasowania z oznaczong promieniotworczoscia (CPMya~CPMyap) Na
logarytmicznej osi pionowej i stezeniem analitu w kalibratorach na
logarytmicznej osi poziomej (pM).

Zastosowanie innych metod do opracowania danych moze dac nieco inne
wyniki.

Catkowita aktywnos¢: 227 129 cpm
Kalibratory | C-peptyd | cpm (n=3) BIT (%) (cpmya —
(pM) CPMyaio)

0 0 53 0,02 -
1 32 985 0,43 932
2 103 2935 1,29 2882
3 375 10 863 4,78 10 810
4 1530 42 652 18,78 42 599
5 6100 118 237 52,06 118 184

(Przyktadowe wartosci do krzywej wzorcowej, nie do zastosowania)

Prébki

W przypadku kazdej prébki nalezy zlokalizowa¢ warto$é cpm lub B/T na osi
pionowej i odczyta¢ odpowiednie stezenie analitu na osi poziome;.
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Stezenia probek rozcienczonych nalezy skorygowaé o wspétczynnik
rozcienczenia.

W celu zamiany pmol/L (pM) na ng/mL, pomnéz wyniki przez 0.003.
24- godzinna (dobowa) zbiérka moczu

Do obliczenia stezenia C-peptydu w moczu (rozcienczenie: 1 : 21) w jego
24-godzinnej zbidrce, obrazujacej jego 24 godzinne wydalanie, musi by¢
uzyte nastepujace réwnanie:

C- Peptyd (nmol/24godz.) = zmierzone stezenie (pM) x 21 x V
1000

Gdzie V = objetos¢ 24 godzinnej zbiérki moczu w litrach

OCZEKIWANE WARTOSCI

Doradza sig, aby w kazdym laboratorium ustali¢ wlasng warto$¢ normalng.
Ponizsze wartosci otrzymane od zdrowych osob, sg jedynie wskazéwka.

Surowica
. Przeanalizowano 156 probek od os6b bedacych na czczo.

Srednia Mediana Odchylenie | Min- Maks.

Standard-

owe (SD)
pM 519 471 255 32,6-1458
|ng/mL 1,56 1,41 0,766 0,098-4,380

W 95 percentylu zakres byt 160 —1100 pM (0,48 — 3,30 ng/mL).

. Przyktadowe $rednie stezenia C-peptydu w tescie glukozowym
(OGTT), przeprowadzonym u dwunastu mtodych oséb, podano w
ponizszej tabeli

Czas (min) C-peptyd (pM) Srednia| C-peptyd (ng/mL)
+/-1 SD Srednia +/-1 SD

0 520 + 169 1,56 + 0,507

35 2274 £ 1116 6,82 + 3,348

65 3067 + 987 9,20 + 2,961

95 3488 + 1038 10,46 £ 3,114

125 3008 + 593 9,02 + 1,779

Mocz

. Oznaczono 48 probek z pierwszego porannego moczu i 20 probek ze
zbiérek dobowych.

Srednia Odchylenie Oczekiwany
standardowe zakres

Pierwszy poranny 20,12 16,70 1,22 - 66,39
mocz (nmol/L)
Zbiérka dobowa 23,13 12,77 7,76 - 49,38
moczu (nmol/24
|godz.)
KONTROLA JAKOSCI

Dobrze funkcjonujace laboratorium dla swej wiarygodnosci stosuje regularnie
wewnetrzng kontrole jakosci otrzymanych wynikow. Te probki musza by¢
przygotowywane i oznaczane zgodnie z procedurg. Ich przydatnos$¢ do
oceny kazdego zestawu bedzie wiasciwa przy zastosowaniu odpowiedniej
analizy statystyczne;j.

W przypadku uszkodzenia paczki lub jezeli opracowanie otrzymanych
wynikdw sprawia trudnosci prosze sie kontaktowa¢ z miejscowym
dystrybutorem lub pod adresem E-mail: imunochem@beckman.com

PROCEDURA

Przygotowanie i przechowywanie odczynnikéw
Wszystkie odczynniki nalezy doprowadzi¢ do temperatury pokojowe;j.
Odtworzenie kalibratoréw

Zawartos¢ fiolek jest odtwarzana przez dodanie wody destylowanej, ktérej
objetos¢ podana jest na etykiecie fiolki. Nastepnie nalezy odczeka¢ 10
minut i delikatnie zamiesza¢, aby unikng¢ spienienia przed dozowaniem.
Przechowywa¢ odtworzone roztwory w temperaturze 2-8°C przez jeden
tydzien lub podzielone w < -18°C przez dtuzszy czas, zgodnie z datg
waznosci zestawu.
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Odtworzenie préb kontrolnych

Zawartos¢ fiolek jest odtwarzana przez dodanie wody destylowanej, ktorej
objeto$¢ podana jest na etykiecie fiolki. Nastepnie nalezy odczeka¢ 10
minut i delikatnie zamiesza¢, aby unikng¢ spienienia przed dozowaniem.
Przechowywa¢ odtworzone roztwory w temperaturze 2-8°C przez jeden
tydzien lub podzielone w < -18°C przez dtuzszy czas, zgodnie z datg
waznos$ci zestawu.

Przygotowanie ptynu do ptukania

Umiesci¢ zawartos¢ fiolki w 950 mL wody destylowanej i zamiesza¢. Ptyn
moze by¢ przechowywany w 2-8°C, zgodnie z datg waznosci zestawu.

Wszystkie odczynnik przed pipetowaniem
temperatury pokojowe;j.

nalezy doprowadzi¢ do

Etap 1 Etap 2 Etap 3
Dodawanie’ Inkubacja Zliczanie
Do pokrytych probéwek | Inkubacja 2 godziny Odciggna¢ starannie
doda¢ kolejno: w 18-25°C z zawartos¢ probowek (z
wytrzgsaniem (>280 | wyjatkiem 2 probéwek
rpm). «catkowite cpmby).

50 pL kalibratory,

kontrole lub proébki

(surowicy, osocza

lub rozciehczonego
moczu) i

150 pL znacznika.

Przeptuka¢ dwukrotnie
2 mL plynu do ptukania.

Oznacza¢ aktywnosé
(cpm) przez 1 min.

Zamieszac.

*Doda¢ 150 uL znacznika do 2 dodatkowych probéwek, aby otrzymaé
catkowite cpm.

CHARAKTERYSTYKA TESTU

(Po wigcej wiadomosci zajrzyj do zestawu danych w “DODATKU”)

Reprezentatywne dane sg przedstawiane tylko do celéw ilustracyjnych.
Uzyskiwane parametry moga sie rozni¢ w zaleznosci od laboratoridw.

Czutos¢

Analalityczna czutosé: 3,79 pM (0,011 ng/mL)
Funkcjonalna czutosé: 13,9 pM (0,042 ng/mL)
Specyficznosé¢

Nie stwierdzono reaktywnosci krzyzowej z insuling, polipeptydem
trzustkowym, somatostatyng i glukagonem. Reaktywnos$c¢ krzyzowa jest tylko
3% w stosunku do proinsuliny (10% odpowiednika podstawy czasteczki).

Kontrola precyzji
Wewnatrz zestawu

Probki z tej samej serii byly oznaczane 25 razy. Wspoétczynniki wariancji byty
ponizej lub réwne wartosci do 3,1% dla prébek surowicy i 3,2% dla probek
moczu.
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Miedzy oznaczeniami

Probki byly oznaczane w duplikatach w 10 réznych seriach. Wspoétczynniki
wariancji byty ponizej lub réwne wartosci do 5,2% dla prébek surowicy i do
4,8% dla probek moczu.

Kontrola doktadnosci
Test rozcienczania

Probki surowicy i moczu o wysokim stezeniu byly seryjnie rozcienczane
buforem do rozcienczania. Procent odzysku otrzymano dla prébek surowicy
miedzy 96% a 114% a dla probek moczu migedzy 86% a 105%.

Test odzysku

Probki surowicy i moczu o niskim stezeniu byly mieszane ze znang iloscig
C-peptydu. Procentowe odzyski dla surowicy otrzymano migedzy 83% i 105%,
a dla moczu miedzy 80% a 104%.

Zakres pomiarowy (od czutosci analitycznej testu do stezenia najwyzszego
kalibratora): 3.79 do okoto 6400 pM.

OGRANICZENIA

Niestosowanie sig¢ do instrukcji zatgczonej do zestawu moze znacznie
wptywaé na wyniki Wyniki powinny by¢ interpretowane w oparciu o
catos¢ stanu klinicznego pacjenta, wigcznie z historig choroby, danymi z
dodatkowych testow i innymi informacjami.

Nie uzywac zhemolizowanych, zéttaczkowych i lipemicznych probek.

Efekt wysokiej dawki ( ,hook effect”) moze pojawi¢ sie przy stosowaniu
tego zestawu IRMA w prébkach zawierajgcych stezenie C-peptydu rowne
lub wyzsze 50 000 pM. Proébki, ktére wedtug danych klinicznych, mogg mie¢
bardzo wysokie stezenie C-peptydu powinny by¢ rozcienczone buforem do
rozcienczania. Otrzymana warto$¢ musi by¢ pomnozona przez wspétczynnik
rozcienczenia.

W przypadku oznaczen z wykorzystaniem przeciwciat istnieje mozliwosc
zaktécen spowodowanych przez obce przeciwciata w prébce pacjenta.
Pacjenci, ktorzy byli regularnie wystawieni na kontakt ze zwierzetami
lub byli poddawani immunoterapii lub zabiegom diagnostycznym z
uzyciem immunoglobulin lub fragmentéw immunoglobulin, mogg wytworzy¢
przeciwciata (np. HAMA) zaki6cajace wyniki oznaczen immunologicznych.

Takie przeciwciata zaktdcajgce moga prowadzi¢ do uzyskania btednych
wynikow. Nalezy starannie przeanalizowa¢ wyniki u pacjentow z
podejrzeniem obecnosci tych przeciwciat.
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C-peptide IRMA KIT
IM3639

IN VITRO IMUNORAI?IOMETRICKE STANOVENi
C-PEPTIDU V LIDSKEM SERU, PLAZME A MOCI
Pro diagnostické ucely in vitro.

PRINCIP

Imunoradiometrické stanoveni C-peptidu je stanoveni typu "sandwich".
Souprava muze byt pouzita pro stanoveni C-peptidu v séru nebo plazmé a
po zfedéni téZ ve vzorcich modi.

V soupravé jsou pouzity mySi monoklonalni protilatky proti dvéma rdznym
epitopim C-peptidu.

Vzorky séra, plazmy a zfedéné modci, kontrolni vzorky a kalibratory se
inkubuji ve zkumavkach potazenych prvni monoklonaini protilatkou spole¢né
s druhou monoklonalni protilatkou znagenou '?°l. Po inkubaci se obsah
zkumavek vymyje, aby se odstranila nenavazana znacena protilatka.
Véazana aktivita '?° se poté méfi na gama-Gitadi. Koncentrace C-peptidu
ve vzorcich je pfimo umérna zméfené radioaktivité a ziska se interpolaci z
kalibraéni kfivky.

VAROVANI A OPATRENI
Obecné poznamky:

. Lahvi€ky s kalibratory a kontrolnimi vzorky nechavejte oteviené jen po
nejnutnéjsi dobu, aby nedochazelo k odparovani.

. Nemichejte substance ze souprav rGznych Sarzi.
. Pro kazdou novou sérii analyz je nutné provést novou kalibraci.
. Doporucuje se provadét stanoveni v duplikatech.
. Kazda zkumavka muze byt pouzita jen jednou.
Zakladni pravidla radiaéni bezpeénosti

Tento radioaktivni material mohou pfijimat, skladovat a pouzivat pouze
pracovisté, ktera splfiuji platné zakonné predpisy upravujici podminky
pro bezpec¢né nakladani s otevienymi radionuklidovymi zafici. PFi praci s
radioaktivnimi latkami dodrZujte nasledujici pravidla:
. V8echny radioaktivni latky musi byt skladovany v plvodnim baleni a
jen na mistech k tomu uréenych.

. PFijem a spotieba radioaktivnich latek musi byt evidovana.

. Prace s radioaktivnimi latkami musi byt provadény pouze ve
vyhrazenych prostorach.

. Pipetovani nesmi byt provadéno usty.

. V laboratofich uréenych k praci s radioaktivnimi latkami je zakazano
jist, pit, koufit, li¢it se a pod.

. Obalovy material, ktery neni kontaminovan, je mozno odlozit do
bézného odpadu pouze po odstranéni varovnych napist a znacek.

. Povrch pracovnich stolld, ktery by mohl byt kontaminovan, je tfeba
pravidelné kontrolovat. VSechno laboratorni sklo, které bylo pouzito
pro praci s radioaktivnimi latkami, musi byt fadné dekontaminovano a
proméfeno pred dal§im pouzitim.

. V pfipadé kontaminace nebo Uniku radioaktivniho materialu

postupujte podle stanovenych predpist.
. Radioaktivni odpad likvidujte v souladu s platnymi zakony a predpisy.
Azid sodny

Nekteré substance jsou konzervovany azidem sodnym. Azid sodny muze
reagovat s olovem, medi nebo mosazi za vzniku prisluSnych vybusnych
azidu. Proto likvidované reagencie splachujte velkym mnoZstvim vody.

Biologicky material lidského puvodu

Se v8emi vzorky séra a plazmy musi byt manipulovano jako s potencialné
infekénimi (hepatitis nebo AIDS). VeSkery vznikly odpad je tfeba likvidovat
podle platnych predpisu.

KLASIFIKACE NEBEZPECi PODLE GHS

Wash Solution (20X) NEBEZPECI

&
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H360 Mulze poskodit reprodukéni
schopnost nebo plod v téle
matky.

Pfed pouzitim si obstarejte
specialni instrukce.
Pouzivejte ochranné
rukavice, ochranny odév

a ochranné bryle/obli¢ejovy
Stit.

PRI expozici nebo podezfeni
na ni: Vyhledejte Iékafskou
pomoc/oSetreni.

Kyselina borita 0,1-0,3%
Boritan sodny, dekahydrat
0,1-0,3%

P201

P280

P308+P313

Bezpecnostni list je k dispozici na adrese
techdocs.beckmancoulter.com

SBER A PRIPRAVA, SKLADOVANI A REDENI
VZORKU

Vzorky plazmy a séra

. Odebirejte vzorky krve do zkumavek bez aditiv nebo s EDTA.
. Centrifugaci oddélte od bunék frakci séra nebo plazmy.

. Vzorky séra nebo plazmy mohou byt skladovany pfi 2-8 °C po dobu
24 hodin. Pfi delSim skladovani je nutno uchovavat vzorky zmrazené
(pfi <-20 °C, maximalné 2 mésice, nebo radéji pfi < -70 °C maximalné
1 rok), nejlépe v alikvotech. Je tfeba se vyvarovat opakovaného
zmrazovani vzorkd. Rozmrazovani provadéjte pfi laboratorni teploté.

Molekula lidského C-peptidu je v prostredi kapalného séra nebo
plazmy velmi nestabilni, a jiZ po nékolika dnech dochazi k jeho
degradaci, proto je nezbytné nutné dodrZzovat vyse uvedené
doporuceni.

. Pokud obsahuji vzorky vy8S8i koncentraci nez je koncentrace
nejvyssiho kalibratoru, je tfeba je zfedit Fedicim roztokem.

Soupravou IM3639C-Peptide IRMA bylo porovnano 20 dvojic vzorkd séra
a EDTA-plazmy (hodnoty sér byly od 576,1 do 3 739 pM.) Vysledky davaiji
rovnici:

[EDTA-plazma] = 0,9623[sérum] + 49,99
r =0,9960
Sbér vzorkdi moci
. Sbirejte mo¢ po 24 hodin.
. Stanovte objem.
. Vzorky moc&i musi byt pfed analyzou Zfiltrovany nebo odstfedény.

. Vzorky moci Ize skladovat pfi 2-8 °C, jestlize bude stanoveni
provedeno do 24 hodin. PFi delSim skladovani (maximalné 1 rok)
je nutno vzorky zamrazit pfi < -18 °C, nejlépe v alikvotech, aby se
predeslo opakovanému rozmrazovani a zmrazovani. Rozmrazovani
provadeéjte pfi laboratorni teploté.

. Obsah C-peptidu ve vzorcich moci je ¢asto vyssi nez je koncentrace
nejvys$siho kalibratoru. Proto se doporucuje mocové vzorky fedit
fedicim roztokem v poméru 1:21, napf. k 25 pl moci by mélo byt
pfidano 500 pl fediciho roztoku.

POSKYTNUTE MATERIALY

V8echny reagencie v soupravé jsou stabilni do data exspirace, uvedeného
na Stitku krabice, jestlize jsou skladovany pfi 2-8 °C. Data exspiraci uvedena
na S$titcich jednotlivych sloZzek se vztahuji pouze k dlouhodobému skladovani
u vyrobce pfed kompletaci souprav. Neberte na né tedy, prosim, ohled.

Skladovaci podminky pro zfedéné nebo rekonstituované reagencie jsou
uvedeny v odstavci Postup.

Zkumavky potazené monoklonalni protilatkou proti C-peptidu: 2 x 50
zkumavek; pfipraveny k pouziti.

Monoklonalni protilatka proti C-peptidu, znaéena '?l: 1 lahviéka (17 ml);
pfipravena k pouziti.

Lahvi¢ka obsahuje ke dni vyroby 640 kBq '®I znageného imunoglobulinu v
tlumivém roztoku s hovézim sérovym albuminem, azidem sodnym (<0,1 %)
a barvivem.
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C-peptid fedici roztok (C-peptide — Buffer): 1 lahvi¢ka (25 ml); pfipraven
k pouziti.

Roztok obsahuje hovézi sérovy albumin a azid sodny (<0,1 %).
Kalibratory: 6 lahvicek (lyofilizaty).

Lahvi€ky obsahuji C-peptid v tlumivém roztoku s hovézim sérovym
albuminem a azidem sodnym (<0,1 %), koncentra¢ni rozmezi po rekonstituci
je 0 do priblizné 6 400 pM. Pfesné hodnoty koncentraci jsou uvedeny na
Stitcich lahviCek. Kalibratory jsou kalibrovany na mezinarodni standard
WHO IRR C-Peptide 84/510.

Kontrolni vzorky: 2 lahvicky (lyofilizované).

Lahvi¢ky obsahuji lyofilizovany C-peptid v hovézim séru s azidem sodnym
(<0,1 %). Koncentraéni rozmezi o€ekavanych hodnot jsou uvedena v pfiloze
navodu.

Promyvaci roztok (20x): 1 lahvicka 50 mi.
Koncentrovany roztok musi byt pfed pouzitim zfedén.

VYZADOVANE, ALE NEPOSKYTNUTE
MATERIALY

Kromé obvyklého laboratorniho zafizeni je pro analyzu potfebné nasledujici
vybaveni:

. pfesna mikropipeta (50 pl; 25 pl).

. poloautomaticka pipeta (150 pl).

. vibraéni michadlo

. horizontalni nebo orbitalni tfepacka (> 280 kmitd/min),
. vyvéva

+  gama-¢&itad, nastaveny na I

VYSLEDKY

Vysledky se ziskaji interpolaci z kalibracni kfivky, kteréd slouzi pouze pro
analyzu téch vzork(, které byly inkubovany spole¢né s kalibratory.

Kalibracni krivka

Vysledky v sekci kontroly kvality jsou vypocteny za pouziti kfivky spline
s parametrem uréené radioaktivity (cpmy,-cpmyae) na svislé ose log
a koncentraci analytu kalibratori na vodorovné ose log (pM).

Jiné metody zpracovani mohou davat mirné rozdilné vysledky.

Celkova aktivita: 227 129 cpm
Kalibratory C-peptid cpm (n=3) BIT (%) CPMial. —
(pM) CPMyal0
0 0 53 0,02 -
1 32 985 0,43 932
2 103 2 935 1,29 2 882
3 375 10 863 4,78 10 810
4 1 530 42 652 18,78 42 599
5 6 100 118 237 52,06 118 184

(Priklad typického stanoveni, nepouZivejte pro vypocet.)
Vzorky

Pro kazdy vzorek vyhledejte na svislé ose hodnotu cpm nebo B/T a na
vodorovné ose odectéte odpovidajici koncentraci analytu.

Koncentrace nafedénych vzork( je tfeba opravit pouzitim faktoru rfedéni.

Hodnoty koncentraci v ng/ml ziskate vynasobenim koncentraci vyjadfenych
v pmol/L (pM) faktorem 0,003.

Mnozstvi C-peptidu vylouéeného moci za 24 hodin

Mnozstvi C-peptidu vylouc¢eného za 24 hodin se z koncentrace vzorku moci
(zfedéné 1:21) vypocte podle nasledujiciho vzorce.

C-Peptid (nmol/24hod) = namérfena koncentrace (pM) x 21 x V
1000

kde V = objem moci (v litrech) za 24 hodin

PI-IM3639-03

OCEKAVANE HODNOTY

Kazda laboratof by si méla stanovit vlastni rozmezi referenénich hodnot.
Nasledujici hodnoty byly stanoveny u zdravych jedinct a jsou zde uvedeny
pro informaci.

Séra
. Byly analyzovany vzorky sér od 156 zdravych jedincu (odebrany
nalac¢no).
Stied. hodn. Median Standardni Min—Max
odchylka
pM 519 471 255 32,6-1 458
|ng/ml 1,56 1,41 0,766 0,098-4,380

Rozmezi dané 95 %-mi percentily je 160-1100 pM (0,48-3,30 ng/ml).

. V nasledujici tabulce jsou pro priklad uvedeny priiméry koncentraci
C-peptidu u dvanacti mladych, zdravych jedinct po OGTT.

Cas (min) C-peptid (pM) Pramér C-peptid (ng/ml)
* SD Pramér * SD
0 520 + 169 1,56 + 0,507
35 2274 +1 116 6,82 + 3,348
65 3 067 + 987 9,20 + 2,961
95 3488 + 1038 10,46 + 3,114
125 3 008 + 593 9,02 + 1,779

. Byly analyzovany dva druhy mocovych vzorkl: 48 vzorkud prvni ranni
moci a 20 vzorkl po 24 hodinovém sbéru.

Stred. hodn. Standardni Ocekavany
odchylka rozsah
Prvni ranni moé 20,12 16,70 1,22 - 66,39
(nmol/l)
Mo¢ po 24 23,13 12,77 7,76 - 49,38
hodinovém sbéru
(nmol/24 hodin)

KONTROLA KVALITY

Spravna laboratorni praxe predpoklada fadné a pravidelné pouzivani
kontrolnich vzorkd, aby mohla byt zajisténa kontrola kvality stanovenych
vysledkd. Kontrolni vzorky musi byt stanoveny naprosto stejnym zpusobem
jako neznamé vzorky a k vyhodnoceni vysledkl se maji pouzit vhodné
statistické metody.

V pfipadé zavazného poskozeni obalu, nebo jestlize ziskané vysledky
nejsou ve shodé s analytickymi parametry stanoveni, kontaktujte prosim
nase odborné pracovniky. E-mail: imunochem@beckman.com

POSTUP

Priprava a skladovani reagencii
Vytemperujte vSechny reagencie na laboratorni teplotu.
Priprava kalibratort

Obsah lahvi¢ek se rozpusti v destilované vodé, jeji objem je uveden na Stitku
lahvi€ky. Po pfidani vody nechejte kalibratory volné rozpoustét 10 minut a
potom lehce bez napénéni promichejte. Rozpusténé kalibratory je mozno
skladovat jeden tyden pfi 2—-8 °C, a po rozdéleni na alikvoty zmrazené pfi <
-18 °C do data exspirace soupravy.

Priprava kontrolnich vzorku

Obsah lahvicek se rozpusti v destilované vodé, jeji objem je uveden na Stitku
lahvi¢ky. Po pfidani vody nechejte kontrolni vzorky volné rozpoustét 10 minut
a potom lehce bez napénéni promichejte. Rozpusténé kontrolni vzorky je
mozno skladovat jeden den pfi 2-8 °C, a po rozdéleni na alikvoty zmrazené
pfi < -18 °C do data exspirace soupravy.

Priprava promyvaciho roztoku

Obsah lahvicky pfidejte k 950 ml destilované vody a promichejte. Zfedény
roztok muze byt skladovan pfi 2-8 °C do data exspirace soupravy.
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Nechte reagencie pfed pipetaci vytemperovat na laboratorni teplotu.

Krok 3
Méreni
Peclivé odsajte obsah
zkumavek (s vyjimkou
zkumavek na stanoveni
celkové aktivity).
2 x promyjte 2 ml
promyvaciho roztoku
a odsajte.

Krok 1
Pipetace’
Do potazenych
zkumavek postupné
pfidejte

Krok 2
Inkubace
Inkubujte 2 hodiny
pfi 18-25 °C za
stalého tfepani (>280
kmitd/min).

50 ul kalibratoru,
kontrolniho nebo
neznamého vzorku
(sérum, plazma,
zfedéna moc) a
150 pl radioindikatoru. Méfte po dobu 1 min.
vazanou aktivitu (B) a
celkovou aktivitu (T).

Promichejte.

*Pfipravte si oddélené dvé zkumavky a napipetujte do nich 150 pl
radioindikatoru pro ur€eni celkové aktivity (T).

FUNKCNi CHARAKTERISTIKY

(podrobnosti jsou uvedeny v priloze “APPENDIX”)

Vzorova data slouzi pouze k ilustrativnim uceldm. Vysledky ziskané v
jednotlivych laboratofich se mohou lisit.

Citlivost

Analyticka citlivost: 3,79 pM (0,011 ng/ml)
Funkéni citlivost: 13,9 pM (0,042 ng/ml)
Specifita

Nebyla nalezena Zadna zkfizena reaktivita s insulinem, pankreatickym
polypeptidem, somatostatinem ani s glukagonem. Zkfizena reakce
s proinsulinem je pouze 3 % hm. (odpovida asi 10 % v molarnich
koncentracich).

Presnost
Intra-assay

Vzorky byly analyzovany 25x v jednom stanoveni. Nalezené hodnoty
variacnich koeficientl nepfesahly 3,1 % pro vzorky séra a 3,2 % pro mocové
vzorky.

PI-IM3639-03

Inter-assay

Vzorky byly stanoveny v duplikatech v 10 rGznych stanovenich. Nalezené
hodnoty variaénich koeficientll nepfesahly 5,2 % pro vzorky séra a 4,8 % pro
mocové vzorky.

Spravnost
Test fedéni

Sérové a mocoveé vzorky s vysokou koncentraci C-peptidu byly postupné
fedény fedicim roztokem. Procento recovery se pohybovalo mezi 96 % a
114 % pro vzorky séra a mezi 86 % a 105 % pro vzorky moci.

Test ,,recovery“

RdGzna mnozstvi C-peptidu byla pfidavana ke vzorkim séra a moci, vzorky
pak byly analyzovany. Procento recovery se pohybovalo mezi 83 % a 105 %
pro vzorky séra a mezi 80 % a 104 % pro vzorky moci.

Rozsah stanoveni (od analytické citlivosti do nejvy$siho kalibratoru): 3,79
do pfiblizné 6 400 pM.

OMEZENI

NedodrzZeni instrukci uvedenych v tomto navodu muize vést k nespravnym
vysledkim.  Vysledky stanoveni by mély byt interpretovany ve svétle
celkového klinického obrazu pacienta v€etné anamnézy, udaju z dalSich
testd a jinych vhodnych informaci.

Nepouzivejte hemolyzované, ikterické ani lipemické vzorky.

Tzv. ,hook efekt“ této IRMA soupravy se mize projevit, jestlize vzorek
obsahuje C-peptid v koncentraci rovné nebo vy$$i nez 50 000 pM. U vzorku
s klinickym podezfenim na velmi vysokou hladinu C-peptidu doporuc¢ujeme
fedit Fedicim roztokem. Nalezené hodnoty je pak nutné vynasobit faktorem
fedéni.

U stanoveni vyuzivajicich protilatky existuje moznost interference
heterofilnich protilatek pfitomnych v pacientském vzorku. Pacienti,
ktefi byli pravidelné ve styku se zvifaty nebo podstoupili imunoterapii
nebo diagnostické procedury vyuzivajici imunoglobuliny nebo fragmenty
imunoglobulind, mohou produkovat protilatky jako napfiklad HAMA (Human
Anti-Mouse Antibodies - lidské protilatky proti mySim proteinim), které
interferuji pfi imunologickych stanovenich.

Takové interferujici protilatky mohou vést k chybnym vysledkim. Vysledky
pacientll, u nichz existuje podezfeni na pfitomnost takovychto protilatek,
posuzujte s opatrnosti.

28 of 49



C-peptide IRMA KIT
IM3639

IN VITRO IMUNORADIOMETRICKI'E STANOVENIE
C-PEPTIDU V LUDSKOM SERE, PLAZME A MOCI
Na in vitro diagnostické pouzitie.

PRINCIP

Imunoradiometrické stanovenie C-peptidu je stanovenie typu "sandwich".
Suprava mOze byt pouZzita na stanovenie C-peptidu v sére alebo plazme a
po zriedeni aj vo vzorkach moca.

V suprave su pouzité mySacie monoklonalne protilatky proti dvom réznym
epitopom C-peptidu.

Vzorky séra, plazmy a zriedeného moca, kontrolné vzorky a kalibratory
sa inkubuju v skimavkach potiahnutych prvou monoklonalnou protilatkou
spoloéne s druhou monoklonalnou protilatkou oznagenou '?l. Po inkubacii
sa obsah skumaviek vymyje, aby sa odstranila nenaviazana oznacena
protilatka.  Viazana aktivita 'l sa potom meria na gama-meradi.
Koncentracia C-peptidu vo vzorkach je priamo Umerna nameranej
radioaktivite a ziska sa interpolaciou z kalibracnej krivky.

VYSTRAHA A OPATRENIA
Obecné poznamky:

. Frasticky s kalibratormi a kontrolnymi vzorkami nechavajte otvorené
iba na najnutnej$iu dobu, aby nedochadzalo k odparovaniu.

. NemieSajte substancie zo suprav réznych Sarzi.

. Ku kazdému radu stanoveni je treba vzdy stanovit novu kalibracnu
zavislost.

. Doporucuje sa robit’ stanovenia v duplikatoch.
. Skumavky su iba na jedno pouzitie.
Zakladné pravidla radia¢nej bezpecnosti

Této suprava obsahuje radioaktivny material, ktory mézu prijimat, skladovat
a pouzivat iba pracoviska, ktoré splfiaju platné zakonné predpisy upravujiuce
podmienky pre bezpe¢né nakladanie s otvorenymi radionuklidovymi Ziariémi.
Pri praci s radioaktivnymi latkami dodrzujte nasledujuce pravidla:

. VSetky radioaktivne latky sa musia skladovat v pévodnom baleni a iba
na miestach k tomu uréenych.

. Nesmie sa pipetovat’ ustami.
. Prijem a spotreba radioaktivnych latok musia byt evidované.

. Prace s radioaktivnymi latkami sa musia robit iba vo vyhradenych
priestoroch.

. V laboratériach uréenych na pracu s radioaktivnymi latkami je
zakazané jest, pit, fajcit, liCit sa a pod.

. Obalovy material, ktory nie je kontaminovany, mozno odlozit do
bezného odpadu az po odstraneni vystraznych napisov a znaciek.

. Povrch pracovnych stolov, ktory by mohol byt kontaminovany, treba
pravidelne kontrolovat'.

. V pripade kontaminacie alebo uUniku radioaktivneho materialu

postupujte podla stanovenych predpisov.

. Radioaktivny odpad likvidujte v sulade s platnymi zakonmi a
predpismi.

Azid sodny

Niektoré substancie su konzervované azidom sodnym. Azid sodny méze
reagovat' s olovom, medou alebo mosadzou za vzniku prislusnych vybusnych
azidov. Preto likvidované reagencie splachujte velkym mnozZstvom vody.

Biologicky material l'udského pévodu

So vSetkymi vzorkami séra a plazmy musi byt manipulované ako s
potencialne infekénymi (hepatitis, alebo AIDS). VSetok vzniknuty odpad
treba likvidovat podla platnych predpisov.

KLASIFIKACIA RIZIK PODLA GHS

Wash Solution (20X) ~ NEBEZPECENSTVO

&
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H360 MoZe poskodit plodnost
alebo nenarodené dieta.

P201 Pred pouzitim sa oboznamte
s osobitnymi pokynmi.

P280 Noste ochranné rukavice,
ochranny odev a ochranné
okuliare/ochranu tvare.

P308+P313 Po expozicii alebo podozreni

z nej: Vyhladajte lekarsku
pomoc/starostlivost.
Kyselina borita 0,1-0,3%
Dekahydrat boritanu
sodného (bérax) 0,1-0,3%

Bezpecnostny list je k dispozicii na strankach
techdocs.beckmancoulter.com

ZBER A PRIPRAVA, SKLADOVANIE A
RIEDENIE VZORIEK

Odber a skladovanie vzoriek séra a plazmy

. Odoberajte vzorky krvi do skimaviek bez aditiv alebo s EDTA.
. Centrifugaciou oddelte od buniek frakciu séra alebo plazmy.

. Vzorky séra alebo plazmy sa mézu skladovat pri 2-8°C po dobu 24
hodin. Pri dlh§om skladovani je nutné uchovavat vzorky zmrazené (pri
< -20°C, maximalné 2 mesiace, alebo pri < -70°C, maximalne 1 rok),
najlepSie v alikvétoch. Treba sa vyvarovat opakovanému zmrazovaniu
vzoriek. Rozmrazovanie robte pri laboratérnej teplote.

Molekula ludského C-peptidu je v prostredi kvapalného séra alebo
plazmy velmi nestabilnd a uz po niekolkych drioch dochadza k
Jjej degradacii. Preto je nevyhnutné dodrZiavat vy$Sie uvedené
doporucenia.

. Pokial obsahuju vzorky vysSie koncentracie ako je koncentracia
najvyssieho kalibratora, treba ich zriedit riediacim roztokom.

Supravou IM3639 C-Peptide IRMA kit bolo porovnanych 20 dvojic vzoriek
séra a EDTA-plazmy (hodnoty sér boly od 576,1 do 3739 pM). Vysledky
davaju rovnicu:

[EDTA-plazma] = 0,9623[sérum] + 49,99
r =0,9960
Zber vzoriek moca
. Zbierajte mo¢ 24 hodin. Stabilizacia nie je nutna.
. Stanovte objem.
. Vzorky mo€a sa musia pred analyzou odfiltrovat alebo odstredit.

. Vzorky mo€a mozno skladovat' pri 2-8 °C, ak sa stanovenie urobi
do 24 hodin. Pri dlhSom skladovani (maximalne 1 rok) je nutné
vzorky zmrazit' pri < -18 °C, najlepSie v alikvétoch, aby sa predislo
opakovanému rozmrazovaniu a zmrazovaniu. Rozmrazovanie robte
pri laboratérnej teplote.

. Obsah C-peptidu vo vzorkach moca je ¢asto vy$si ako je koncentracia
najvyssieho kalibratora. Preto sa doporu€uje mocové vzorky riedit
riediacim roztokom v pomere 1:21, napr. k 25 pl moc€a by sa malo
pridat 500 pl riediaceho roztoku.

POSKYTOVANY MATERIAL

Vsetky reagencie v suprave su stabilné do datumu exspiracie, uvedeného
na Stitku krabice, ak su skladované pri 2-8 °C. Datumy exspiracii uvedené
na Stitkoch jednotlivych zlozZiek sa vztahuju iba na dlhodobé skladovanie u
vyrobcu pred kompletizaciou suprav. Neberte na ne, prosim, ohlad.

Skladovacie podmienky pre Cinidla po rekonstitucii alebo riedeni su uvedené
v kapitole Postup.

Skumavky potiahnuté monoklonalnou protilatkou proti C-peptidu: 2 x
50 skumaviek; pripravené na pouzitie.

Monoklonalna protilatka proti C-peptidu, oznaéena '%I: 1 flasti¢ka (17
ml); pripravena na pouzitie.

Frasticka obsahuje ku diu vyroby 640 kBq %I oznageného imunoglobulinu v

timivom roztoku s hovadzim sérovym albuminom, azidom sodnym (<0,1 %)
a farbivom.
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C-peptid riediaci roztok (C-peptide — Buffer):
pripravena na pouzitie.

1 ffasticka (25 ml);

Roztok obsahuje hovadzi sérovy albumin a azid sodny (<0,1 %).
Kalibratory: 6 flasticiek, lyofilizaty.

Frasticky obsahuju C-peptid v tlmivom roztoku s hovadzim sérovym
albuminom a azidom sodnym (<0,1 %), koncentracny rozsah po rekonstitucii
je 0 do priblizne 6400 pM. Presné hodnoty koncentracii si uvedené na
Stitkoch flasti¢iek. Kalibratory su kalibrované na medzinarodny Standard
WHO IRR C-Peptide 84/510.

Kontrolné vzorky: 2 ffasticky; lyofilizat.

Frasticky obsahuju lyofilizovany C-peptid v hovadzom sére s azidom sodnym
(<0,1 %). Koncentra¢né rozsahy o€akavanych hodndét su uvedené v priloze
Navodu.

Premyvaci roztok: 1 flasticka (50 ml); 20x konc.
Koncentrovany roztok sa musi pred pouzitim zriedit.

POTREBNY MATERIAL, KTORY SA
NEPOSKYTUJE

Okrem obvyklého laboratérneho =zariadenia je pre analyzu potrebné
nasledujuce vybavenie:

. presna mikropipeta (50 pl; 25 pl).

. poloautomaticka pipeta (150 pl).

. vibraéné miesadlo

. horizontalna alebo orbitalna trepacka (> 280 kmitov/min),
. vyveva

+  gama-mera¢ nastaveny na '%I.

VYSLEDKY

Vysledky sa ziskaju interpolaciou z kalibracnej krivky, ktora sluzi iba pre
analyzu tych vzoriek, ktoré boli inkubované spolo¢ne s kalibratormi.

Kalibra¢na krivka

Vysledky uvedené v €asti o kontrole kvality boli vypocitané prelozenim krivky
metddou spline v grafe s hodnotami stanovenej radioaktivity (cpmya-cpmyan)
na logaritmickej vertikalnej osi a koncentraciami analytov v kalibratoroch na
logaritmickej horizontalnej osi (pM).

Iné metddy spracovania mézu davat mierne rozdielne vysledky.

Celkova aktivita: 227 129 cpm
Kalibratory C-peptid cpm (n=3) BIT (%) CPMyal, —
(pM) CPMyal0
0 0 53 0,02 -
1 32 985 0,43 932
2 103 2935 1,29 2882
3 375 10 863 4,78 10 810
4 1530 42 652 18,78 42 599
5 6100 118 237 52,06 118 184

(Priklad typického stanovenia, nepouZivajte pre vypocet.)
Vzorky

Pri kazdej vzorke vyhladajte na vertikalnej osi hodnotu cpm alebo B/T
a odcitajte prislusnu koncentraciu analytu na horizontalnej osi.

Koncentracie zriedenych vzoriek sa musia skorigovat podla faktora riedenia.

Hodnoty koncentracii v ng/ml ziskate vynasobenim koncentracii vyjadrenych
v pmol/L (pM) faktorom 0,003.

Mnozstvo C-peptidu vyliéeného mocom za 24 hodin

Mnozstvi C-peptidu vyluceného za 24 hodiin sa z koncentracie vzorky moca
(zriedenej 1:21) vypocita podla nasledujuceho vzorca.

C-Peptid (nmol/24hod) = namerana koncentracia (pM) x 21 x V
1000

kde V = objem moca (v litroch) za 24 hodin

PI-IM3639-03

OCAKAVANE HODNOTY

Kazdé laboratérium by si malo stanovit' vlastny rozsah referenénych hodnét.
Uvadzané hodnoty sa stanovili u zdravych jedincov a su iba informacné.

Séra
. Boli analyzované vzorky séra 156 zdravych jedincov (nalaéno).

Priemer Median Standardna Min-Max
odchylka
pM 519 471 255 32,6-1458
|ng/ml 1,56 1,41 0,766 0,098-4,380

Rozsah dany 95 %-mi percentilami je 160-1100 pM (0,48-3,30 ng/ml).

. V nasledujucej tabulke su ako priklad uvedené priemery koncentracii
C-peptidu u dvanastich mladych, zdravych jedincov po OGTT.

Cas (min) C-peptid (pM) Priemer C-peptid (ng/ml)
* SD Priemer * SD
0 520 + 169 1,56 + 0,507
35 2274 + 1116 6,82 + 3,348
65 3067 + 987 9,20 + 2,961
95 3488 + 1038 10,46 + 3,114
125 3008 + 593 9,02 + 1,779

. Boli analyzované dva druhy mocovych vzoriek: 48 vzoriek prvého
ranného moca a 20 vzoriek po 24 hodinovom zbere.

Priemer Standardna Oc¢akavany
odchylka rozsah
Prvy ranny moc¢ 20,12 16,70 1,22 - 66,39
(nmol/l)
Moc¢ po 24 23,13 12,77 7,76 - 49,38
hodinovom zbere
(nmol/24 hodin)

KONTROLA KVALITY

Spravna laboratérna prax predpoklada riadne a pravidelné pouzivanie
kontrolnych vzoriek, aby mohla byt zaistena kontrola kvality stanovenych
vysledkov. Kontrolné vzorky sa musia stanovovat Uplne rovnakym spésobom
ako nezname vzorky a na vyhodnotenie vysledkov sa maju pouzit vhodné
Statistické metddy.

V pripade zavazného poSkodenia obalu, alebo ak ziskané vysledky nie su
v zhode s analytickymi parametrami stanovenia, kontaktujte prosim nasich
odbornych pracovnikov. E-mail: imunochem@beckman.com

POSTUP

Priprava a skladovanie reagencii
Vytemperujte vSetky reagencie na laboratérnu teplotu.
Priprava kalibratorov

Obsah flasti¢iek sa rozpusti v destilovanej vode, ktorej objem je uvedeny
na Stitku ffasticky. Po pridani vody nechajte kalibratory volne sa rozpustat
10 mindt a potom ich lahko, bez napenenia, premieSajte. Rozpustené
kalibratory mozno skladovat' jeden tyzden pri 2-8 °C a po rozdeleni na
alikvéty zmrazené pri < -18 °C do datumu exspiracie supravy.

Priprava kontrolnych vzoriek

Obsah flastiiek sa rozpusti v destilovanej vode, jej objem je uvedeny na
Stitku flasticky. Po pridani vody nechajte kontrolné vzorky volne sa rozpustat
10 mindt a potom ich lahko, bez napenenia, premieSajte. Rozpustené
kontrolné vzorky mozno skladovat jeden deri pri 2-8 °C a po rozdeleni na
alikvoty zmrazené pri < -18 °C do datumu exspiracie supravy.

Priprava premyvacieho roztoku

Obsah flasticky pridajte k 950 ml destilovanej vody a premieSajte. Zriedeny
roztok sa mdze skladovat pri 2-8 °C do datumu exspiracie supravy.
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Nechajte reagencie pred pipetovanim vytemperovat na laboratérnu teplotu.

Krok 3
Meranie
Pozorne odsajte
obsah skumaviek (s
vynimkou skumaviek na
stanovenie celkovej
akdtivity).
2x premyte 2 ml
premyvacieho roztoku
a odsajte.

Krok 1
Pipetacia’
Do potiahnutych
skumaviek postupne
pridajte:

Krok 2
Inkubacia
Inkubuijte 2 hodiny
pri 18-25 °C za
staleho trepania (>280
kmitov/min).

50 pl kalibratora,
kontrolnej alebo
neznamej vzorky
(sérum, plazma,
zriedeny mog€) a
150 pl radioindikatora. Merajte viazanu aktivitu
(B) a celkovu aktivitu
(T) po dobu 1 min.

PremieSajte.

*Pripravte si oddelene dve skimavky a napipetujte do nich 150 pl
radioindikatora na urCenie celkovej aktivity (T).

VYKONNOSTNE CHARAKTERISTIKY

(podrobnosti st uvedené v prilohe “APPENDIX”)

Vzorové data sluzia iba k informaénym ucelom.
jednotlivych laboratoriach sa mozu lisit.

Citlivost’

Analyticka citlivost: 3,79 pM (0,011 ng/ml)
Funkéna citlivost: 13,9 pM (0,042 ng/ml)
Specifita

Vysledky ziskané v

Nebola najdena Ziadna skrizena reakcia s inzulinom, pankreatickym

polypeptidom, somatostatinom ani s glukagénom.  Skrizena reakcia
s proinzulinom je iba 3 % hm. (odpoveda asi 10 % v molarnych
koncentraciach).

Presnost’

Intra-assay

Vzorky boli analyzované 25x v jednom stanoveni. Najdené hodnoty
variaénych koeficientov nepresiahli 3,1 % pre vzorky séra a 3,2 % pre
mocové vzorky.

PI-IM3639-03

Inter-assay

Vzorky boli stanovené v duplikatoch v 10 réznych stanoveniach. Najdené
hodnoty variaénych koeficientov nepresiahli 5,2 % pre vzorky séra a 4,8 %
pre mocové vzorky.

Spravnost’
Test riedenia

Sérové a mocCové vzorky s vysokou koncentraciou C-peptidu sa postupne
riedili riediacim roztokom. Percento recovery sa pohybovalo medzi 96 % a
114 % pre vzorky séra a medzi 86 % a 105 % pre vzorky moca.

Test ,,recovery“

R6zne mnozstva C-peptidu sa pridavali k vzorkam séra a moca a potom sa
vzorky analyzovali. Percento recovery sa pohybovalo medzi 83 % a 105 %
pre vzorky séra a medzi 80 % a 104 % pre vzorky moca.

Rozsah merania (od analytickej citlivosti po najvy$si kalibrator): 3,79 do
priblizne 6400 pM.

OBMEDZENIA

Nedodrzanie inStrukcii uvedenych v tomto navode moze viest k nespravnym
vysledkom. Vysledky stanovenia by sa mali interpretovat v sulade s celkovym
klinickym obrazom pacienta vratane anamnézy, udajov z dalSich testov a
inych vhodnych informacii.

Nepouzivajte hemolyzované, ikterické ani lipemické vzorky.

Tzv. ,hook efekt“ tejto IRMA slpravy sa mOze prejavit vtedy, ak vzorka
obsahuje C-peptid v koncentracii rovnej alebo vy3Sej ako 50 000 pM.
U vzoriek s klinickym podozrenim na velmi vysokd hladinu C-peptidu
doporu€ujeme riedit' riediacim roztokom. Najdené hodnoty potom treba
vynasobit faktorom riedenia.

Pri stanoveniach vyuzivajucich protilatky existuje moznost interferencie
heterofilnych protilatok pritomnych v pacientskej vzorke. Pacienti, ktori
pravidelne prichadzali do kontaktu so zvieratami alebo uzivali imunoterapiu,
pripadne podstupili diagnostické procedury vyuzivajuce imunoglobuliny
alebo fragmenty imunoglobulinov, m6zu produkovat protilatky, napriklad
fudské protilatky proti mySim proteinom (HAMA), ktoré interferuju pri
imunologickych stanoveniach.

Také interferujuce protilatky mézu mat za nasledok chybné vysledky.
Vysledky pacientov, u ktorych existuje podozrenie na pritomnost takychto
protilatok, posudzujte s opatrnostou.
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C-peptide IRMA KIT
IM3639

INSAN SERUM, PLAZMA VE iDRARINDA Q-PEPTiD’_iN IN
VITRO TESPITI ICIN IMMUNORADIOMETRIK TESTTIR
In vitro diagnostik kullanim igindir.

PRENSIP

C-Peptid’in immunoradiometrik deneyi, sandwich tipi bir testtir. Ayni kit
C-peptid’in dogrudan serum veya plazmada veya dilisyondan sonra idrarda
Olglilmesi igin kullanilabilir.

Kitte, C-peptid molekilinin iki farkli epitoplarina karsi yonelen ancak
yarismayan fare monoklonal antikorlari kullaniimistir.

Numune ve kalibratoérler, ilk monoklonal antikor ile kaplanmis tiiplerde, iyot
125 ile isaretlenmis ikinci monoklonal antikor varliginda inkiibe edilirler.
Inkiibasyon sonrasinda, tlip sivi igerigi yikanir. Baglanmis radyoaktivite
bir gamma sayacinda olgilir. Numunelerdeki C-peptid konsantrasyonu
bir standard egrisinden interpolasyon yoluyla alinir. Numunedeki C-Peptid
konsantrasyonu, radyoaktivite ile dogru orantilidir.

UYARILAR VE ONLEMLER
Genel yorumlar:

. Kalibrator, kontrol siseleri, buharlasmayi énlemek amaciyla mimkiin
oldugunca ge¢ agiimadir.

. Farkl lotlardan kit reaktiflerini karigtirmayiniz.

. Her deney icin bir standard egrisi dahil edilmelidir.

. Testi duplike olarak ¢alismak 6nerilmektedir.

. Her tup sadece bir kez kullaniimahdir.
Radyasyon giivenligi i¢in temel kurallar

Satinalma, sahip olma, kullanma ve radyoaktif materyalin tasinmasi,
kullanilan Ulkenin ydnetmeligine tabidir. Radyasyon guvenliginin temel
kurallarina bagl kalinmasi, yeterli korumayi saglayacaktir.

. Radyoaktif materyallerin bulundugu ortamda yeme, icme, sigara igme,
kozmetik uygulamas: gibi faaliyetler gergeklestiriimemelidir.

. Radyoaktif materyallerin pipetlemesi adizla yapilmamalidir.

. Eldiven ve laboratuvar kiyafetleri giyerek, radyoaktif materyallerle
temasi onleyiniz.

. Radyoaktif malzemelerle ilgili bitlin islemler, kalabalik ortamlar ve
koridorlardan uzakta uygun bir ortamda gergeklestiriimelidir.

. Radyoaktif materyaller, bu malzemeler igin ayrilmis bir bolimde ve
kapall bir dolapta saklanmalidir.

. Radyoaktif Grlinlerin girisi ve saklanmasi ile ilgili bir kayit gtincel olarak
tutulmalidir.

. Kontaminasyona ugramis laboratuvar ekipmanlari ve tipler, farkl
radyoizotoplarin gapraz kontaminasyonunu &nlemek igin ayr
tutulmalidir.

. Her bir radyoaktif kontaminasyon veya radyoaktif malzeme kayip
vakasi, belirlenen prosedirler izlenerek ¢dzilmelidir.

. Radyoaktif atiklar, ulkenin kurallarina uyularak ele alinmali ve yok
edilmelidir.

Sodyum asit

Bazi reaktifler koruyucu olarak sodyum asit igcermektedir. Sodyum asit,
kursun, bakir veya pirin¢ ile reaksiyona girebilir ve patlayici metal asitler
olusturabilir.  Reaktiflerin, lavabo ve boru sisteminden bol su akitilarak
giderilmesi gerekmektedir.

insan kaynakli materyal

Butiin serum ve plazmalara, hepatitler ve AIDS'’i gegirebilecek gibi islem
yapilmalidir. Atiklar, Glkenin kurallarina gére yok edilmelidir.

GHS TEHLIKE SINIFLANDIRMASI

Wash Solution (20X) TEHLIKE

PI-IM3639-03

H360 Dogmamis gocukta hasara
yol agabilir veya tremeye
zarar verebilir.
Kullanmadan 6nce 6zel
talimatlari okuyun.
Koruyucu eldiven, koruyucu
kiyafet ve g6z koruyucu/yliz
koruyucu kullanin.

Maruz kalinma veya
etkilesme halinde: Tibbi
yardim/bakim alin.

Borik Asit 0,1-0,3%
Sodyum Borat Dekahidrat
0,1-0,3%

P201

P280

P308+P313

Guvenlik Bilgi Formuna techdocs.beckmancoulter.com
adresinden ulasilabilir

NUMUNE TOPLANMASI, SAKLANMASI VE
DILUSYONU

Serum ve plazma numunelerinin toplanmasi

. Kani, kuru tiiplere veya EDTA igeren tuplere aliniz.
. Serum veya plazmayi hicrelerden santrifiijle ayiriniz.

. Eger test 24 saat icinde gerceklestirilecekse, serum ve plazma
numuneleri 2-8°C’de saklanabili. Daha uzun sure saklanacaksa,
tekrar ¢6ziip dondurma islemini 6nlemek igin boéliiniiz ve dondurarak
(< -20°C, 2 ay iginde, veya < -70°C maksimum 1 yil,) saklayiniz.
Numunelerin buzu oda i1sisinda ¢ézdirulmelidir.

Insan C-peptidi, sivi serum veya plazmada nispeten stabil degildir
(Birkag glinliik sliregte indirgenme gézlenebilir). Bu sebeple saklama
kosullarina siki bir sekilde uyulmasi gerekmektedir.

. Numuneler en yiksek kalibratérden daha yiiksek degere sahipse,
dilisyon tamponu ile dilie edilmelidir.

20 numunenin serum ve EDTA-plazma degerleri (serum numuneleri 576,1
ile 3.739 pM dgerleri arasinda) IM3639 C-Peptide IRMA Kiti kullanilarak
karsilastirildi. Sonuglar asagida belirtilmistir:

[plazma] = 0,9623[serum] + 49,99;
r =0,9960
idrar numunelerinin toplanmasi
. 24-saatlik idran bir kaba toplayiniz.
. Miktarini 6lgtiniz.
. Testten 6nce santrifiij ediniz ve gerekiyorsa filtreleyiniz.

. Eger test 24 saat iginde gerceklestirilecekse, idrar numuneleri
2-8°C’de saklanabili. Daha uzun silre saklanacaksa (< -18°C,
maksimum 1 yil)’de tekrar ¢dzip dondurma iglemini dnlemek igin
bélerek dondurunuz. Numunelerin buzu oda isisinda ¢ézduriimelidir.

. Idrar numunelerindeki C-peptid genellikle en yiiksek kalibratérden
daha yilksek konsantrasyona sahiptir. Bu sebeple 1:21 dilisyon
Onerilmektedir, 6r. 25 pL idrar 500 pL dilisyon tamponu ile dilie
edilmelidir.

SAGLANAN MALZEMELER

2-8°C’de saklandiginda bdtiin reaktifler, kit etiketindeki son kullanma
tarihine kadar stabildir. Sise tzerindeki son kullanma tarihleri sadece Uretici
tarafindan igeriklerin uzun sureli saklanmalari durumunda gegerlidir.

Sulandirma veya dilisyon sonrasindaki reaktif saklama kosullari Prosedir
paragrafinda belirtilmigtir.

Anti-C-peptid monoklonal antikor kaplanmisg tiipler: 2 x 50 tiip (kullanima
hazir)

%%|.ijgsaretlenmis monoklonal anti-C-peptid antikor:

(kullanima hazir)

17 mL bir sise

Sise uretim tarihinde, bovin serum albumin, sodyum asit (<% 0,1) ve boya
iceren bir tampon igindeki '®l-isaretienmis immuno-globulinlerden, 640 kBq
igerir.

C-peptid diliisyon tamponu: 25 mL 1 sise (kullanima hazir)
Sollsyon, bovin serum albumin ve sodyum asit (<% 0,1) igerir.
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Kalibratorler: alti sige (liyofilize)

Kalibrator siseleri, bovin serum albumin ve sodyum asit (<% 0,1) tamponu
icinde O ile yaklagik 6.400 pM C-peptid igerir. Tam konsantrasyon, sise
Uzerindeki etikette belirtilmistir. Kalibratérler, WHO IRR C-Peptide 84/510
uluslararasi standardlarina gore kalibre edilmigtir.

Kontrol serumu: iki sise (toz halinde)

Sise, bovin serumunda liyofilize C-peptid igermektedir.
konsantrasyon araligi kit iginde ayrica not olarak eklenmistir.

Beklenen

Yikama soliisyonu (20x): 50 mL bir gise
Konsantre solusyon kullanmadan énce diliie edilmelidir.

GEREKLiI OLAN ANCAK SAGLANMAYAN
MALZEMELER

Standard laboratuvar ekipmanlarina ek olarak asagidaki malzemeler
gerekmektedir:
. Hassas mikropipet (50 pL; 25 pL).
. Yari-otomatik pipet (150 pyL).
. Vorteks tipi mikser.
. Horizontal veya orbital shaker (> 280 rpm).
. Aspirasyon sistemi.
« ' jyot icin gamma counter seti.
SONUGLAR
Sonuglar, standard egrisinden interpolasyon yoluyla alinir. Egri,

kalibratorlerle ayni anda Olgllen numunedeki C-peptid konsantrasyonunu
belirlemede hizmet eder.

Standard egrisi

Kalite kontrol bdélimundeki sonuglar, log dikey eksende belirlenmis
radyoaktivite (sayim/dak.-sayim/daki.) ve log yatay eksende kalibratérlerin
analit konsantrasyonu (pM) ile spline egri uydurma kullanilarak
hesaplanmistir.

Diger veri indirgeme metodlari biraz farkl sonuglar verebilir.

Total aktivite: 227.129 sayim/dak
Kalibratérler | C-peptide | sayim/dak B/T (%) |[sayim/ dakga
(pM) (n=3) - sayim/
dakK§|g

0 0 53 0,02 -

1 32 985 0,43 932

2 103 2.935 1,29 2.882

3 375 10.863 4,78 10.810

4 1.530 42.652 18,78 42.599

5 6.100 118.237 52,06 118.184

(Standard egrisi 6rnegi, hesaplamada kullanmayiniz)

Numuneler

Her 6rnek igin dikey eksende sayim/dak’i veya B/T degerini bulun ve karsilik
gelen analit konsantrasyonunu yatay eksende okuyun.

Seyreltilmis drneklerin konsantrasyonlari, seyreltme faktoruyle dizeltiimelidir.
pmol/L (pM)i ng/mL’ye dénustiirmek icin, sonuglari 0,003 ile carpiniz.
24 saatlik idrar atimi

Dilie edilmis idrarlar icin (1:21 dilisyon), 24 saatlik C-peptid atimi igin
asagidaki formdl kullaniimalidir:

C-Peptide (nmol/24h) = dlglilen konsantrasyon (pM) x 21 x V
1000

V = Litre olarak 24 saatlik idrar volima

BEKLENEN DEGERLER

Her laboratuvarin kendi referans degerlerini olusturmasini 6neririz. Asagida
verilen degerler saglikli kisilerden elde edilmistir ve sadece belirleyicidir.

Serumlar
. Saglikh bireylerden aglik sonrasi 156 serum numunesi analiz edildi.

PI-IM3639-03

Ortalama Medyan Standard Min-Max
Sapmasi
(SD)
pM 519 471 255 32,6-1.458
|ng/mL 1,56 1,41 0,766 0,098-4,380

% 95 ‘inde sinirlar 160-1100 pM (0,48-3,30 ng/mL) arasinda bulundu.

. Ornek olarak, on iki gencin C-peptid konsantrasyonu, saglikli
bireylerde asagidaki gibi bulunmustur.

Sire (dak) C-peptide (pM) C-peptide (ng/mL)
Ortalama + 1 SD Ortalama * 1 SD
0 520 + 169 1,56 + 0,507
35 2.274 £ 1.116 6,82 + 3,348
65 3.067 + 987 9,20 * 2,961
95 3.488 + 1.038 10,46 £ 3,114
125 3.008 + 593 9,02 + 1,779
idrarlar
. ilk sabah idrarindan 48 numune ve 24 saatlik idrardan 20 numune test
edildi.
Ortalama Standard sapmasi Beklenen
degerler
ilk sabah idran 20,12 16,70 1,22 - 66,39
(nmol/L)
24 saat biriktirilmis 23,13 12,77 7,76 - 49,38
idrar (nmol/24 hrs)

KALITE KONTROL

lyi laboratuvar uygulamalari, alinan sonuglarin kalitesini garanti altina
almak igin kontrol numunelerinin dizenli olarak kullaniimasini gerektirir. Bu
numuneler, aynen test numuneleri gibi kullaniimahdir ve sonuglarinin uygun
istatiksel metodlarla analiz edilmesi dnerilmektedir.

Paketteki bozulma veya alinan verilerde degisiklik oldugu durumlarda litfen
yerel distrib(tdrinizi arayiniz veya asagidaki e-mail adresini kullaniniz.
imunochem@beckman.com

PROSEDUR

Numunelerin hazirlanmasi ve saklanmasi
Reaktifleri oda isisina getiriniz.
Kalibratorlerin hazirlanmasi

Siselerin igerigi etikette belirtilen miktarda distile su ile sulandiniimahdir.
Sulandirdiktan sonra 10 dakika bekleyiniz ve kopuklendirmeden yavasca
karistiriniz.  Sulandiriimis sollsyonlari 2-8°C’de bir hafta veya < -18°C’de
daha uzun stire, kitin son kullanma tarihine kadar saklayabilirsiniz.

Kontrol serumlarinin hazirlanmasi

Siselerin igerigi etikette belirtilen miktarda distile su ile sulandiriimahdir.
Sulandirdiktan sonra 10 dakika bekleyiniz ve kopuklendirmeden yavasga
karistiriniz.  Sulandiriimis sollsyonlari 2-8°C’de bir hafta veya < -18°C’de
daha uzun stire, kitin son kullanma tarihine kadar saklayabilirsiniz.

Yikama soliisyonunun hazirlanmasi

Sise iceridini 950 mL distile su icine bosaltiniz ve homojenize ediniz. Dilte
edilmis sollisyon, 2-8°C’de etiket Uzerindeki son kullanma tarihine kadar
stabildir.

Pipetlemeden 6nce bitln reaktifleri oda i1sisina getiriniz.

Asama 1
Eklemeler’
Kaplanmis tlplere,
dikkatlice ekleyiniz:

Asama 2
Inkiibasyon
2 saat 18-25°C’de
shakerda (> 280 rpm)
inklibe ediniz.

Asama 3
Sayim
Tup icerigini dikkatli bir
sekilde aspire ediniz
(2 «total sayim/dak»
tupl diginda).
iki kez 2 mL yikama
solusyonu lie yikayiniz.

50 pL kalibratér, kontrol
veya numune (serum,
plazma, dilue edilmis

idrar) ve
150 pL tracer. Aktiviteyi (sayim/dak)
1 dakika sayiniz.

Karistiriniz.

*Total sayim/dak’yi elde etmek igin 2 ek tlipe 150 L tracer ekleyiniz.
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PERFORMANS OZELLIKLERI

(daha fazla bilgi icin ekteki “APPENDIX-EK” veri formuna bakiniz)

Temsili veriler yalnizca drnek olarak verilmistir. Her bir laboratuarda elde

edilen performans farkhlk gosterebilir.
Duyarlilik

Analitik duyarlilik: 3,79 pM (0,011 ng/mL)
Fonksiyonel duyarlilik: 13,9 pM (0,042 ng/mL)
Ozgiilliik

Insulin, pankreatik polipebtid, somatostatin veya glucagona kars! g¢apraz
reaksiyon tespit edilmemistir. Proinsulin ile gapraz reaksiyon sadece % 3'tur
(a/a molar bazda % 10’a esittir).

Kesinlik
Deney-igi

Numuneler, ayni seride 25 replikede tekrarlandi. Degisim katsayisi serumda
% 3,1’e ve idrarda % 3,2’ye esit veya altinda bulundu.

Testler arasi

Numuneler 10 farkli seride duplike olarak test edildi. Degisim katsayisi
serumda % 5,2’ye ve idrarda % 4,8’e esit veya altinda bulundu.

Dogruluk
Diliisyon testi

Yilksek konsantrasyonlu serum ve idrar numuneleri dilisyon tamponu ile seri
olarak diltie edildi. Alinan diizeltme orani serumda % 96 ve 114, idrarda %
86 ve 105 arasinda idi.

PI-IM3639-03

Diizeltme testi

DusUlk konsantrasyonlu serum ve idrar numuneleri, bilinen miktarda C-peptid
ile karistinldi.  Alinan dlzeltme orani serumda % 83 ve % 105, idrar
numunelerinde % 80 ve 104 arasinda idi.

Olgiim arah@ (analitik duyarliliktan en yiiksek kalibratére kadar): 3,79 ile
yaklasik 6.400 pM.

SINIRLAMALAR

Bu kullanim kilavuzuna uyulmamasi, sonuglari belirgin olarak etkileyebilir.
Sonuglar, klinik hikaye, ek testlerden alinan veriler ve diger bilgilerin de
yeraldidi hastanin toplam klinik durumu 15181 altinda degerlendirilmelidir.

Cok hemolizli, sararmis ve lipemik numuneleri kullanmayiniz.

Bu IRMA kitinde 50.000 pM ve (izerindeki C-peptid konsantrasyonlarinda
“hook etkisi” gorulebilir. Yuksek konsantrasyona sahip oldugundan klinik
olarak suphelenilen numuneler, dilisyon tamponu ile diliie edilerek tekrar test
edilmelidir. Alinan degerler dilisyon faktori ile duzeltilmelidir.

Antikor iceren testlerde, hasta serumu igindeki heterofil antikorlar tarafindan
interferans olasiligi bulunmaktadir. Hayvanlarla surekli etkilesimde bulunan
hastalar veya immunoterapi géren veya 6r. HAMA gibi immunoassay ile
etkilesim gdsteren immunoglobulinler veya immunoglobulin fragmanlarinin
kullanildigi tedavi géren hastalarda antikor olusturabilir.

Bu antikorlara
dikkatle

Etkilesime giren bu tur antikorlar hatali sonuclar Uretebilir.
sahip oldugundan suphe duyulan hastalarin sonuglarini
degerlendirin.
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C-peptide IRMA KIT
IM3639

HABOP ONnA MMMYHOPAOVUOMETPUYECKOIO IN
VITRO ONPEQEJNEHUA B CbIBOPOTKE, NNA3ME U
MOYE 4YEJIOBEKA

Ona guarHocTukm in vitro.

nPUHLUUN

MMmyHopaguomeTpuyeckoe — onpegeneHue C-nentvaa  OTHOCWTCH K
aHanu3am Tuna «CaHABKUYY. C NOMOLLbI0 AaHHOMO Habopa MOXHO NPOBOAUTL
npsmMoe onpeneneHne C-nentuga B o6pasuax CbIBOPOTKM, Mnasmbl U
pa3sBefeHHbIX Npo6ax Mouu.

B Ha6ope ncnonb3yeTca ABa BMAaa MbILUMHBIX MOHOKMNOHAsbHbIX aHTUTEN K
pa3nnyHbiM anuTonam C-nentuga.

Nccnegyemble  o6pasubl,  KOHTPOMbHblE W KanMbpoBOYHble  MPOObI
MHKYOGUPYIOT B Npobupkax, MOKPbITEIX OOHWM BWMOOM MOHOKMOHAaNbHbIX
aHTWTen, COBMECTHO C PacTBOPOM [ApYrMX MOHOKIIOHAsbHbIX aHTuTen,
MeueHHbIX 1. Tlocrie OKOHYaHMA WHKYGaLUMM  yoanawoT  Kuokoe
cofepXvmoe, NpPOMbIBAIOT NPOOVPKM M M3MEPSAIOT CBA3AHHYH0 aKTUBHOCTb
25|, KoHueHTpaumio C-nentuga, npsiMO MpOMopLMOHAsbHYO CBS3aHHOM
aKTUBHOCTKW, OnpeaensioT MeTOAOM MHTepnonauuM no KanmbpoBOYHON
KPUBOWA.

NPEAYNPEXAEHUA U MEPbI
NPEAOCTOPOXHOCTHU

O6Lwwue 3amMeyvaHunn:

M dnakoHbl ¢ KaJ'IVI6pOBOLIHI:IMVI N KOHTPOJIbHbIMU npo6aM|/| cnenyet
gepxaTtb OTKPbITbIMWU B TeYeHWe MUHUMalIibHOro npomMeXxyTKa
BpeMeHn ana npegorepalleHna ncnapeHusa XXUakocTu.

*  He cmewwmBaTh peareHTbl M3 HAGOPOB PasHbIX CepU.

. AHanun3 kKanMbpoBOYHbIX U Uccnegyembix NPod AOMmMKEH NPOBOANTLCS
OHOBPEMEHHO.

*  Ananus pekomeHAyeTcs NpoBoauTb B AybnukaTax.
. Mpobupky TONbKO AN 0QHOPA30BOro NPUMEHEHNS.
OcHOBHbIe NpaBuna paguauMoHHOW 6e3onacHocTU

MonyyeHue, ncnonb3oBaHne U TPaAHCNOPTUPOBKa  pagnOaKTUBHbIX
MartepuanoB OOJKHbI NPOUCXOONUTb B COOTBETCTBUMN C NMPUHATBIMAU B OaHHOMN
CcTpaHe HopMamu pagnaumMoHHON 6esonacHocTu 1 CaHUTapHbIMK NpaBunamun
pa6OTbI C paguoaKkTMBHbIMU BeLLleCTBaMu.

. B naGopaTopusix 3anpeliaercs
nosb30BaTbCA KOCMETUKOWN.

NpUHUMaATb

nuuly,  KypuTb,

*  He nuneTtupoBaTb pacTBOPbI PaANOaKTUBHbIX BELLECTB PTOM.

« [na orpaHu4eHWs KOHTaKTa C paAMOaKTUBHLIMK MaTepuanamu
peKoMeHAyeTCs UCMOoNb3oBaTh Pa3oBble NepyaTku U nabopaTopHyto
cneuoaexay.

+ Bce MaHunynsuuMmM C pagvoakTVMBHbIMK  BeLlecTBaMu criedyeT

npoBoanTb B cneunanbHO O60py,D,OBaHHbIX Ana 3Toro nomMeLleHuax,
yAaneHHbIX OT MeCT NOCTOAHHOIo I'Ipe6bIBaHVI$I nogen.

. PagnoakTtvBHble BeluecTBa cnegyet XpaHuTb C UCNONb30BaHMEM
KOHTENHEPOB B creumanbHO OTBEAEHHbIX Afs 9TOro MecTax.

*  Heofxogumo  perucrtpuposatb
pafavoaKTUBHBLIX MaTepuarnos.

noctynneHne n pacxon

. J'Ia6opaTopHoe oGopy,u,oaaHme M nocyny cnenyer XpaHutb OoTAenNbHO,
4YTOObI npenoTepaTUTb NX 3arpsasHeHne paguoakTMBHbLIMU N30TONAMN.

*  IMoboit cnyyain pagvoakTUBHOIO 3arpsisHEHWUS WU UCYE3HOBEHWS
pagvoakTUBHOTO  MaTepuana [JOMKeH  paccMmaTpuBatbCsl B
COOTBETCTBUW C 3aKOHOAATENbCTBOM.

. YTunusauma pagunoakTUBHbIX OTXOAOB AOMKHA OCYyLLeCTBNATLCA B
COOTBETCTBMN C 3aKOHOOATENIbCTBOM.

A3upa HaTpusa

HeKOTOpre KOMMNOHEHTbI Ha60pa coaepxaTt as3ng Hatpua B KadecTtBe
KOHCepBaHTa. BCTynaﬂ B peakuuto CO CBUHLUOM, MeOblo U NaTyHblo, a3ng
HaTpuAa 06pa3yeT B3pbliBOOMAaCHbIE a3uabl MeTansnos. OTpa6OTaHHbIe
peareHTbl cneayet paS6aBJ‘IF|Tb OONbLWMM KONUYECTBOM BOD,OI'IpOBO,D,HOVI
BOAbIl, NOCNe 4Yero nx MOXXHO CnnBaTb B KaHann3auuto.

PI-IM3639-03

MaTtepuan 4yenoBe4eckoro NPOUCXOXAEHUA

C wuccnegyembiMy obpasuaMu CbIBOPOTKM WMW Mnas3Mbl KPOBU criegyeT
obpalatbes kak ¢ NOTeHUManbHO MHEKLNOHHBIM MaTepuarioM, MOryLum
cogepxatb Bupycbl CIMWO n renatuta. YTunusaumsi OTX0O0B AOMKHA
OCYLLECTBMATLCA B COOTBETCTBUM C 3aKOHOAATENbCTBOM.

KNACCU®UKALIUA ONMACHOCTEWU NO
CUCTEME GHS

Wash Solution (20X) OMNACHO!

H360 MoxeT npuBecTtn

K HapyLleHuio
pPenpoayKTUBHON OYHKLUM
UNW HaHecCTu Bpesd pebeHKy
B yTpobe matepu.

Mepen ncnonb3oBaHneM
nony4unTb creumarnbHble
MNHCTPYKLMN.

HapesaTtb 3awuTHbIE
nepyaTku, 3aLiMTHYO
odexnay, CpeacTsa 3aluThbl
OpraHoB 3peHusa/nuua.

MPWN Bo3gencTBum

UV NOAO03PEHUN Ha
Bo3gelicTBMe: obpaTUTLCs
3a MeAMLMHCKOW NMOMOLLbHO.
BopHas kucnota 0,1-0,3%
HaTtpusi 6opar, gekarngpat
0,1-0,3%

P201

P280

P308+P313

MacnopT 6e3onacHOCTM AOCTYMNEH Ha cante
techdocs.beckmancoulter.com

NONYYEHUE, OBPABOTKA, XPAHEHUE U
PA3BEAEHUE OBPA3LIOB

I'Ionyquue 06pa3uoe nna3Mbl U CbIBOPOTKU KPOBU

. CobpaTb KpOBb B YMCTbIE Cyxue Npobupku, unu npobupkm ¢ SOTA.

. Otpenutb CbIBOPOTKY/Nnasmy oT
LieHTpUdyrnpoBaHnem.

KNeToK KpoBu

. O6pasLpbl CbIBOPOTKM U NNa3Mbl MOXHO XpaHuTb npu 2-8°C B TeueHne
24 vacos. [na 6onee AMUTENbLHOrO XpaHEHUs WX HEOOXOAMMO
pas3fgenuTb Ha anuKBOTbI U 3amMOpo3nTb Npu Temnepartype < -20°C,
0o 2 mecsiues, unm npu < -70°C go 1 roga. WMsberaTb NOBTOPHOrO
3aMopaxnBaHusA-oTTanBaHMA npob. AHanuampyemble 0o6pasubl
cnepyeT pasmopaxusaTb NPU KOMHaTHOW TemnepaTtype

C-nenmud yenoseka 8 cocmase CbIBOPOMKU UMU M1asMbl Kposu
sen19emesi 0ocmamoyYHo 1abunibHOU  Mornekynol  (3HadumeribHasi
cmeneHb e2o Oeepadayuu Habrnwdaemcsi yxe 4yepe3 HECKOIbKO
OHell). [Moamomy Heobxodumo cmpoeo cobnrodams pekomeHAayuu
10 XpaHeHUro aHanu3upyembix 06pa3yos.

. Ecnun koHueHTpauusa C-nentuaa B nccriegyemom obpasue BbiIXxoauT
3a npepgernbl kKannMbpoBOYHONM KPMBOM, ero Heobxoaumo pas3baBuTb
cneuuanbHbiM 6ycdepom 1 NPoBECTH aHaNM3 NOBTOPHO.

Wcnonb3ys Habop IM3639 C-Peptide IRMA cpaBHWnu pesynbraThbl
nccnenoBaHuin cbiBopoTkn 1 nnasmel ¢ SATA B 20 obpasuax (avanasoH
3HayeHuih B cbiBopoTke oT 576,1 go 3 739 nmonb/n). Bbinu nonyyeHsl
pesynbrarbl:

[nnasma c 3OTA] = 0,9623[cbiBOpoTKa] + 49,99 ;
r =0.9960
Mony4yeHune n o6paboTka 06pa3LOB MOUMN

. CobpaTb CyTOYHYHO MOMY.

. N3mepuTb ee obbem.

«  [epen npoBeaeHMeM aHanusa Mouy criedyeT OTLEHTpUdYrMpoBaTth
Unu NpoUILTPOBATL.

. O6pasLbl MOYM MOXKHO XpaHuUTb Npu 2-8°C B TeueHne 24 yacos. [ns
Gonee ANUTENbHOTO XpaHeHUst UX CrieayeT pasgenuTb Ha anukeoTbl
1 3amopo3uTb npu Temnepatype < -18°C, go 1 roga. Wa3beraTtb
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MOBTOPHOMO 3aMOpaXmBaHWs U OTTanBaHus Npob. AHanuaupyemble
obpasLpl criegyeT pasmMopaxueaTb NPy KOMHATHOW TeMnepaType.

. Tak kak KoHueHTpauus C-nentmaga B nMpobax MOYM YacTo BbIXOAUT
3a npegenbl KannMbpoBOYHON KPUBOM, NX PEKOMEHAYETCA Pa3BOAUTb
cneuuanbHbliM 6ydepom B cooTHoweHun 1:21, Hanpumep, cMmeluaTtb
25 mkn moum u 500 mkn Bydepa ansi passegeHus.

NPEAOCTABJIAEMbIE MATEPUATbI

Bce peareHTbl cTtabunbHbl npyu 2-8°C [0 OKOHYaHMSA CpoKa TFOQHOCTU
Habopa, ykasaHHOro Ha 9TukeTke.  CpoKM rogHOCTW, YKasaHHble Ha
3TUKETKaxX (PrakoOHOB C peareHTamu, OTHOCHATCH TOMbKO K MX XPaHEHWIo B
NPON3BOACTBEHHbIX YCIOBUAX BNIOTb 40 MOMEHTa KOMMeKTauum Habopa un
He pacnpoCTPaHSAIOTCA HANoNy4YeHHY0 3aKa34mKoM MPOAyKLUMIO.

YcnoBus XxpaHeHUs KOMMOHEHTOB Habopa nocne WX pacTBOPEHUs unun
pasbaBneHusi ykasaHbl B pasgene «[lpouegypa».

Mpo6upkn, NOKPbLITbIE MOHOKIOHANBbHbLIMW aHTUTEeNnamm Kk C-nentuay: 2
x 50 wT. (rOTOBbI K UCMNOMb30BaHWIO).

MeTka, pacTBOP MOHOKIOHANbLHLIX aHTUTen K C-nentuay, Me4YeHHbIX
125 oguH cbnakoH, 17 mMn (roToBa K UCMOMNL30BAHUIO).

Ha paTy msrotoenexna dnakoH cogepxut 640 kBk 2°l-ummyHornobynuHos
B BGydepe ¢ GblubMM ChIBOPOTOYHLIM arbGyMUHOM, KpacuTernem u asvaom
HaTpus (< 0,1%).

Bydep ans pa3segeHus obpasuoB (C-peptide — Buffer): oauH donakoH,
25 mMn (roToB K MCNOMNb30BaHMIO).

BydepHbIn pacTBOop CoAepXUT ObluniA CbIBOPOTOYHLIA anbbyMuH u asug
HaTpus (< 0,1%).

Kanu6poBo4Hble Npo6bl: 6 donakoHOB (NModunmM3oBaHHbIE Npenaparbl)
KannbpoBouHble npobbl cogepxat C-nentug B Avana3oHe KOHUeHTpauumn
oT 0 go npmnbnuautensHo 6400 nvonb/n B 6ydepe ¢ BGbl4bMM ChIBOPOTOYHBLIM
anbbyMumHoM 1 a3ngom Hatpus (< 0,1%). TouHble koHUeHTpauun C-nenTtuaa,

kanubpoBaHHble no MmexgyHapogHomy ctaHgapty WHO IRR C-Peptide
84/510, yka3aHbl Ha 3TMKeTKax driakoHOB.

KoHTponbHas cbiBopoTKa: 2 chnakoHa (nmodununsoBaHHble npenaparbl)

dnakoHbl copgepkaT NMMoUIU30BaHHY0 OblUbl0 CbIBOPOTKY C W3BECTHbIM
konuyecTBom C-nentuaa n asngom Hatpusi (< 0,1%). Oxunagaembin guanasoH
KOHLIEHTpauui yka3aH Ha oTAenbHOM NUCTKe-BKNaablLue.

MpombiBOYHbLIN pacTBOp (20x): 1 bnakoH, 50 mn.

KOHLEeHTpMpOBaHHbIi 6bITb

ncnonb3oBaHNEM.

HEOBXOAUMBIE, HO HE
NMPEAOCTABNAEMbBIE MATEPUAITbI

Mommmo cTaHpapTHoro natopaTtopHoro oGopyaoBaHUs HEOBXOANMO UMETb
cneaywolee:

pacTeop OOJIKeH passeneH nepen

. mukponunetkn (50 mkn; 25 mkn)

. nonyasTomMaTtuyeckas nunetka (150 mkn)
. BUXPEBOW cMmecuTenb Tuna Vortex

unm

. rOpU30HTarnbHbIN 280

ocu./MUH.);

opbuTanbHbIn  BCTpsxuBatenb (>

. BOOOCTPYWMHbIA Hacoc

. raMmma-CHeTHMK [Ms USMEPEHNst akTMBHOCTM 129,

PE3YJIbTATbI

PesynbraThl paccuMTbiBalOT METOLOM MHTEpnonauum no KanmbpoBo4HOM
KPVBOW, NOSy4EHHON OQHOBPEMEHHO C aHanNN3oM HeM3BEeCTHbIX 06pa3LIoB.

KanunbpoBo4yHas kpuBas

Pesynbtatel B OTAENeHUM  KOHTPOMS  KadecTBa  paccyuTaHbl  C
ucrnonb3oBaHnem nogbopa  KpuBOW  «cruialiH»  C  YCTaHOBMEHHOM
PagVoOaKTUBHOCTLIO  (UMIM/MUH—UMI/MUHz)  NO  NorapudMmnyeckom
BEpTUKaNbHOW OCW W KOHLUEHTpauuen aHanuta kanubpatopoB Mo

JIOTUCTUYECKOIN FOpPU30HTanbHoW ocu (MM).

Opyrne wmetoapl
pesynbrarbl.

obcyeta MOryT [OaBaTb HECKOJIbKO oTnn4yarowmecs

PI-IM3639-03

o6wmn cyer: 227129 UmMn./MuH.
Kanu6parops! C-nenTtug Umn./MuH. BIT (%) MMN/MWH
(nmonb/n) (n=3) —AMN/MMHca10
0 0 53 0,02 -
1 32 985 0,43 932
2 103 2 935 1,29 2 882
3 375 10 863 4,78 10 810
4 1 530 42 652 18,78 42 599
5 6 100 118 237 52,06 118 184

(Mpumep munu4yHol Kanubposo4yHoU Kpusol. He ucronb3oeame 0ns
obcuyema pesyrnbmamos.)

O6pasubl

[Ons kaxpow npobbl onpegenuTe 3Hayenve umn/mMyuH unu B/T  no
BEPTUKaNbHOW OCY U y3HaWTE COOTBETCTBYIOLLYK KOHLEHTpaUMI0 aHanuta
Mo ropu3oHTanbHOM ocu.

3HayeHWs KOHLEHTpaUuM pasBedeHHbIX Npob crieqyeT KOppekTMpoBaTh Ha
KO3 pMLMEHT pasBeaeHus.

Ons nepesBoda KOHLUEHTpauWiA M3 NMOMb/M B HI/MI HYXXHO YMHOXWTb
nonyYeHHbIi pesynerart Ha 0.003.

O6pasubl MouKn

Pacyet KoHueHTpauuii C-nenTuaa B pasBefeHHbIX obpasuax Moun
(1:21) cyTtouHyto akckpeumto C-nentuga ¢ mo4voi (HMomb/244aca) MOXHO
paccunTaTth no opmyne:

C-nentug (HMonb/244aca) = n3MepeHHasi KOHLUEHTpaumsl

(nmonb/n) x 21 x V
1000

rae V = 06bem CyTOYHOM MOYM B NUTPAX.

OXWOAEMbIE 3HAYEHUA

B kaxpgoi nabopatopun pekomMeHayeTcst YCTaHOBUTb COBCTBEHHbIE YPOBHM
TECTOCTEpPOHa, COOTBETCTBYHOLUME HOpManbHbIM.  [MpuBedeHHblE HUxXe
3HaYeHUs SBMNSIOTCA BCEro NMULLb OPUEHTUPOBOYHLIMM:

CbIBOpOTKa U nnasma KpoBu

. Pesynbtathl aHanuaa o06pa3sLoB CbIBOPOTKM KPOBM, MOMYyYEHHbIX
HaTowak y 156 300poBbIx Ntogen, npuBeaeHsl B Tabnuue.

CpeaHee CpegHsas | CranpaptHoe | MuHumym-

oTKnoHeHue | Makcumym

nMons/n 519 471 255 32,6-1 458
Hr/mn 1,56 1,41 0,766 0,098-4,380

MorpaHnyHble KoHueHTpauun ans 95% nonynsauum coctasunm 160-1100
nmonb/n (0,48-3,3 Hr/mn).

. B Tabnuue B ka4ecTse npumepa npuBeaeHa CpeaHsas KOHLeHTpaums
C-nenTuga y ABeHaguat MoMoablX 30OPOBLIX JOAEN B X04e TecTa
Ha TONEepPaHTHOCTb K TIoKO3e.

Bpems (MuH.) CpepHss CpeaHsas
KOHLIeHTpaLuus KOHLIeHTpauus
C-nentupa (nmonb/n) | C-nentupa (Hr/mn)
* S.D. * S.D.

0 520 + 169 1,56 £ 0,507

35 2274 £1 116 6,82 + 3,348

65 3 067 + 987 9,20 * 2,961

95 3488 + 1038 10,46 + 3,114

125 3 008 + 593 9,02 + 1,779

JKcKkpeumsi ¢ Mo4on:

. B tabnuue npuBegeHbl pesynsratbl aHanu3a 48 obpasuoB nepseown
nopuum yTpeHHen mouun, a Takke 20 npob CyTOYHON MOYN.

CpeaHee CtaHp. oTkn. Ownana3oH
3Ha4YeHun
MepBas nopuus 20,12 16,70 1,22 - 66,39
YTPEeHHel Mouu
(HMonb/n)
CyTo4yHas moua 23,13 12,77 7,76 - 49,38
(HMonb/24 yaca)
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KOHTPOJIb KAHECTBA

B cootBetcTBUM C TpeboBaHusmu Good laboratory practices ans KoHTpons
KayecTBa MPOBOAMMBIX WUCCIedOBaHWA criedyeT perynsipHo MCronb3oBaTb
KOHTpOnbHble 06pasubl, KOTOpble [AOMKHbI MPOXOAUTL Te Xe cTaguu
aHanuaa, 4To 1 aHanuaupyemble nNpobbl. PeaynbraTebl KOHTPONs kayecTsa
pekoMeHayeTcs obpabaTbiBaTh C MOMOLLBIO CrieumarnbHbIX CTaTUCTUYECKNX
MeTOOB.

B cnyyae cepbesHOro MOBPeXAEHWS YMakoBKW, UMM B Crnyyae
HecooTBETCTBUSI Nomny4YeHHbIX pesynsTaToB aHanuTU4YecKnm
XapakTepuctukam obpaTtuTechb, MoXxanyicTa, K Halwum crneuyuanvcram.

E-mail: imunochem@beckman.com unu beckman.ru@beckman.com

NMPOLIEQYPA

MoaroTroBka U XpaHeHWe peareHToB
[oBecTu BCce peareHTbl 4O KOMHATHOM TeMnepaTtypbl.
PacTBopeHMne KanmbpoBO4HbLIX NPo6

PactBopuTb nunodunmnsoBaHHble npenapatbl B yKa3aHHOM Ha 3TUKETKe
obbeme ancTunnnpoBaHHoOM Boabl. Yepes 10 MUHYT akkypaTHO nepemMeluaTb
cogepxvmoe ¢nakoHos, n3beras obpa3oBaHWs neHbl. [oarotoBneHHbIe
K paboTe pacTBOpbl MOXHO XpaHuUTb B TeyeHne 1 Hegenu npu 2-8°C, nmu
pasaeneHHbIMM Ha anukeoTbl Npu < -18°C A0 OKOHYAHWSA Cpoka rofHOCTM
Habopa.

PacTBOpeHMe KOHTPOJIbHbIX CbIBOPOTOK

PactBopuTb nunodunmnsoBaHHble npenapatbl B yKa3aHHOM Ha 3TUKETKe
obbeme AMcTUNNMpoBaHHOV Boael. Yepes 10 MUHYT akkypaTHO nepemMeluaTtb
cogepxxvmoe ¢nakoHoB, n3beras obpa3oBaHWs neHbl. [oAroToBneHHbIe
K paboTe KOHTPOIbHbIE CbIBOPOTKU MOXHO XpaHWUTb B TedeHue 1 OHS npu
2-8°C unu pasgeneHHbIMU Ha anukeoTbl Npu < -18°C 0O OKOHYaHUSA cpoka
rogHocTn Habopa.

MoarotoBka NPOMBLIBOYHOIO pacTBopa

TwartenbHO cMmelwaTb cogepxmmoe dnakoHa € KoHueHTpatom u 950 mn
OUCTUNNUPOBaHHOW BoAbl.  [OArOoTOBMEHHBIN K paboTe MNPOMbIBOYHbLIN
pacTBOP MOXHO XpaHuTb Npu 2-8°C [0 OKOHYaHMWs1 cpoka rogHocTu Habopa.

Mepen ncnonb3oBaHWEM AOBECTM peareHTbl 4O KOMHATHOWM TemnepaTypsbl.

Cragusa 1 Crtagusa 2 Cragusa 3
BHeceHue X WHky6aums N3mepeHune
KOMMOHEHTOB pe3ynsraToB

B nokpbiTble
aHTUTEnammn Npobmpkm

WHky6unpoBaTb npobbl
2 vaca npu 18-25°C

TwaTenbHO yganutb
coaepxumoe BCeX

nocnefosatensHO N NOCTOSIHHOM npobupok (kpome

BHECTU: BCTpsixvBaHuu. (>280 npo6 «T»).

ocL./MUH.).

50 mkn MpombITb NpoBUpKK
KanmbpoBOYHbIX, 2 pasa no 2 mn
KOHTPOIbHBIX 1 NPOMbIBOYHOTO

aHanmamn-pyembix npob pacTtBsopa.

(cbiBopOTKa, Nnasma,
pasBefeHHas Mo4a) u
150 mMkn meTku. M3mepuTb CcBSA3aHHYO
(B) v obuwyto (T)
akTuBHOCTb 125|
(MMN./MWH.) B TeYeHne
1 MUHYTBI.

[Nepemewars.

*Ansa onpegenenusa obuen aktneHoctn 1251 (Mmn./muH.) B ABeE
AononHuTenbHble NPobupkn BHecTn no 150 Mkn pacTBopa MeTKM.

TEXHNYECKUE XAPAKTEPUCTUKU

(6os1ee nodpobHasi uHghopmayusi npueedeHa e pasdesnie “APPENDIX”)

Pel'lpeSeHTaTI/lBHble AaHHble npeanocTtaBneHbl UCKNKYNTENbHO  OAnda
nosicHeHun. lNokasatenu, nony4eHHble B KOHerTHOVI na6opaTopMM, MoryT
oTnn4yaTbCcA.

PI-IM3639-03

YyBCTBUTENBLHOCTb

AHanuTtuyeckas yyBcTBUTENbHoCcTb: 3,79 nmonb/n (0,011 Hr/mn)
DyHKUMOHanbHas YyBcTBUTENbHOCTL: 13,9 Nnmonb/n (0,042 Hr/mn)
CneuunduyHoCTb

AHTWTENna, ucnonb3yemble B AaHHOM Habope, He MMET MepeKkpecTHOW
peakumm C MHCYNMHOM, NaHKpeaTUYeCckum NonunenTnaoM, COMaToCTaTMHOM
1 rniokaroHoM. NepekpecTHas peakuusi C NPOMHCYNUHOM COCTaBMsIET BCEro
nwb 3% (no Becy, 4To cooTBeTCcTBYET 10% MO MOMAPHOMY COOTHOLLEHWIO).

BocnpoussoanmocTb
BHyTpu aHanusa

AHanus obpasuoB npoBoaunu B 25 pennukartax B npegenax ogHou cepum
onpenenexuii. KoadduumeHT Bapnauum namepeHHbix ypoBHen C-nentuga
B CbIBOPOTKE KpoBM He npesbiwan 3,1%, a B npobax moun — 3,2%.

Mexay aHanusamu

AHanu3 obpasuoB B AybnukaTtax nposoaunu B 10 pasnuuHbix cepusix
onpepenexuin. KoadduumeHT Bapnauum namepeHHbix ypoHen C-nentuga
B CbIBOPOTKE KPOBM He npesbiwan 5,2%, a B npobax moun — 4,8%.

To4HOCTb
TecT Ha pa3BeaeHue

O6pa3sLbl CbIBOPOTKM KPOBW M MOYM C BbICOKOW KOHLEeHTpaumen C-nentuga
pasBogunu cneumanbHbiM Oydepom ana passegeHuss npob.  [MpoueHT
«OTKpbITUSA» cocTaBun 96 - 114% ans o6pasuoB CbIBOPOTKM KpoBU U 86 -
105% onsa npo6 moun.

TecT Ha OTKpbITUE CTaHAAPTHOM AO06aBKM

MN3BecTHble konuyecTBa C-nentnga fobaensnu k obpasuam CbiIBOPOTKM
KpOBM M Mouu. WM3mepeHHas BenunuMHa «OTKPbITUS» cocTaBnsna ot 83 -
105% ans obpasuoB ceiBopoTkM kpoBu 1 80 - 104% Ans npo6 mouwn.

Ounana3oH onpepgeneHWn (OT aHanNUTUYECKOW YyBCTBUTENBHOCTUM A0
3Ha4YeHUs1 HamBbICLLEN KanubpoBoYHOW Npobkl): 3,79 oo nNpubnuanTensHo
6400 nmonb/n.

OrPAHUYEHUSA

HapyLueHne MeToaMK1 NpoBeAeHNs aHann3a MOXET NPUBECTM K UCKAXEHUIO
pesynbTaTtoB uccrnefoBaHus.  PesynbraTtbl onpedeneHus [OMkHbl ObiTb
MHTEpPNpeTNpoBaHbl B CBeTe OOLEeN KNMHUYECKOW KapTUHbI NauueHTa,
BKMIOYasi aHamHe3, [aHHble APYrMx TecToB W NOAXOAALLYl  WHYIO
MHOopMaLuio

He wcnonb3yiiTe reMonuavpoBaHHble, XENTYLHbIE WU NUMNEeMUYEcKue
obpasupl.

«Xyk-adpcpekT» B fJaHHOM Habope mMoxeT HabnogaTbca npy aHanuse npob
C KOHUeHTpauuen C-nentuga, npessbiwatowert 50 000 nmonb/n. Obpasubl ¢
npeanonaraemMon BbICOKON KOHLeHTpaunen C-nentuaa cnegyet pas3dasuTb
cneumanbHbiM Bydhepom Ans passefeHns Npob, a NonyyYeHHbIN pesynsrart
YMHOXWUTb Ha hakTop pasBeaeHusl.

Mpn BbLINONHEHWM aHanmM3oB C WCMOMb30BAHWEM aHTUTEN BO3MOXHA
MHTepdepeHUms retepodunbHbIMA aHTMTenamMM B npobe nauueHta. Y
NaLneHTOB, MMEIOLLMX NMOCTOSAHHBIN KOHTAKT C XKMBOTHbBIMMW UMW NMPOXOAMBLLNX
UMMYHOTEPANuIo UNW AUarHocTUYeckve npouensypbl C UCMOSb30BaHUEM
MMMYHOrNOo6YNMHOB NNK NX DparMeHToB, MOTYT BblpabaTbiBaTLCS aHTUTeNa
(r.e. HAMA), koTopble BNMSAIOT Ha pe3ynbTaTbl UMMYHHOIO aHanusa.

WNHTepdepeHLUsi CO CTOPOHbI 3TUX aHTUTEN MOXET NPUBECTU K MOMyYeHUIo
OLWMBOYHBIX pe3ynbTaToB. TLaTenbHO NpoBepsAnTe pesynbTaThl aHanM3oB
NaumneHToB C MOAO3PEHNEM Ha HanM4ne aTux aHTuTen.
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C-peptide IRMA KIT
IM3639

IMUNORADIOMETRIJSKI TEST ZA IN VITRO
ODREDIVANJE C-PEPTIDA U HUMANOM SERUMU,
PLAZMI | URINU

Za in vitro dijagnosti¢ku upotrebu.

PRINCIP

Radioimunometrijski test za C-peptid je “sendvi¢” tip testa. Isto pakovanje
se moze upotrebiti za odredivanje C-peptida ili direktno u serumu i plazmi, ili
nakon razblazivanja, u urinu.

U pakovaniju su iskori§éena misija monoklonska antitela usmerena protiv dva
razli¢ita epitopa C-peptida, i stoga nema kompeticije.

Uzorci seruma, plazme ili razblazenog urina, kontrole i kalibratori se
inkubiraju u epruvetama obloZenim prvim monoklonskim antitelom sa jodom
125, Nakon inkubacije, sadrZaj epruvete se ispira da bi se uklonila nevezana
antitela obeleZena sa 1,5|. Vezana radioaktivnost se zatim odreduje pomocu
gama brojac¢a. Koncentracija C-peptida u uzorcima se dobija interpolacijom
sa standardne krive. Koncentracija C-peptida u uzorcima je direktno
proporcionalna ocitanoj radioaktivnosti.

UPOZORENJE | MERE OPREZA
Opste napomene:

. Bocice sa kalibratorima i kontrolama treba da budu otvorene $to je
kra¢e moguce da bi se izbeglo prekomerno isparavanje.

. Ne meSati reagense iz kitova razli¢itih lotova.

. Standardna kriva mora biti obuhvaéena sa svakim testom.

. Preporuceno je da se test vrSi u duplikatu.

. Svaka epruveta mora da se upotrebi samo jedanput.
Osnovna pravila bezbednosti od radijacije

Kupovina, posedovanje, upotreba i prenos radioaktivhog materijala je
predmet regulative zemlje korisnika. Pridrzavanje osnovnih pravila
bezbednosti od radijacije treba da obezbedi adekvatnu zastitu:

. Ne treba jesti, piti, pusiti ili nanositi kozmetiku u prisustvu radioaktivnih
materijala.

. Ne pipetirati radioaktivni rastvor ustima.

. Izbegavati svaki kontakt sa radioaktivnim materijalom upotrbom
rukavica i laboratorijskog kombinezona.

. Sva manipulacija radioaktivnim supstancama treba da se obavi u
odgovaraju¢em prostoru, udaljenom od hodnika i drugih prometnih
mesta.

. Radioaktivni materijali treba da se Cuvaju u kontejnerima koji su
obezbedeni u oznacenom prostoru.

. Zapis o prijemu i skladiStenju svih radioaktivnih proizvoda treba da se
vodi azurno.

. Laboratorijska oprema i stakleno posude koje je podlozno
kontaminaciji treba da budu razdvojeni da bi se izbegla unakrsna
kontaminacija razli¢tim radioizotopima.

. Svaki slu€aj radioaktivne kontaminacije ili gubitka radioaktivhog
materijala treba da bude reSen u skladu sa ustanovljenim
procedurama.

. Postupanje sa radioaktivnim otpadom treba da bude u skladu sa
pravilima utvrdenim u zemlji korisnika.

Natrijum azid

Neki reagensi sadrze natrijum azid kao konzervans. Natrijum azid moze
da reaguje sa olovom, bakrom ili mesingom i da formira eksplozivne
metalne azide. Izbaciti reagense ispiranjem sa velikom koli¢inom vode kroz
vodovodne instalanacije.

Materijali humanog porekla

Sa svim uzorcima seruma i plazme treba postupati kao da su sposobni za
prenos hepatitisa ili AIDS-a tako da otpad treba odlagati u skladu sa propisima
drzave.

PI-IM3639-03

GHS KLASIFIKACIJA OPASNOSTI

Wash Solution (20X) OPASNOST

H360 MozZe da osteti plodnost ili
nerodeno dete.

P201 Potrebna su posebna
uputstva pre upotrebe.

P280 Nositi zastitne rukavice,
zastitnu odecu i zastitna
sredstva za ocillice.

P308+P313 AKO ste izloZeni ili zabrinuti:

Potrazite medicinski
savet/misljenje.

Borna kiselina 0,1-0,3%
Natrijum-borat dekahidrat
0,1-0,3%

Bezbednosni list je dostupan na internet adresi
techdocs.beckmancoulter.com

PRIKUPLJANJE UZORAKA, OBRADA,
SKLADISTENJE | RAZBLAZIVANJE

Sakupljanje uzoraka seruma i plazme
. Krv sakupljati u suvim epruvetama ili epruvetama sa EDTA.
. Odvojite serum ili plazmu od ¢elija centrifugiranjem.

. Uzorci seruma i plazme se mogu ¢€uvati na 2-8°C, ako se test izvodi
u toku 24 Casa. Za duze skladiStenje drzati ih zamrznutim (na <
-20°C tokom 2 meseca ili pozeljnije na < -70°C najduze 1 godinu)
nakon alikvotiranja kako bi se izbeglo ponovljeno zamrzavanje i
odmrzavanje. Odmrzavanje uzorka trebalo bi izvoditi na sobnoj
temperaturi.

Humani C-peptid je relativno nestabilan molekul u teénom serumu
ili plazmi (znacajno propadanje moze se primetiti ve¢ u epriodu od
nekoliko dana). Preporuke u pogledu €uvanja bi stoga trebalo striktno
postovati.

. Ako je koncentracija u uzorcima viSa od najviSeg kalibratora isti se
moraju razblaziti puferom za razblazivanje.

Serum i EDTA plazma vrednosti za 20 uzoraka (vrednosti u serumu u opsegu
od 576,1 do 3.739 pM) su uporedivani kori§¢enjem IM3639 C-Peptide IRMA
kita. Rezultati su u nastavku:

(EDTA-plazma) = 0,9623 (serum) + 49,99
R =0,9960
Prikupljanje uzoraka urina
. 24-&asovni urin sakupljati u posudu.
. Odrediti volumen.
. Centrifugirati ili filtrirati pre testiranja, ako je neophodno.

. Uzorci urina se mogu Cuvati na 2-8°C, ako se test izvodi u toku
24 Gasa. Za duze skladistenje drzati ih zamrznutim na < -18°C
najduze 1 godinu, nakon alikvotiranja kako bi se izbeglo ponovljeno
zamrzavanje i odmrzavanje. Sacekati da se uzorci potpuno odmrznu
i homogenizovati ih pre testiranja. Odmrzavanje uzorka trebalo bi
izvoditi na sobnoj temperaturi.

. Sadrzaj C-peptida u uzorcima urina je Cesto iznad koncentracije
najviSeg kalibratora. Stoga je preporu¢eno razblazivanje u odnosu
1:21 pomoc¢u pufera za razblazivanje, npr. 25 pL urina bi trebalo
razblaziti sa 500 uL pufera.

ISPORUCENI MATERIJALLI

Svi reagensi kita su stabilni do isteka roka oznacenog na etiketi kita, pod
uslovom da se €uvaju na 2-8°C. Rokovi odStampani na etiketama bocica
vaze za dugorocno skladistenje komponenti samo od strane proizvodaca,
pre sastavljanja kita. Ovo ne uzimajte u obzir.

Uslovi Euvanja za reagense nakon rekonstitucije ili razblazivanja su navedeni
u paragrafu Postupak.
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Epruvete obloZzene anti-C-peptid monoklonskim antitelima: 2 x 50

epruveta (spremno za upotrebu)

125] obelezen anti-C-peptid monoklonsko antitelo: jedna boéica 17 ml
(spremno za upotrebu)

Bogica sadrzi 640 kBq, na dan proizvodnje '?°l-obeleZenog imunoglobulina u
formi te€nosti koja sadrzi govedi serumski albumin, natrijum azid (<0,1%), i
boju.

C-peptid pufer za razblazivanje:
upotrebu)

jedna bocica 25 ml (spremno za

Rastvor sadrzi albumin govedeg seruma i natrijum azidom (<0,1%).
Kalibratori: Sest bocica (liofilizovano)

Bocice kalibratora sadrze od 0 do priblizno 6,400 pM C-peptida u puferu sa
albuminom govedeg seruma i natrijum azidom(<0,1%). Ta¢na koncentracija
je navedena na svakoj nalepnici bocice. Kalibratori se proveravaju prema
internacionalnom standardu, WHO IRR C-peptide 84/510.

Kontrolni serum: dve bo¢ice (liofilizovane)

Bocica sadrzi C-peptid liofilizovan u govdem serumu sa natrijum azidom
(<0,1%). Ocekivane vrednosti su u opsegu koncentracija navedenom u
dodatku.

Rastvor za pranje (20x): jedna bocica od 50 ml
Koncentrovani rastvor mora da se razblazi pre upotrebe.

POTREBNI MATERIJALI KOJI NISU
OBEZBEDENI

Pored standardne laboratorijske opreme, potrebne su sledece stavke:
. Precizne mikropipete (50 pl; 25 pl).
. Polu-automatska pipeta (150 pl).
. Vorteks tip miksera.
. Horizontalna ili kruzna meSalica (> 280 rpm).
. Aspiracioni sistem.

+  Gama broja¢ za "®I.

REZULTATI

Rezultati su dobijeni interpolacijom sa standardne krive. Kriva sluzi za
odredivanje koncentracije C-peptide u uzorcima izmerene u isto vreme kad
i kalibratori.

Standardna kriva

Rezultati u odeljenju za kontrolu kvaliteta izracunati su upotrebom splajn krive
koja ima utvrdenu radioaktivnost (com..—cpm..i) na logaritamskoj vertikalnoj
osi i koncentraciju analita kalibratora na logaritamskoj horizontalnoj osi (pM).

Druge metode redukcije podataka mogu dati neznatno razliCite rezultate.

Ukupna aktivhost: 227.129 cpm
Kalibratori C-peptid cpm (n=3) BIT (%) CpMe, —
(pM) CPMcapo
0 0 53 0,02 -
1 32 985 0,43 932
2 103 2.935 1,29 2.882
3 375 10.863 4,78 10.810
4 1.530 42.652 18,78 42.599
5 6.100 118.237 52,06 118.184

(Primer standardne krive, ne Koristiti za proracun)
Uzorci

Za svaki uzorak pronadite vrednost cpm ili B/T na vertikalnoj osi i procitajte
odgovarajucu koncentraciju analita na horizontalnoj osi.

Koncentracije razblazenih uzoraka korigovati za dilucioni faktor.
Za prevodenje pmol/l (pM) u ng/ml, pomnoziti sa 0,003.
Ekskrecija 24-€asovnog urina

Za razblazene uzorke urina (razblazenje 1:21), mora se koristiti slede¢a
formula za odredivanje 24-Casovne ekskrecije C-peptida:
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C-peptid (nmol/24 h) = izmerena koncentracija (pM) x 21 x V

1000

pri éemu je V = 24 h zapremina urina u litrima

OCEKIVANE VREDNOSTI

Laboratorije trebaju da uspostave svoje vlastite referentne vrednosti. Sledeci
rezultati dobijeni od zdravih osoba su samo indikativni.

Serum

. Uzorci seruma od 156 zdravih pojedinaca, uzetih nataSte, su

analiziran.
Srednja Srednji Standardna Min-Max
vrednost (%) devijacija
(SD)

pM 519 471 255 32,6-1.458

(ng/ml 1,56 1,41 0,766 0,098-4,380

95 postotni opseg je bio 160-1.100 pM (0,48-3,30 ng/ml).

. Kao primer, prosec¢na C-peptid koncentracija u OGTT dvanaestoro
mladih, zdravih pojedinaca je predstavljena u tabeli ispod.

Vreme (min) C-peptid (pM) C-peptid (ng/mL)
Prosec¢na vrednost Prosecna vrednost
+1SD + 18D
0 520 + 169 1,56 + 0,507
35 2.274 £ 1.116 6,82 + 3,348
65 3.067 + 987 9,20 + 2,961
95 3.488 + 1.038 10,46 + 3,114
125 3.008 + 593 9,02 + 1,779
Urini
. 48 uzoraka prvog jutarnjeg urina i 20 uzoraka 24-Casovnog urina su
odredivani.
Srednja Standardna Min-Maks
vrednost (%) Devijacija
Prvi jutarnji urin 20,12 16,70 1,22 - 66,39
(nmol/L)
24-¢asovni urin 23,13 12,77 7,76 - 49,38
(nmol/24h)

KONTROLA KVALITETA

Dobra laboratorijska praksa nalaze da se kontrolni uzorci moraju redovno
koristiti da bi se osigurao kvalitet dobijenih rezultata. Ti uzorci se moraju
obraditi na potpuno isti nacin kao i testirani uzorci, i preporu¢eno je da se
njihovi rezultati analiziraju upotrebom odgovarajucih statistickih metoda.

U slucaju oStecenja pakovanja ili ako dobijeni podaci pokazuju neku promenu
performansi, molimo da kontaktirate vaseg lokalnog distributera ili upotrebite
sledecu e-mail adresu: imunochem@beckman.com

POSTUPAK

Priprema reagenasa
Neka svi reagensi dostignu sobnu temperaturu.
Rekonstitucija kalibratora

Sadrzaj bocica se rekonstituiSe zapreminom destilovane vode navedenoj na
nalepnici. Sacekati najmanje 10 minuta nakon rekonstitucije i blago mesati
da se izbegne stvaranje pene pre upotrebe. Cuvati rekonstituisane rastvore
na 2-8°C do 7 dana ili alikvotirane na < -18°C duzi period, do isteka roka
upotrebe kita.

Rekonstitucija kontrolnih uzoraka

Sadrzaj bocica se rekonstituiSe zapreminom destilovane vode navedenoj na
nalepnici. Sacekati najmanje 10 minuta nakon rekonstitucije i blago mesati
da se izbegne stvaranje pene pre upotrebe. Cuvati rekonstituisane rastvore
na 2-8°C do 1 dana ili alikvotirane na < -18°C duzi period, do isteka roka
upotrebe kita.

Priprema rastvora za pranje

Sipati sadrzaj bocCice u 950 ml destilovane vode i homogenizirajte ga.
Razblazen rastvor se moze ¢uvati na 2-8°C do isteka roka upotrebe.
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Neka svi reagensi dostignu sobnu temperaturu.

Korak 1
Dodaci’
ObloZenim epruvetama,
sukcesivno dodavati:

Korak 2
Inkubacija
Inkubirajte 120 minuta
na 18-25°C uz mesanje
(>280rpm).

Korak 3
Brojanje
Pazljivo aspirirati
sadrzaj epruveta
(izuzev 2 epruvete
«ukupan cpmy).
Dva puta operite sa 2
ml rastvora za pranje.

50 pL kalibratora,
kontrole ili uzorka
(serum, plazma,
prethodno razblazeni
urin) i
150 pL tracer. Brojati aktivnost (cpm)
za 1 min.

Promesati.

*Dodati 150 ul obelezivaca (tracer) u 2 dodatne epruvete da se dobije
ukupni cpm.

KARAKTERISTIKE PERFORMANSI
(za vise detalja, videti “DODATAK”)

Reprezentativni podaci su obezbedeni u svrhu ilustracije.
dobijene u pojedina¢nim laboratorijama mogu da variraju.

Perfomanse

Osetljivost

Analiticka osetljivost: 3,79 pM (0,011 ng/ml)
Funkcionalna osetljivost: 13,9 pM (0,042 ng/ml)
Specifiénost

Nije primeéena unakrsna reaktivnost sa insulinom, pankreasnim
polipeptidom, somatostatinom ili glukagonom. Unakrsna reaktivhost sa
proinsulinom je samo 3% (w/w ekvivalentno 10% na molarnoj osnovi).

Preciznost
Unutar serije

Uzorci su testirani u 25 puta u istoj seriji. Ustanovljeni su koeficijenti varijacije
maniji ili jednaki 3,1% za serum i maniji ili jednaki 3,2% za urin.

Izmedu serija

Uzorci seruma su testirani u duplikatu u 10 razli¢itih serija. Ustanovljeni su
koeficijenti varijacije maniji ili jednaki 5,2% za serum i maniji ili jednaki 4,8%
za urin.
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Tacnost
Test razblazivanja

Visoko koncentrovani uzorci seruma i urina su serijski razblazeni puferom za
razblazivanje. Dobijeni procenti recovery vrednosti bili suizmedu 96% i 114%
za serum i izmedu 86% i 105% za urin.

Recovery test

U uzorke seruma i urina su dodate poznate koli¢ine C-peptida. Dobijeni
procenti recovery vrednosti bili su izmedu 83% i 105% za serum i izmedu
80% i 104% za urin.

Opseg odredivanja (od analiticke osetljivosti do najviSeg kalibratora): 3,79
do otprilike 6.400 pM.

OGRANICENJA

NepridrZzavanje instrukcija u ovom uputstvu iz pakovanja mozZe znacajno
da utiCe na rezultate. Rezultate treba interpretirati u skladu sa celokupnom
klinickom slikom pacijenta, uklju€ujuci klini¢ku istoriju, podatke iz dodatnih
testova i druge odgovarajuce informacije.

Ne Kkoriste se hemolizovani, ikteric¢ni ili lipemicni uzorci.

“Hook-ov“ efekat kod ovog IRMA testa moze se javiti kod uzoraka sa
koncentracijom C-peptida jednakoj ili viSoj od 50.000 pM. Uzorke za koje
postoji klinicka pretpostavka da sadrze visoku koncentraciju bi trebalo
razblaziti puferom za razblazivanje. Dobijene vrednosti se moraju korigovati
za faktor razblazenja.

Za testove koji upotrebljavaju antitela, postoji moguénost mesanja od strane
heterofilnih antitela u uzorku pacijenta. Pacijenti koji su bili redovno izloZeni
Zivotinjama ili su primili imunoterapiju ili dijagnosti¢ke procedure koje koriste
imunoglobuline ili imunoglobulinske fragmente mogu proizvesti antitela, npr.
HAMA, koji uti€u na imunotestove.

Takva interferiraju¢a antitela mogu uzrokovati pogre$ne rezultate. PaZljivo
procenite rezultate pacijenata za koje se sumnja da imaju ova antitela.
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APPENDIX EDTA- Dilution C-peptide (pM) Ratio (%)
plasma Expected | Measured | Measured/Expected
PERFORMANCE CHARACTERISTICS P1 - - 9973 -
Representative data are provided for illustration only. Performance obtained 1:2 498.7 496.9 99.65
in individual laboratories may vary. 1:4 249.3 252.8 101.4
Precision 1:8 124.7 129.8 104.1
Intra-assay (n = 25) 1:16 62.33 69.73 111.9
1:32 31.17 35.71 114.6
Serum S1 S2 S3 P2 - - 1,478 }
Mean value (pM) 310 693 1,428 1:2 738.9 732.8 99.18
CV (%) 3.06 2.33 273 1:4 369.5 365.6 98.96
1:8 184.7 183.0 99.08
Urine U1 U2 U3 1:16 92.36 92.55 100.2
Mean value (pM) 4,986 13,977 31,106 1:32 46.18 47.26 102.3
CV (%) 3.21 2.83 2.84 P3 - - 2,640 -
1:2 1,320 1,266 95.94
EDTA-plasma P1 P2 P3 1:4 660.0 585.8 88.76
Mean value (pM) 300.4 904.9 2,695 1:8 330.0 301.5 91.37
CV (%) 2.81 3.99 1.88 1:16 165.0 153.6 93.12
1:32 82.50 81.69 99.02
Inter-assay (n = 10) P4 - - 3,359 -
Serum 1 52 s3 sS4 S5 - O I oz
Mean value (pM) 290 479 546 702 1,269 Y 2170 4178 100.2
CV (%) 5.15 3.59 3.56 4.65 3.29 116 208 5 9230 106.9
Orins 07 02 03 02 05 1:32 104.2 108.7 104.2
Mean value (pM) | 4,836 | 14,057 | 30,870 | 23,165 | 9,128 PS5 i 5 080 g*ggg 1088
CV (%) 4.76 4.31 1.90 3.32 4.01 : ’ ’ :
1:4 1,490 1,597 107.2
EDTA-plasma P1 P2 P3 P4 P5 1:8 745.0 781.4 104.9
Mean value (pM) | 93.76 | 3234 | 8402 | 3,434 | 4,301 116 872.5 | 4024 108.0
CV (%) 3.88 2.08 2.00 1.55 2.37 1:32 186.2 203.2 109.1
Accuracy Urine Dilution C-peptide (pM) Ratio (%)
o Expected | Measured Measured/Expected
Dilution test U1 1710 2,062 2,062 -
Five serum, EDTA-plasma and urine samples were diluted with the dilution 1:20 1,031 1,020 98.9
buffer and assayed according to the procedure of the kit. 1:40 515 499 96.8
Serum Dilution C-peptide (pM) Ratio (%) Measured/ 11,'18600 ?gg ?:’; 2193‘11
Expected | Measured Expected 1-320 64.4 604 938
S1 Undiluted | 941 941 - 03 o 050 > 050 =
1:2 470 469 99.7 : : :
: 1:20 1,025 1,003 97.8
14 235 252 107 1:40 512 504 98.3
18 118 130 1o 1:80 256 245 95.7
1;;3 gg-f g;'z 1?2 1:160 128 119 93.0
S2 Undiluted | 2,164 2,164 - 03 11',31200 %ﬂ 593'3 934
1:2 1,082 1,102 102 1.20 472 169 994
14 541 517 107 1:40 236 227 96.2
18 270 284 105 1:80 118 11 94.1
1;;2 g?% 713‘,”8 183 1:160 59.0 50.7 85.9
S3 Undiluted | 1,266 1,266 - 07 11',31200 223'2 22152 922
12 633 640 101 1:20 122 11 90.6
14 316 332 105 1:40 61.3 58.6 95.6
18 158 164 104 1:80 30.6 26.3 85.9
1;;2 gg; ig-g 182 1:160 15.3 13.5 88.2
S : ' 1:320 7.66 7.47 97.5
S4 Undiluted | 1,829 1,829 - 05 T 1005 1005 =
1:2 914 911 99.6 1:20 502 499 99.3
14 457 arz 103 1:40 251 264 105
11_~186 ﬁi ?132 ]8‘2‘ 1:80 126 123 97.6
: 1:160 62.8 57.5 91.6
1:32 o712 28.2 102 1:320 31.4 32.9 105
S5 Undiluted | 1,656 1,656 -
1:2 828 799 96.5
1:4 414 424 102
1:8 207 200 96.6
1:16 103 100 96.6
1:32 51.7 49.5 95.7
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Recovery test

Known amount of C-peptide was added to serum, EDTA-plasma and diluted
urine samples. Smples were then assayed according to the procedure of the

kit.
Serum C-peptide (pM) Ratio (%)
Endogen.| Added | Expected | Measured |Measured/
Expected
S1 362 89,0 451 437 84.3
362 333 695 696 100
362 665 1,027 1,010 97.4
S2 696 178 874 843 82.6
696 665 1,361 1,343 97.3
696 3,325 4,021 4,114 103
S3 1,196 333 1,529 1,497 90.4
1,196 1,662 2,858 2,822 97.8
1,196 3,325 4,521 4,697 105
EDTA C-peptide (pM) Ratio (%)
plasma [ Endogen.| Added [ Expected | Measured |Measured/
Expected
P1 690.5 336.6 1,027 1,016 98.95
683.8 666.7 1,350 1,469 108.8
670.6 1,308 1,978 2,146 108.5
P2 474.5 253.1 727.6 800.3 110.0
471.0 502.5 973.5 1,076 110.6
464.4 968.9 1,433 1,634 114.0
P3 951.3 491.5 1,443 1,600 110.9
937.8 968.9 1,907 1,960 102.8
911.8 1,884 2,796 3,248 116.2
P4 1,130 551.9 1,682 1,815 107.9
1,112 1,076 2,188 2,458 112.3
1,079 2,065 3,144 3,499 111.3
P5 1,311 780.7 2,091 2,346 112.2
1,282 1,516 2,798 3,201 114.4
1,233 2,750 3,983 4,401 110.5
Urine C-peptide (pM) Ratio (%)
Endogen. | Added | Expected | Measured |Measured/
Expected
U1 59.5 28.3 87.8 83.3 841
59.5 110 169 168 98.6
59.5 297 356 349 97.5
U2 412.5 28.3 441 435 79.5
412.5 297 710 696 95.5
412.5 3,325 3,738 3,856 104
u3 894 55.0 949 942 87.3
894 890 1,784 1,726 93.5
894 3,325 4,219 4,289 102
12| Characteristics
Tz (%°1) = 1443 h = 60.14 d
725] E (MeV) %
Y 0.035
X 0.027 114
0.032 25
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