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Active® IGFBP-3 IRMA
DSL6600

IMMUNORADIOMETRIC KIT FOR THE QUANTITATIVE
MEASUREMENT OF IGFBP-3 IN HUMAN SERUM

THIS ASSAY IS INTENDED FOR IN VITRO DIAGNOSTIC
USE

PRINCIPLE

The two-site immunoradiometric assay (IRMA) of Insulin-like Growth Factor
Binding Protein-3 (IGFBP-3) is a sandwich-type assay [1]. In the kit, goat
polyclonal antibody is used. Samples or calibrators are incubated in tubes
pre-coated with polyclonal antibody, with 125I-labeled polyclonal antibody.
After incubation, unbound reagents are removed by washing the tubes. The
amount of 125I-labeled anti-IGFBP-3 bound to the tube is directly proportional
to the concentration of IGFBP-3 present in the sample. A standard curve is
constructed and unknown IGFBP-3 values are obtained from the curve by
interpolation.

For Summary and Explanation of the Test see APPENDIX.
WARNING AND PRECAUTIONS
General remarks:

«  Forin vitro diagnostic use.

»  The vials with calibrators and controls should be opened as shortly as
possible to avoid evaporation.

« Do not mix the reagents from kits of different lots.

* Do not use any component beyond the expiration date shown on its
label.

* A standard curve must be established with each assay.
* ltis recommended to perform the assay in duplicate.

»  Calibrators and controls should be mixed before use by inverting or
swirling gently rather than vortexing.

Basic rules of radiation safety

The purchase, possession, utilization, and transfer of radioactive material are
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 by mouth.

* Avoid all contact with radioactive materials by using gloves and lab
coat.

* All manipulation of radioactive substances should be done in an
appropriate location, away from corridors and other busy areas.

* 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 and copper plumbing to form highly explosive metal azides.
On disposal of liquids, flush with a large volume of water to prevent azide
build-up [2].

Materials of human origin

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

The Materials Safety Data Sheet (MSDS) is available upon request.
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GHS HAZARD CLASSIFICATION

Calibrators/Controls WARNING

H317 May cause an allergic skin
reaction.

H412 Harmful to aquatic life with
long lasting effects.

P273 Avoid release to the
environment.

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

P333+P313 If skin irritation or rash
occurs: Get medical
advice/attention.

P362+P364 Take off contaminated

clothing and wash it before
use.

reaction mass of:
5-chloro-2-methyl-4-isothiazolin
-3-one [EC# 247-500-7] and
2-methyl-4-isothiazolin-3-one
[EC# 220-239-6](3:1)

<0.05%

Safety Data Sheet is available at techdocs.beckmancoulter.com

SPECIMEN COLLECTION, PROCESSING,
STORAGE AND DILUTION

Serum is the recommended sample type. Do not use heparinized or
EDTA plasma.

*  Allow serum samples to clot completely before centrifugation.

*  Undiluted samples may be stored at 2-8°C for up to 48 hours or at
<-20°C for up to 8 weeks, after aliquoting so as to avoid repeated
freezing and thawing. Samples which have been diluted for the assay
(see Procedure) may be stored at 2-8°C for up to 24 hours or at <
-20°C for up to 4 weeks. Thawing of sample should be performed at
room temperature.

*  Typical serum samples should be diluted 1:100 with the IGFBP-3 zero
calibrator prior to assay. Samples with very low known or expected
values should be diluted 1:50 with IGFBP-3 zero calibrator prior to
assay.

* Any sample reading greater than the highest calibrator should be
further diluted appropriately with the IGFBP-3 zero calibrator and
reassayed.

CONTENTS

Sodium azide preservative may form explosive compounds in metal drain
lines. See NIOSH Bulletin: Explosive Azide Hazard (8/16/76).

To avoid the possible build-up of azide compounds, flush wastepipes with
water after the disposal of undiluted reagent. Sodium azide disposal must be
in accordance with appropriate local regulations.

MATERIALS PROVIDED

All reagents in the kit are stable until the expiration date indicated on the kit
label, when 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 reconstituted reagents are indicated in appropriate
paragraphs.

Anti-IGFBP-3 antibody coated tubes: 2 x 50 tubes (ready-to-use)

Plastic tubes with goat-anti IGFBP-3 polyclonal immunoglobulin immobilized
to the inside wall of each tube.

125l-labeled anti-IGFBP-3 tracer
(ready-to-use)

(YELLOW): one 22 mL vial

At the time of manufacture, the vial contains 370 kBq, (<10 pCi) of
125I-labeled goat-anti-IGFBP-3 polyclonal antibody in buffer with proteins
(BSA), sodium azide (<0.1%) and a dye.
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Calibrators: one 55 mL bottle labeled 0 (ready-to-use) and five vials
labeled 1-5 (lyophilized)

The calibrator vials contain from 0 to approximately 100 ng/mL of IGFBP-3
in buffer with proteins (BSA) and ProClin 300. The exact concentration is
indicated on each vial label. Calibrators are verified to an internal reference
standard. The volume for reconstitution is indicated on the vial label. After
reconstitution, calibrators may be stored at 2-8°C for up to 48 hours or at <
-20°C for up to 2 weeks. Longer storage periods are not recommended.

Zero calibrator may be ordered separately, too (cat. #A99225)
Controls: two vials labeled 1, 2 (lyophilized)

The vials contain IGFBP-3 in buffer with proteins (BSA) and ProClin 300. The
volume for reconstitution is indicated on the vial label, the concentration range
after reconstitution is given on a supplement. After reconstitution, controls
may be stored at 2-8°C for up to 48 hours or at <-20°C for up to 2 weeks.
Longer storage periods are not recommended.

MATERIALS REQUIRED, BUT NOT PROVIDED
In addition to standard laboratory equipment, the following items are required:

* 12 x 75 mm polystyrene uncoated test tubes.

»  Test tube rack for 12 x 75 mm tubes.

. Precision micropipets (10 yL, 50 pL and 1.0 mL).

*  Semi-automatic pipets (200 pL, 3.0 mL).

Shaker capable of = 180 rpm.

*  Vortex type mixer.

* A sponge rack for decantation or similar device or aspiration system.

*  Absorbent material for blotting tubes.

*  Gamma counter set for 125 iodine.

*  Log-log graph paper or computer with IRMA data analysis program.
PROCEDURE
Preparation of reagents

Let all the reagents come to room temperature and mix them thoroughly by
gentle inversion before use.

Reconstitution of calibrators and controls

The content of the vials is reconstituted with the volume of distilled water
indicated on the vial label. Wait for 10 min following reconstitution and mix
gently to avoid foaming before dispensing.

Dilution of samples

Dilute human serum samples 1:100 with IGFBP-3 zero calibrator prior to
assay. (example: 10 yL serum + 1.0 mL zero calibrator). Dilute human serum
samples with known or expected very low concentrations of IGFBP-3 1:50
with zero calibrator prior to assay. (example: 10 pL serum + 500 pL zero
calibrator).

Note: Do NOT dilute IGFBP-3 Controls or Calibrators. Do NOT multiply
Control results by sample dilution factor.

Assay procedure
Bring all reagents to room temperature before pipeting.
Run Calibrators, Controls and patient samples in duplicate.

PI-DSL6600-02

Step 1
Additions*
Dilute human serum
samples 1:100 with
zero calibrator.

Step 2
Incubation
Incubate overnight
(18-24 hours) at room
temperature (18-25°C)
on shaker set at 2
180 rpm.

Step 3
Counting
Add 3.0 mL of distilled
water to all tubes
(except «total cpm»
tubes), Aspirate or
decant all tubes,
(except «total cpm»
tubes), by simultaneous
inversion with a sponge
rack into a radioactive
waste receptacle.
Repeat washing steps
2 more times (for a total
of 3 wash steps).

To antibody coated
tubes successively add:

Aspirate or decant
all tubes, (except
«total cpm» tubes), by
simultaneous inversion
with a sponge rack into
a radioactive waste
receptacle.
Strike the tubes sharply
on absorbent material
to facilitate complete
drainage and blot for
1-2 minutes.

50 pL of calibrator,
control or sample,
immediately add 200
WL of tracer.

Count bound cpm (B)
and total cpm (T) for
1 minute.

Vortex gently.
* Add 200 L of tracer to 2 additional tubes to obtain total cpm.

RESULTS

Results are obtained from the standard curve by interpolation. The curve is
used for the determination of IGFBP-3 concentrations in samples measured
at the same time as the calibrators.

Standard curve

The results in the quality control department were calculated using spline
curve fit with determined radioactivity (cpm..-cpm.ai) on the log vertical axis
and analyte concentration of the calibrators on the log horizontal axis (ng/mL).

Other data reduction methods may give slightly different results.

Total activity: 146,587 cpm
Calibrators IGFBP-3 cpm (n=2) BIT (%) CPpMca —
(ng/mL) CPMcao
0 0 1,295 - -
1 23 4,252 2.05 2,957
2 5.7 8,386 4.95 7,091
3 28.0 24,623 16.20 23,328
4 60.0 46,272 31.20 44,977
5 120.0 79,597 54.30 78,302

(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.

Multiply sample results by dilution factor (eg. 100).

Results may be converted to nmol/L based on the molecular weight of the
non-glycosylated reference standard (28.75 kDa). To convert concentrations
from ng/mL to nmol/L, multiply results by 0.035.

EXPECTED VALUES

Each laboratory should establish its own reference ranges. The pediatric data
in the following table were obtained for children with normal height and growth
patterns.

Age N Mean SD (ng/mL) | Median Absolute
(years) (ng/mL) (ng/mL) [ range (ng/mL)
0-1 49 1,965 548 1,990 1,030 - 3,090
1-2 42 2,154 649 2,080 1,100 - 3,620
2-3 28 2,231 605 2,140 1,200 - 3,990
3-4 18 2,312 786 2,120 1,400 - 4,250
4-5 23 2,363 459 2,290 1,630 - 3,150
5-6 19 2,676 553 2,720 | 2,000 - 4,230
6-7 22 2,924 617 2,990 | 2,000 - 4,210

(For more details, see APPENDIX)
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QUALITY CONTROL

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

Failure to obtain the appropriate values for controls may indicate imprecise
manipulations, improper sample handling, or deterioration of reagents. 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

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: 0.27 ng/mL
Functional sensitivity: 0.31 ng/mL
Specificity

1 pg/tube of the following peptide hormones gave concentrations of
<3 ng/mL: hIGFBP-1 (purified, amniotic fluid), rhIGFBP-2, rhiIGFBP-4,
rhIGFBP-5, rhIGFBP-6, rhIGF-I, rhIGF-II.

Precision
Intra-assay

Samples were assayed 20 times in the same run. The coefficients of variation
were <4.4%.

Inter-assay

Samples were assayed in duplicate in 15 different runs. The coefficients of
variation were <13.5%.

Accuracy
Dilution test

Five serum samples were serially diluted with zero calibrator. The recovery
percentages ranged from 82.3% to 120%.
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Recovery test

Low-concentration serum samples were spiked with known quantities of
IGFBP-3. The recovery percentages ranged from 80.1% to 116%.

Measurement range (from analytical sensitivity to highest calibrator): 0.27 to
approximately 100.0 ng/mL.

LIMITATIONS

Failure to follow these instructions for use (IFU) may significantly affect
results.

*  Failure to blot tubes adequately following decantation may result in
poor replication and spurious values.

* 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.

*  Use of EDTA or heparinized plasma is not recommended.

Serum containing IGFBP-3 protease activity may contain
immunoreactive IGFBP-3 fragments. Measurement of intact
IGFBP-3 in these samples may require preliminary size-exclusion
chromatography [3].

*  Avoid repeated freezing and thawing of reagents or specimens.
. Do not use haemolyzed, icteric or lipemic samples.

* 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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Active® IGFBP-3 IRMA
DSL6600

TROUSSE IMMUNORADIOMETRIQUE POUR LE
DOSAGE QUANTITATIF DE L'INSULIN-LIKE GROWTH
FACTOR BINDING PROTEIN-3 (IGFBP-3) DANS LE
SERUM HUMAIN

CE DOSAGE A ETE CONCU POUR UN USAGE
DIAGNOSTIQUE IN VITRO

PRINCIPE

Le dosage immunoradiometrique de I'Insulin-like Growth Factor Binding
Protein-3 (IGFBP-3) est un dosage de type sandwich [1]. La trousse utilise
un anticorp polyclonal de chevre. Dans des tubes recouverts d’anticorps,
les échantillons ou les calibrateurs sont incubés en présence d’anticorps
marqué a liode 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. Les valeurs inconnues sont
déterminées par interpolation a I'aide de la courbe calibrateur. La quantité de
radioactivité est directement proportionnelle a la concentration de IGFBP-3
dans I'échantillon.

Pour Résumé et explication du test voir APPENDIX.
AVERTISSEMENTS ET PRECAUTIONS
Précautions générales

*  Pour un usage diagnostique in vitro.

. Les flacons de calibrateurs et contréles devront étre ouverts le moins
longtemps possible pour empécher I'évaporation.

*  Ne pas mélanger des réactifs de lots différents.

* N'utilisez aucun des composants au-dela de la date de péremption
indiquée sur l'étiquette.

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

. Il est recommandé de réaliser les dosages en double.

* Avant leur emploi, standards et controles doivent étre mélangés par
inversion ou en les faisant tourbillonner doucement plutét que par
vortex.

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 regles de base de protection contre les rayonnements
ionisants assure une protection adéquate.

* Ne pas manger, ni boire, ni fumer, ni appliquer de cosmétiques dans
les laboratoires ou des produits radioactifs sont utilisés.

*  Pipetage a la bouche interdit.

«  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 & 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 réglements en vigueur.

Azide de sodium

Certains réactifs contiennent de l'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 [2].
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Les produits d’origine humaine

Tous les échantillons de sérum 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.

La fiche de sécurité (MSDS) est disponible sur demande.

CLASSIFICATION DES RISQUES SGH
ATTENTION

D

H317

Calibrators/Controls

Peut provoquer une allergie
cutanée.

Nocif pour les organismes
aquatiques, entraine des
effets néfastes a long terme.

Eviter le rejet dans
'environnement.

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

En cas d'irritation ou
d’éruption cutanée :
demander un avis
médical/consulter un
médecin.

Enlever les vétements
contaminés et les laver avant
utilisation.

stabilisateur composé de
5-chloro-2-méthyl-4-isothiazolin
-3-one [n° EC

247-500-7] avec du
2-méthyl-4-isothiazolin-3-one
[n® EC 220-239-6] (3:1)
<0,05 %

H412

P273

P280
P333+P313

P362+P364

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

PRELEVEMENT, PREPARATION,
CONSERVATION ET DILUTION DES
ECHANTILLONS

Recueillir le sang dans des tubes secs sans additif.
recommandé d’utiliser du plasma hépariné ou EDTA.

Il n'est pas

*  Pourles sérums, laisser les échantillons coaguler complétement avant
la centrifugation.

* Les échantillons sériques peuvent étre conservés a 2-8 °C si le
dosage est réalisé dans les 48 heures ou aliquotés a <- 20 °C ou
moins pendant 8 semaines. Les échantillons ayant été dilués pour
le dosage (voir la Procédure) peuvent étre conservés entre 2-8
°C pendant 24 heures ou a -20 °C ou moins pendant 4 semaines.
La décongélation de I'échantillon peut étre réalisée a température
ambiante.

. Les échantillons de sérum caractéristiques devront étre dilués au
1:100 dans le calibrateur zéro d'IGFBP-3 avant le dosage. Les
échantillons avec des valeurs attendues trés faibles devront étre
dilués au 1:50 dans le calibrateur zéro d'IGFBP-3 avant le dosage.

*  Tout échantillon plus élevé que le plus haut calibrateur devra étre dilué
correctement avec du calibrateur zéro et redosé.

CONTENU

L'azoture de sodium, utilisé comme agent de conservation, peut réagir avec
le métal des canalisations et former des composés explosifs. Voir le NIOSH
Bulletin: Explosive Azide Hazards (8/16/76) (Bulletin de I'Institut national
pour la santé et la sécurité au travail: Les dangers d’explosion des azotures
(16/08/1976)).

Pour éviter I'accumulation potentielle des composés d’azoture, rincer les
tuyaux d’évacuation a I'eau aprés I'élimination de réactifs non dilués.
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L'élimination de l'azoture de sodium doit se faire conformément aux
réglementations locales en vigueur.

MATERIEL FOURNI

Tous les réactifs de la trousse conservés 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 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, sont
indiquées dans les paragraphs suivants.

Tubes revétus d’anticorps anti-IGFBP-3 : 2 x 50 tubes (préts a I'emploi)

Tubes en plastique, avec des immunoglobulines polyclonales de chévre
anti-IGFBP-3 immobilisées sur la paroi interne de chaque tube.

Traceur anti-IGFBP-3 marqué a I'iode 125 (JAUNE) : 1 flacon de 22 mL
(prét a l'emploi)

Le flacon contient 370 kBqg (<10 pCi), en début de lot, d'immunoglobulines
marquées a l'iode 125 sous forme liquide avec des protéines, de 'azide de
sodium (<0,1 %) et un colorant.

Calibrateurs : 1 bouteille de 55 mL marquée 0, (prét a I’emploi) + 5
flacons marqués 1-5 (lyophilisés)

Les flacons de calibrateur contiennent entre 0 a environ 100 ng/mL du
IGFBP-3 dans un tampon a base de protéines avec du ProClin 300. La
concentration exacte est indiquée sur I'étiquette de chaque flacon. Les
calibrateurs sont validés sur un standard interne de référence. Reconstituer
le contenu des flacons avec le volume d’eau distillée indiqué sur I'étiquette
du flacon. Aprés reconstitution conserver les calibrateurs a 2-8 °C au
maximum 48 heures ou a -20 °C ou plus bas au maximum 14 jours. Il n'est
pas recommandé de dépasser cette période.

«Zéro» calibrateur peuvent étre également commandés séparément (réf.
A99225).

Controéles : 2 flacons, marqués 1, 2 (lyophilisées)

Les flacons contiennent de I''GFBP -3, dans un tampon a base de protéines
en présence de le ProClin 300. Reconstituer les contréles avec le volume
d’eau distillée indiqué sur I'étiquette du flacon. Les valeurs attendues sont
comprises dans la fourchette de concentrations indiquée sur le supplément.
Apres reconstitution conserver a 2-8 °C au maximum 48 heures ou a —20 °C
ou plus bas au maximum 14 jours. Il n'est pas recommandé de dépasser
cette période.

MATERIEL REQUIS MAIS NON FOURNI

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

* tubes a essai en plastique de 12 x 75 mm pour activité total
*  Support pour tubes a essai de 12 x 75 mm
. micropipette de précision (10 pL, 50 pL et 1,0 mL)
. pipette semi-automatique (200 pL, 3,0 mL)
agitateur pouvant agiter a = 180 rpm
*  Mélangeur de type vortex.

* support en éponge ou appareil semblable pour décantation ou
systéme d’aspiration.

. Matériel absorbant pour éponger les tubes

*  Compteur gamma calibré pour l'iode 125.

*  papier quadrillé log-log ou logiciel d’analyse de données IRMA
PROCEDURE
Preparation des réactifs

Equilibrer les réactifs a température ambiante et mélanger avant usage en
les inversant ou en les faisant tourbillonner doucement.

Reconstitution des calibrateurs et contréles

Reconstituer le contenu des flacons avec le volume d’eau distillée indiqué
sur I'étiquette du flacon. Attendre 10 minutes apres reconstitution et agiter
doucement avant de répartir dans les tubes.

Dilution des échantillons
Les échantillons devront étre dilués au 1:100 dans le calibrateur zéro

1:50 dans le calibrateur zéro d'IGFBP-3 avant le dosage. (Exemple: 10 pL
de sérum + 500 pL de calibrateur zéro d'IGFBP-3).

Note : Les contréles ne devront pas étre dilués avant le dosage et leurs
résultats ne devront pas étre multipliés par le facteur de dilution de
I’échantillon.

Mode opératoire
Equilibrer les réactifs a la température du laboratoire avant utilisation.

Les calibrateurs, contréles et échantillons inconnus devront étre dosés en
deux exemplaires.

Etape 1
Addition *
Diluer les échantillons
sériques 1 :100 avec
calibrateur zéro.

Etape 2
Incubation
Incuber a température
ambiante (18 - 25 °C)
pendant 18 a 24 heures
dans un agitateur réglé
sur = 180 rpm.

Etape 3
Comptage
Laver tous les tubes en
ajoutant 3,0 mL d’eau
distillée, excepté les
tubes d’activité totale.
Aspirer ou décanter
tous les tubes. (sauf les
2 tubes «cpm totaux»).
Répéter I'étape de
lavage deux fois pour
arriver a un total de
3 lavages.

Au fond des tubes
revétus, distribuer
successivement :

Aspirer ou décanter
tous les tubes, par
inversion simultanée
avec une claie en
éponge dans un
récipient a déchets
radioactifs. (sauf les 2
tubes «cpm totaux»).
Frapper
vigoureusement les
tubes sur un buvard
pour faciliter le drainage
complet et laissez-les
ensuite égoutter sur
du buvard pendant au
moins 1-2 minutes.

50 uL de calibrateur,
de contréle ou
d’échantillon,
immédiatement 200
uL de traceur.

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

Agiter doucement
au_Vortex.

* Ajouter 200 pL de traceur dans 2 tubes supplémentaires pour obtenir les
cpm totaux.

RESULTATS

Les résultats sont déduits de la courbe standard par interpolation. La courbe
sert a déterminer les taux d'IGFBP-3 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 (cpmMga-CPMcz10) SUT
I'axe log vertical et la concentration en analyte des calibrateurs sur I'axe log
horizontal (ng/mL).

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

Activité totale : 146 587 cpm
Calibrateurs | IGFBP-3 cpm (n=2) BIT (%) CpMca —
(ng/mL) CPMcaio
0 0 1295 - -
1 2,3 4 252 2,05 2 957
2 57 8 386 4,95 7 091
3 28,0 24 623 16,20 23 328
4 60,0 46 272 31,20 44 977
5 120,0 79 597 54,30 78 302

(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.

Multiplier les résultats des échantillons par le facteur de dilution (par ex. 100).

Les résultats peuvent étre convertis en nmol/L par la formule suivante, qui
est basée sur le poids moléculaire du standard de référence non-glycosylé

d’'IGFBP-3 avant le dosage. (eg. 10 pL sérum+1,0 mL calibrateur zéro). Les (28.75 kDa) : ng/mL x 0,035 = nmol/L.
échantillons avec des valeurs attendues trés faibles devront étre dilués au
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VALEURS ATTENDUES

Il est recommandé a chaque laboratoire d’établir ses propres valeurs
normales. Les données ci-dessous et en Appendix proviennent d’études
multi-centriques. Des données pédiatriques ont été obtenues sur des
enfants ayant des tailles et des courbes de croissance normales.

Tranches N Moyenne | DS (ng/mL) | Médian Gamme

d'ages (ng/mL) (ng/mL) absolue

(ng/mL)
0-1 49 1 965 548 1990 | 1030-3090
1-2 42 2 154 649 2080 | 1100 -3620
2-3 28 2 231 605 2140 | 1200 -3990
3-4 18 2312 786 2120 | 1400 -4 250
4-5 23 2 363 459 2290 | 1630-3150
5-6 19 2 676 553 2720 | 2000 -4 230
6-7 22 2 924 617 2990 | 2000-4210

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

CONTROLE DE QUALITE

Les bonnes pratiques de laboratoire impliquent que des échantillons de
contréle 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.

L'obtention de valeurs inappropriées pour les contrdles peut indiquer des
manipulations imprécises, des manutentions inexactes de I'échantillon ou la
détérioration de réactifs. En cas de détérioration de I'emballage ou si les
résultats obtenus montrent une perte de performance du produit, veuillez
contacter: imunochem@beckman.com

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 : 0,27 ng/mL

Sensibilité fonctionnelle : 0,31 ng/mL

Spécificité

1 pg/tube des hormones peptidiques suivantes a donné des concentrations

de <3 ng/mL : hIGFBP-1 (purifié, liquide amniotique), rhIGFBP-2, rhIGFBP-4,
rhIGFBP-5, rhIGFBP-6, rhIGF-I, rhIGF-II.

Précision
Intra-essai

Des échantillons ont été dosés 20 fois dans une méme série. Les coefficients
de variation obtenus sont inférieurs ou égaux a 4,4 %.
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Inter-essais

Des échantillons ont été dosés en doublet dans 15 séries différentes. Les
coefficients de variation obtenus sont inférieurs ou égaux a 13,5 %.

Exactitude
Epreuve de dilutions

Des échantillons de concentration élevée ont été dilués dans le calibrateur
zéro de la trousse. Les pourcentages de recouvrement s’échelonnent entre
82,3 % et 120 %.

Epreuve de surcharge

Des quantités connues d'IGFBP-3 ont été ajoutées a des sérums humains.
Les pourcentages de recouvrement s’échelonnent entre 80,1 % et 116 %.

Plage de mesure (de la sensibilité analytique au calibrateur le plus élevé) :
0,27 a environ 100 ng/mL.

LIMITES

Le non-respect des recommandations indiquées dans cette notice
peut avoir un impact significatif sur les résultats.

»  Siles tubes ne sont pas épongés correctement aprés la décantation,
cela peut entrainer des valeurs fausses et des répétitions médiocres.

. Les résultats doivent étre interprétés a la lumiére du dossier clinique
complet du patient, incluant I'historique clinique et les données de tests
additionnels et toute autre information appropriée.

* |l n’est pas recommandé d'utiliser du plasma hépariné ou EDTA.

Un sérum contenant une activité de la protéase de I'lGFBP-3 peut
présenter des fragments IGFBP-3 immunoréactifs. La mesure
de I'lGFBP-3 intacte dans ces trois échantillons peut nécessiter
chromatographie d’exclusion [3].

«  Evitez la congélation et la décongélation répétées des réactifs ou des
échantillons.

* Ne pas utiliser de spécimens hémolysés, icteriques ou lipémiques.

*  Pour les tests employant des anticorps, il existe la possibilité 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 regu 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
interférent peuvent étre la cause de résultats erronés. Evaluer avec
précaution les résultats de patients suspectés de posséder ces
anticorps.
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Active® IGFBP-3 IRMA
DSL6600

IMMUNRADIOMETRISCHER ASSAY FUR DIE
QUANTITATIVE BESTIMMUNG VON INSULIN-LIKE
GROWTH FACTOR BINDING PROTEIN-3 (IGFBP-3) IN
HUMANEM SERUM

DIESER ASSAY IST ZUR IN-VITRO-DIAGNOSTIK
BESTIMMT

PRINZIP

Der Immunradiometrische Assay fur die Insulin-like Growth Factor
Binding Protein-3 (IGFBP-3). Bestimmung basiert auf dem typischen
“Sandwichprinzip” [1]. Das Kit verwendet ein polyklonaler Antikdrper von
Ziegen. Die Proben bzw. Kalibratoren werden in Anwesenheit eines
125l-markierten Antikérpers und eines an der Réhrchenwand immobilisierten
Antikorpers inkubiert. Nach der Inkubation wird die Flussigkeit abgesaugt,
um die ungebundene Radioaktivitdt zu entfernen. Die gebundene
Radioaktivitat wird in einem Gamma-Counter gemessen. Unbekannte
Probenwerte werden durch Interpolation aus der Standardkurve bestimmt.
Die IGFBP-3-Konzentration in den Proben ist direkt proportional zur
gebundenen Radioaktivitat.

Zusammenfassung und Erlduterung des Tests siehe “APPENDIX”
WARNUNGEN UND VORSICHTSMASSNAHMEN
Allgemeinhinweise:

*  In-vitro-Diagnostikum.

. Flaschchen mit Kalibratoren oder Kontrollen sollten nur kurz gedffnet
werden um jegliche Verflichtigung zu vermeiden.

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

+ Keine Komponenten nach dem auf dem Etikett angegebenen
Verfallsdatum verwenden.

*  Eine Standardkurve ist flr jeden Assay notwendig.
«  Der Assay sollte in Doppelbestimmung durchgefihrt werden.

»  Kalibrator- und Kontrolllésungen sollten vor der Verwendung durch
vorsichtiges Umdrehen oder Schwenken und nicht mit Hilfe eines
Vortex-Mixers gemischt werden.

Grundregeln der Handhabung von Radioaktivitét

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

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

*  Kein Pipettieren im Mund.

»  Jeglicher Kontakt mit radioaktiven Materialien muss durch Tragen von
Handschuhen und Laborkittel vermieden werden.

« Das Arbeiten mit radioaktiven Stoffen muss in dafir speziell
gekennzeichneten Bereichen, die vom normalen Laborbetrieb und
von anderen beschéftigten Bereichen abgetrennt sind, erfolgen.

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

»  Ein Register der Eingadnge 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 missen unverziglich 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
Metall-aziden reagieren. Um dies zu vermeiden, sollte bei einer Entsorgung
Uber Rohrleitungen mit viel Wasser nachgespiilt werden [2].
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Bestandteile menschlichen Ursprungs

Alle Serumproben sollten als potentielle Ubertrager von Hepatitis und AIDS
behandelt und Abfélle entsprechend den jeweiligen Léanderbestimmungen
entsorgt werden.

Ein entsprechendes Sicherheitsdatenblatt (MSDS) ist auf Anfrage erhaltlich.

GHS-GEFAHRSTOFFKLASSIFIZIERUNG

Calibrators/Controls ACHTUNG

H317 Kann allergische
Hautreaktionen verursachen.

H412 Schadlich fir
Wasserorganismen, mit
langfristiger Wirkung.

P273 Freisetzung in die Umwelt
vermeiden.

P280 Schutzhandschuhe,
Schutzkleidung und
Augenschutz/Gesichtsschutz
tragen.

P333+P313 Bei Hautreizung oder
-ausschlag: Arztlichen Rat
einholen/arztliche Hilfe
hinzuziehen.

P362+P364 Kontaminierten

Kleidungsstiicke ausziehen
und vor erneutem Tragen
waschen.

Reaktionsmasse aus:
5-Chloro-2-Methyl-4-Isothiazolin
-3-on [EC# 247-500-7] und
2-Methyl-4-Isothiazolin-3-on
[EC# 220-239-6](3:1)
<0,05 %

Das Sicherheitsdatenblatt ist auf techdocs.beckmancoulter.com
verfiigbar.

PROBENENTNAHME, -BEHANDLUNG,
-LAGERUNG UND VERDUNNUNG

Die Verwendung von Serum wird empfohlen.
Heparin-Plasma verwenden.

Kein EDTA oder

«  Serumproben vor dem Zentrifugieren vollstandig gerinnen lassen.

»  Die Proben kénnen bei 2-8 °C bis zu 48 Stunden bzw. aliquotiert und
tiefgekuhlt bei -20 °C oder darunter bis zu 8 Wochen gelagert werden.
Proben, die fir den Assay verdinnt wurden (siehe Durchfiihrung)
kénnen bei 2—8 °C bis zu 24 Stunden bzw. bei -20 °C oder darunter bis
zu 4 Wochen gelagert werden. Auftauen sollte bei Raumtemperatur
stattfinden.

*  Normale Serumproben sollten vor dem Assay im Verhaltnis 1:100
mit dem Nullkalibrator verdiinnt werden. Proben mit sehr niedrigen
erwarteten Werten sollten vor dem Assay im Verhaltnis 1:50 mit
Nullkalibrator verdiinnt werden.

*  Wenn die Konzentration der Proben tUber dem hdchsten Kalibratorwert
liegen missen sie mit Nullkalibrator wieder verdiinnt werden.

INHALT

Natriumazid als Konservierungsmittel kann in metallischen Abflussleitungen
explosive Verbindungen eingehen. Siehe hierzu NIOSH Bulletin:
Explosive Azide Hazards (das Bulletin beziiglich explosiver Sauren des
US-amerikanischen Instituts fiir Sicherheit am Arbeitsplatz) (16.08.1976).
Um eine mogliche Akkumulation von Azidverbindungen zu vermeiden, die
Abwasserrohre nach der Entsorgung des unverdiinnten Reagenzes mit
Wasser spulen. Natriumazid muss entsprechend den &rtlichen behérdlichen
Vorschriften entsorgt werden.

MITGELIEFERTE MATERIALIEN

Die Reagenzien sind bis zum Verfallsdatum verwendbar, 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 rekonstituierten Reagenzien sind in den

entsprechenden Paragraphen beschrieben.

Rohrchen mit anti-IGFBP-3-Antikorpern beschichtet: 2 x 50 Réhrchen
(gebrauchsfertig)

Kunststoffréhrchen mit Ziege-anti-IGFBP-3-Immunglobulin, das an die

Innenseite der Réhrchen gebunden ist.

125l-markierter anti-IGFBP-3-Antikorper Tracer (GELB): eine 22 mL
Flasche (gebrauchsfertig)

Die Flasche enthalt 370 kBq (<10 pCi), (am Tag der Herstellung) der 125l
markierten anti-IGFBP-3-Antikérper (polyklonal) in Puffer mit Proteinen,
Natriumazid (<0,1 %) und einen Farbstoff.

Kalibratoren: eine 55 mL Flasche (0) (gebrauchsfertig) und fiinf
Flaschchen (1-5) (lyophilisiert)

Die Kalibratorflaschchen enthalten IGFBP-3 von 0 bis ungefahr 100 ng/mL
in Puffer mit Proteinen und ProClin 300. Die genauen Konzentrationen sind
auf jedem Flaschchen angegeben. Die Kalibratoren wurden alle verifiziert an
einem internen Referenzstandard. Der Inhalt der Flaschchen wird mit einem
auf dem Etikett angegebenen Volumen distilliertem Wassers rekonstituieren.
Die aufgel6sten Kalibratoren kénnen bei 2-8 °C fir 48 Stunden bzw. bei
-20 °C oder darunter bis zu zwei Wochen gelagert werden. Langere
Lagerungszeitraume werden nicht empfohlen.

Nullkalibrator L6sung kann separat bestellt werden (Kat. No. A99225).
Kontrollen: zwei Flaschchen (1, 2) (lyophilisiert)

Die Flaschchen enthalten IGFBP-3 in Puffer mit Proteinen und ProClin 300.
Der Konzentrationsbereich ist auf einer Packungsbeilage angegeben. Die
Kontrollen 1-2 mit einem auf dem Etikett angegebenen Volumen distilliertem
Wassers rekonstituieren. Die aufgeldsten Kontrollen kdnnen bei 2-8 °C flir 48
Stunden bzw. bei -20 °C oder darunter bis zu zwei Wochen gelagert werden.
Langere Lagerungszeitraume werden nicht empfohlen.

ERFORDERLICHE, JEDOCH NICHT
MITGELIEFERTE MATERIALIEN

Zusatzlich zu der Standardlaborausstattung,
Materialien benétigt:

werden die folgenden

* 12 x 75 mm Kunststoffrohrchen zur Bestimmung der Totalaktivitat
*  Rohrchenstander fir 12 x 75 mm Réhrchen
. Prazisionspipetten (10 pL, 50 pL und 1,0 mL).
*  Halbautomatische Pipetten (200 yL und 3,0 mL).
Schttler 2 180 rpm
*  Vortex-Mixer.
+  Dekantierstander oder Ahnliches oder Absaugsystem
*  Saugfahiges Material zum Austropfen der R6hrchen
*  Gamma-Counter fir 1-125.
oder

*  Log-logarithmisches zur

IRMA-Datenanalyse.

DURCHFUHRUNG

Reagenzienvorbereitung

Papier Computerprogramm

Die Reagenzien sollten Raumtemperatur haben und vor der Verwendung
durch vorsichtiges Umdrehen gemischt werden.

Rekonstitution der Kalibratoren und Kontrollen

Der Inhalt der Flaschchen wird mit einem auf dem Etikett angegebenen
Volumen distilliertem Wassers rekonstituieren. Nach dem Auflésen 10
Minuten warten und nur leicht Mischen, um jegliche Schaumbildung vor dem
Pipettieren zu vermeiden.

Verdiinnung den Proben

Humane Serumproben werden vor dem Assay im Verhaltnis 1:100 mit dem
Nullkalibrator verdiinnt. (Beispiel: 10 pL Serum + 1,0 mL Nullkalibrator).
Proben mit sehr niedrigen erwarteten Werten sollten vor dem Assay im
Verhaltnis 1:50 mit Nullkalibrator verdinnt werden. (Beispiel: 10 yL Serum
+ 500 pL Nullkalibrator).

HINWEIS: Die Kontrollen und Kalibratoren werden vor dem Assay nicht
verdiinnt und die Ergebnisse der Kontrollen werden NICHT mit dem
Verdiinnungsfaktor multipliziert.

Testdurchfiihrung
Die Reagenzien sollten Raumtemperatur haben vor dem Pipettieren.
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Kalibratoren, Kontrollen
durchgefiihrt werden.

und Proben sollten

als Doppelbestimmung

Schritt 1
Zugabe *

Schritt 2
Inkubation

Schritt 3
Messung

Humane Serumproben
1:100 mit Nullkalibrator
verdinnen.

Zugabe zu den
beschichteten
Roéhrchen (in dieser
Reihenfolge):

Uber Nacht (18-24
Stunden) bei
Raumtemperatur (18
- 25 °C) auf einem
Schiittler mit 2180 rpm
inkubieren.

Alle Roéhrchen (ausser
» Totalaktivitat) durch
Umdrehen des
Dekantierstéanders
in einen Behalter fir
radioaktiven Abfall

Alle Réhrchen bis
auf die Rohrchen
zur Bestimmung der
Totalaktivitat mit je
3,0 mL distilliertem
Wasser waschen.
Roéhrchen absaugen
oder dekantieren und
den Waschvorgang
noch zweimal
wiederholen, so
dass insgesamt

dekantieren oder
absaugen.

Die Réhrchen auf

einer saugfahigen

Unterlage kraftig

ausklopfen, damit

diese vollig entleert
werden. Mindestens 1
- 2 Minuten austropfen

lassen.

drei Waschvorgange

durchgefihrt werden.

Gebundene cpm (B)

und Totalaktivitat (T)
1 min zahlen.

50 L Kalibrator,
Kontrolle oder Probe,
unverziiglich 200 pL

Tracer.

\orsichtig schutteln.

* Zusatzlich 2 Réhrchen mit 200 pL Tracer zur Bestimmung der Totalaktivitat
bestlcken.

ERGEBNISSE

Die Ergebnisse werden aus der Standardkurve durch Interpolation ermittelt.
Die Kurve kann fir die Bestimmung der IGFBP-3-Konzentration in den
Proben dienen, die zur gleichen Zeit wie die Standardkurve gemessen
wurden.

Standardkurve

Die Ergebnisse wurden in der Abteilung fir Qualitatskontrolle anhand einer
Spline-Kurvenanpassung mit Radioaktivitatsbestimmung (cpmya-cpmyan)
auf der logarithmischen vertikalen Achse und der Analytkonzentration der
Kalibratoren auf der logarithmischen horizontalen Achse berechnet (ng/mL).

Andere Datenreduktions-Methoden kénnen zu leicht abweichenden

Ergebnissen fiihren.

Totalaktivitat: 146 587 cpm
Kalibratoren | IGFBP-3 cpm (n=2) BIT (%) CPpMka —
(ng/mL) CPMkaio
0 0 1295 - -
1 2,3 4 252 2,05 2 957
2 57 8 386 4,95 7 091
3 28,0 24 623 16,20 23 328
4 60,0 46 272 31,20 44 977
5 120,0 79 597 54,30 78 302

(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.

Probenergebnisse mit dem Verdiunnungsfaktor multiplizieren (z. B. 100).

yDie Ergebnisse kénnen mit der folgenden Formel, die auf dem
Molekulargewicht der nicht glykosilierten Standardlésung (28,75 kDa)
basiert, in nmol/L umgerechnet werden: ng/mLx 0,035 = nmol/L.

ERWARTETE WERTE

Jedes Labor sollte seinen eigenen Normalbereich festlegen. Die
nachfolgenden Daten und die im Anhang wurden im Rahmen von
Multicenter-Studien ermittelt. Die padiatrischen Daten in der nachfolgenden
Tabelle wurden bei normal gro3en Kindern mit normalen Wachstumskurven
ermittelt.
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Alter N Mittelwert| SD (ng/mL) | Median Absoluter
(Jahren) (ng/mL) (ng/mL) Bereich
(ng/mL)
0-1 49 1 965 548 1990 | 1030-3090
1-2 42 2 154 649 2080 | 1100 -3620
2-3 28 2231 605 2140 | 1200 -3990
3-4 18 2312 786 2120 | 1400 -4 250
4-5 23 2 363 459 2290 | 1630-3150
5-6 19 2 676 553 2720 | 2000 -4 230
6-7 22 2 924 617 2990 | 2000-4210

(Fiir mehr Details, siehe die Beilage “APPENDIX ”)

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.

Wenn fiir die Kontrollen nicht die richtigen Werte ermittelt werden, kann
dies auf ungenaues Arbeiten, unvorschriftsmaigen Umgang mit den
Proben oder Verfall der Reagenzien zuriickzufiihren sein. Im Falle von
Verpackungsschaden oder einer Leistungbeeintrachtigung des Produkits,
kontaktieren Sie bitte Ihren lokalen Vertreiber oder benutzen Sie die folgende
e-mail: imunochem@beckman.com

SPEZIFISCHE LEISTUNGSMERKMALE
(Fiir mehr Details, siehe die Beilage “APPENDIX”).

Représentative Daten dienen nur der Veranschaulichung. Die in einzelnen
Labors erzielten Leistungen kdnnen anders ausfallen.

Empfindlichkeit

Analytische Sensitivitat: 0,27 ng/mL
Funktionelle Sensitivitat: 0,31 ng/mL
Spezifitat

1 pg/Rohrchen der nachstehenden Peptidhormone ergab Konzentrationen
<3 ng/mL: hIGFBP-1 (gereinigt, Fruchtwasser), rhIGFBP-2, rhiIGFBP-4,
rhIGFBP-5, rhIGFBP-6, rhIGF-I, rhIGF-II.

Préazision
Intra-Assay

Proben wurden 20-fach im selben Ansatz getestet. Der Variationskoeffizient
war 4,4 %.

Inter-assay

Proben wurden in 15 Anséatzen getestet. Der Variationskoeffizient war 13,5
%.

PI-DSL6600-02

Genauigkeit
Verdiinnungstest

Drei Serumproben wurden seriell mit Nullkalibrator verdiinnt. Die erhaltene
Wiederfindung befindet sich zwischen 82,3 % und 120 %.

Wiederfindungstest

Serumproben mit niedrigen Konzentrationen wurden mit definierten
IGFBP-3-Mengen vermischt. Die erhaltene Wiederfindung befindet sich
zwischen 80,1 % und 116 %.

Messbereich(von der analytischen Sensitivitat bis zum hochsten Kalibrator):
0,27 bis ungefahr 100 ng/mL.

EINSCHRANKUNGEN

Die Nichtbeachtung der Anweisungen in dieser Packungsbeilage kann
die Ergebnisse signifikant beeinflussen.

*  Wenn die Réhrchen nach dem Dekantieren nicht ausreichend von
noch vorhandener Flissigkeit befreit werden, so kann dies ungenaue
Doppelbestimmungen und falsche Messwerte zur Folge haben.

. Die erhaltenen Ergebnisse sind vor dem Hintergrund der gesamten
klinischen Situation des Patienten unter Beriicksichtigung seiner
klinischen Vorgeschichte, den Ergebnissen anderer Testergebnisse
sowie weiteren vorliegenden Informationen zu interpretieren.

+ Die Verwendung von EDTA- oder Heparin-Plasma wird nicht
emphohlen.

Die erhaltenen Ergebnisse sind vor dem Hintergrund der gesamten
klinischen Situation des Patienten unter Berlicksichtigung seiner
klinischen Vorgeschichte, der Ergebnisse anderer Tests sowie
weiterer vorliegender Informationen zu interpretieren [3].

*  Wiederholtes Auftauen und Einfrieren der Proben oder Reagenzien
sollte vermieden werden.

. Die Bestimmung kann mit hamolytischen, ikterischen oder

lipemischen Proben nicht ausgefiihrt werden.

» Es besteht die Moglichkeit fur eine Stérung durch in der
Patientenprobe enthaltene heterophile Antikorper. Patienten,
die regelmaRig mit Tieren in Kontakt kommen oder sich
immuntherapeutischen oder diagnostischen Verfahren unter Einsatz
von Immunglobulinen oder Immunglobulin-Fragmenten unterzogen
haben, kdnnen Antikérper bilden (z.B. HAMA), die im Immunoassay
stéren.  Derartige stérende Antikorper kdnnen zu fehlerhaften
Ergebnissen fiihren. Die Ergebnisse von Patienten, bei denen das
Vorliegen derartiger Antikorper zu vermuten ist, sind sorgfaltig zu
prifen.
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Active® IGFBP-3 IRMA
DSL6600

KIT IMMUNORADIOMETRICO PER LA DETERMINAZIONE
QUANTITATIVA DI INSULIN-LIKE GROWTH FACTOR
BINDING PROTEIN-3 (IGFBP-3) IN SIERO UMANO
QUESTO TEST E DESTINATO ALL’'USO DIAGNOSTICO
IN VITRO.

PRINCIPIO

Questo kit per il dosaggio dellInsulin-like Growth Factor Binding Protein-3
(IGFBP-3) IGFBP-3 utilizza un metodo immunoradiometrico tipo “sandwich"
[1]. Nel kit & utilizzato I'anticorpo policlonale di capra. Campioni e calibratori
vengono incubati in provette sensibilizzate con I'anticorpo in presenza di
anticorpo marcato con 1251. Al termine dell’incubazione le provette vengono
aspirate per rimuovere I'anticorpo marcato 1251 non legato. La radioattivita
legata viene quindi misurata con un contatore gamma. Le concentrazioni
di IGFBP-3 nei campioni vengono ricavate per interpolazione da unacurva
standard. La concentrazione di IGFBP-3 nei campioni & direttamente
proporzionale alla radioattivita.

Sommario e spiegazione del test sono riportati in APPENDICE.
AVVERTENZE E PRECAUZIONI
Considerazioni generali:

*  Per uso diagnostico in vitro.

. | flaconi di calibratori e controlli devono essere aperti il meno possibile
per evitare I'evaporazione.

. Non utilizzare reattivi di lotti diversi.

. Non utilizzare i componenti oltre la data di scadenza indicata
sull'etichetta.

. Inserire la curva standard in ogni esperimento.
«  Eseguire il dosaggio in duplicato.

* Prima delluso, mescolare calibratori e controlli capovolgendoli o
agitandoli delicatamente; non vortexarli.

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 con la bocca.

»  Evitare ogni contatto con i materiali radioattivi usando guanti e camice
da laboratorio.

«  Tutte le manipolazioni di sostanze radioattive devono essere effettuate
in un luogo appropriato, lontano da corridoi o altre aree affollate.

*  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 [2].

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.
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La scheda di sicurezza del materiale (MSDS) € disponibile su richiesta.

CLASSIFICAZIONE PERICOLI GHS

Calibrators/Controls ATTENZIONE

H317 Pud provocare una reazione
allergica cutanea.

H412 Nocivo per gli organismi
acquatici con effetti di lunga
durata.

P273 Non disperdere
nell’ambiente.

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

P333+P313 In caso di irritazione
o eruzione della pelle:
consultare un medico.

P362+P364 Togliere tutti gli indumenti

contaminati e lavarli prima di
indossarli nuovamente.
massa di reazione di:
5-cloro-2-metil-4-isotiazolin
-3-one [n. CE 247-500-7] e
2-metil-4-isotiazolin-3-one
[n. CE 220-239-6] (3:1)
<0,05%

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

RACCOLTA, MANIPOLAZIONE, DILUIZIONE E
CONSERVAZIONE DEI CAMPIONI

Raccogliere i campioni in provette senza anticoagulante. Si consiglia
di non eseguire questo dosaggio su campioni di plasma.

. Lasciar coagulare completamente i campioni di siero prima della
centrifugazione.

*  Conservare i campioni non diluiti a 2-8 °C per un massimo di 48 ore o,
suddivisi in aliquote, ad almeno -20 °C per 8 settimane. Conservare
i campioni diluiti per il test (vedere Procedura) a 2-8 °C per non piu
di 24 ore o ad almeno -20 °C per un massimo di 4 settimane. Lo
scongelamento deve avvenire a temperatura ambiente.

. Diluire 1:100 i campioni di siero con il calibratore zero prima del test.
Diluire 1:50 con il calibratore zero IGFBP-3 i campioni con valori attesi
molto bassi prima del test.

*  Diluire opportunamente con il calibratore zero IGFBP-3 i campioni
con letture maggiori dello calibratore a concentrazione massima e
rianalizzarli.

SOMMARIO

Il conservante sodio azide pud formare composti esplosivi nelle tubazioni
metalliche di scarico. Vedere il NIOSH Bulletin: “Explosive Azide Hazard”
(Bollettino NIOSH: Rischi di esplosione dovuti al sodio azide) (16/8/1976).
Per evitare il possibile accumulo di azidi, lavare i tubi di scarico con acqua
dopo lo smaltimento del reagente puro. Il sodio azide deve essere smaltito
in conformita alle norme di legge locali applicabili.

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 reattivi dopo ricostituzione sono riportate
nel paragrafo corrispondente.

Provette sensibilizzate con anticorpo anti- IGFBP-3: 2 x 50 provette;
(pronte per I'uso)

Provette di plastica, sensibilizzate con immunoglobulina di
anti-IGFBP-3, adesa alla parete interna di ciascuna provetta.

capra
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Marcato anti-IGFBP-3-1251 (GIALLO): un flacone da 22 mL; (pronto per
'uso)

Il flacone contiene meno di 370 kBq (<10 pCi), (alla data di marcatura)
di anti-IGFBP-3-125I in tampone con proteine, sodio azide (<0,1%) e un
colorante inerte.

Calibratori: un flacone da 55 mL (0) (pronto per I'uso) + 5 flaconi (1-5);
(liofilizzati)

| flaconi contengono IGFBP-3 a concentrazioni comprese tra 0 e circa 100
ng/mL in tampone con proteine e ProClin 300. L'esatta concentrazione dei
calibratori € riportata sulle etichette di ciascun flacone. Gli calibratori sono
calibrati contro uno standard interno di riferimento. Ricostituire ciascun
flacone (1-5) con il volume di acqua distillata riportato sull’etichetta di ciascun
flacone. Dopo la ricostituzione, conservare a 2-8 °C per un massimo di 48
ore o ad almeno -20 °C per due settimane. Periodi di conservazione piu
lunghi non sono consigliati.

Calibratore zero puo essere ordinato separatamente. (cat. #A99225).
Controlli: due flaconi (1, 2) (liofilizzati)

| flaconi contengono IGFBP-3 in tampone con proteine e ProClin 300. | valori
attesi sono riportati sul foglio del controllo di qualita. Ricostituire ciascun
flacone (1-2) con con il volume di acqua distillata riportato sull’etichetta di
flacone. Dopo la ricostituzione, conservare a 2-8 °C per un massimo di 48
ore o ad almeno -20 °C per due settimane. Periodi di conservazione piu
lunghi non sono consigliati.

MATERIALI RICHIESTI MA NON FORNITI

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

. provette da 12 x 75 mm, in plastica
. portaprovette per provette da 12 x 75 mm
*  micropipette di precisione (10 L, 50 L, 1,0 mL)
*  pipette semi-automatiche (200 pL, 3,0 mL)
agitatore (con una capacita di = 180 rpm)
«  Agitatore tipo vortex.
*  rack o dispositivo simile per la decantazione o sistema di aspirazione
*  materiale assorbente per tamponare le provette
+  Contatore gamma programmato per leggere '%I.

« carta log-logaritmica oppure software adatto all’analisi dei dati del
dosaggio radioimmunologico

PROCEDURA

Preparazione dei reattivi

Equilibrare i reattivi a temperatura ambiente e mescolare le con cura.
Ricostituzione di calibratori e di controlli

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.

Diluzione dei campioni

Diluire i campioni di siero umano 1:100 con il calibratore zero IGFBP-3 prima
del test. Esempio: 10 uL di siero + 1,0 mL di calibratore zero IGFBP-3. Diluire
1:50 (esempio: 10 yL di siero + 500 pL di calibratore zero IGFBP-3) i campioni
con valori attesi molto bassi.

Nota: non diluire i controlli prima del test e non moltiplicare i risultati
dei controlli per il fattore di diluizione del campione.

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

Analizzare calibratori, controlli e campioni sconosciuti in duplicato.
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Fase 3
Conteggio
Lavare tutte le
provette, eccetto quelle
per le conte totali,
aggiungendo 3,0 mL
di acqua distillata.

Fase 2
Incubazione
Incubare a temperatura
ambiente (18 - 25 °C)
per una notte (18-24
ore) su un agitatore
impostato sulla velocita
di 2180 rpm.
Aspirare o fare
decantare, eccetto
provette per le conte
totali, capovolgendo
contemporaneamente
il rack di decantazione
in un recipiente per
rifiuti radioattivi.
Picchiettare le provette
con decisione su
materiale assorbente
e quindi asciugarle
tamponandole per 1-2
minuti per rimuovere
eventuali gocce adese
al bordo.

Fase 1
Dispensazione *
Diluire campioni 1:100
con calibratore zero.

Aggiungere in
successione alle
provette sensibilizzate:

Aspirare o decantare
e ripetere il lavaggio
due volte, per un totale
di tre lavaggi.

Contare la radioattivita
legata (B) e I'attivita
totale (T) per 1 min.

50 pL dei calibratori,

controlli o campioni,

subito dopo 200 pL
di marcato.

Agitare al Vortex
leggermente.

* Aggiungere 200 pL di marcato a due provette supplementare per la
determinazione dell’attivita totale.

RISULTATI

Le concentrazioni di IGFBP-3 nei campioni e controlli vengono calcolati per
interpolazione sulla curva standard. Dosare campioni e controlli assieme 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
(ng/mL).

Altri metodi di interpolazione dati possono dare risultati leggermente
differenti.

Attivita totale: 146.587 cpm
Calibratori IGFBP-3 cpm (n=2) BIT (%) CpMca —
(ng/mL) CPMcaio
0 0 1.295 - -
1 2,3 4.252 2,05 2.957
2 57 8.386 4,95 7.091
3 28,0 24.623 16,20 23.328
4 60,0 46.272 31,20 44977
5 120,0 79.597 54,30 78.302

(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.

Moltiplicare i risultati dei campioni per fattore di diluizione (ad es. 100).

| risultati possono essere convertiti in nmol/L usando la formula seguente,
che si basa sul peso molecolare dello standard di riferimento non glicosilato
(28,75 kDa): ng/mL X 0,035 = nmol/L.

VALORI ATTESI

Ogni laboratorio deve stabilire i propri limiti di riferimento per campioni
provenienti da soggetti caratterizzati clinicamente. | dati riportati nella tabella
seguente e in appendice sono stati ottenuti in studi multicentrici. | dati
pediatrici riportati nelle tabelle seguenti sono stati ottenuti da bambini con
parametri di crescita e altezza normali.
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Eta N Media SD (ng/mL) | Mediana Range
(anni) (ng/mL) (ng/mL) assoluto
(ng/mL)
0-1 49 1.965 548 1.990 1.030 - 3.090
1-2 42 2.154 649 2.080 1.100 - 3.620
2-3 28 2.231 605 2.140 1.200 - 3.990
3-4 18 2.312 786 2.120 1.400 - 4.250
4-5 23 2.363 459 2.290 1.630 - 3.150
5-6 19 2.676 553 2.720 | 2.000 - 4.230
6-7 22 2.924 617 2.990 | 2.000-4.210

(Ulteriori dati sono riportati in APPENDIX)

CONTROLLO DI QUALITA

Si consiglia ad ogni laboratorio di dosare regolarmente sieri 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.

Il mancato ottenimento di valori appropriati per i controlli, pud indicare
manipolazioni errate, trattamento inappropriato dei campioni o
deterioramento dei reagenti. Nel caso di deterioramento dell'imballaggio o
nel caso in cui i dati ottenuti mostrino una diminuzione di performance del
prodotto, si prega di contattare il distributore locale o di riferirsi all'indirizzo
e-mail imunochem@beckman.com

CARATTERISTICHE DELLE PRESTAZIONI
(Ulteriori dati sono riportati in “APPENDIX”)

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

| risultati

Sensibilita

Sensibilita analitica: 0,27 ng/mL
Sensibilita funzionale: 0,31 ng/mL
Specificita

1 pg/provetta dei seguenti ormoni peptidici ha fornito concentrazioni di
IGFBP-3 <3 ng/mL: hIGFBP-1 (liquido amniotico purificato), rhIGFBP-2,
rhIGFBP-4, rhIGFBP-5, rhIGFBP-6, rhIGF-I, rhIGF-II.

Precisione
Intra-saggio

Alcuni campioni sono stati analizzati 20 volte in uno stesso esperimento. Per
i campioni di siero & stato trovato un coefficiente di variazione del 4,4% o
inferiore.

Inter-saggio

Alcuni campioni sono stati analizzati in duplicato in 15 esperimenti differenti.
Per i campioni di siero & stato trovato un coefficiente di variazione del 13,5%
o inferiore.
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Accuratezza
Test di diluizione

Alcuni campioni ad alta concentrazione di IGFBP-3 sono stati diluiti
serialmente con il calibratore zero. Il recupero é risultato essere compreso
tra 82,3% e 120%.

Test di recupero

Ad alcuni campioni a bassa concentrazione di IGFBP-3 sono state aggiunte
quantita note di IGFBP-3. Il recupero ¢ risultato essere compreso tra 80,1%
e 116%.

Campo di misura (¢ compreso tra la concentrazione pari alla sensibilita
analitica e la concentrazione del calibratore piu elevato): tra 0,27 e circa 100
ng/mL.

LIMITAZIONI

Seguire fedelmente le istruzioni d'uso per evitare risultati aberranti.

. Una non corretta asciugatura delle provette dopo la decantazione, pud
determinare risultati dei replicati inadeguati e valori non attendibili.

« | risultati devono essere interpretati in base alla valutazione clinica
complessiva della paziente, che comprende la storia clinica, i dati
ottenuti con altri test diagnostici o strumentali ed altre informazioni
appropriate.

»  Sisconsiglia 'uso di plasma eparinato o anticoagulato con EDTA.

Il siero contenente attivita proteasica IGFBP-3 pud contenere
frammenti IGFBP-3 immuno reattivi. La misurazione di IGFBP-3
intatto in questi campioni puo richiedere una preliminare cromatografia
di esclusione dimensionale [3].

«  Evitare cicli ripetuti di congelamento e scongelamento dei reagenti o
dei campioni.

*  Non usare campioni emolizzati, itterici o lipemici.

* 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
0 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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EQUIPO INMUNORADIOMETRICO PARA LA
DETERMINACION CUANTITATIVA DEL IGFBP-3 EN
SUERO HUMANO ,

ESTE ENSAYO ES PARA DIAGNOSTICO “USO IN VITRO”

PRINCIPIO

El ensayo inmunorradiométrico de 2 sitios (IRMA) de IGFBP-3 (Insulin-like
Growth Factor Binding Protein-3) es un ensayo de tipo sandwich [1].
El equipo utiliza anticuerpo policlonale de cabra. Las muestras y los
calibradores se incuban en tubos recubiertos con el anticuerpo policlonal
en presencia del anticuerpo policlonal conjugado con 125l. Después de la
incubacién el reactivo no unido se remueve mediante el lavado de los tubos.
La cantidad de 125l-anti-IGFBP-3 unida es directamente proporcional a la
concentracion del IGFBP-3 presente en la muestra. La concentracion del
IGFBP-3 presente en las muestras se obtiene por interpolacion con una
curva estandar.

Para RESUMEN Y EXPLICACION DEL ENSAYO ver la pdgina de
“APENDICES”.
ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES
Precauciones generales
«  Para uso diagnostico in vitro.

* Los frascos con los calibradores y controles deben abrirse el menor
tiempo posible para evitar evaporacion.

. No mezclar los reactivos de lotes diferentes.

*  No utilice ningin componente después de la fecha de caducidad
indicada en su etiqueta.

* Incluir una curva estandar en cada ensayo.
»  Se recomienda realizar el ensayo por duplicado.

. Los calibradores y controles deben mezclarse antes de su uso, para
lo cual es mejor invertirlos o agitarlos suavemente en vez de vortexear
(agitacion fuerte).

Reglas basicas de seguridad radiolégica

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

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

. No pipetear con la boca.

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

*  Toda manipulacién 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
contaminaciéon se deben separar para evitar la contaminacion con
otros radioisétopos.

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

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

Azida sédica

Algunos reactivos contienen azida sédica como conservante. La azida
sédica puede reaccionar con las cafierias de plomo y cobre formando azidas
metalicas altamente explosivas. Es por ello que se recomienda realizar el
desecho de todo material liquido juntamente con grandes cantidades de
agua, evitando asi la formacion de las mismas [2].
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Material de origen humano

Todas las muestras de suero deben ser manipuladas como si fueran
susceptibles de contener virus como la hepatitis o el sida. Los desperdicios
deben eliminarse segun los reglamentos natiocionales actuales.

La Hoja de Datos de Seguridad (MSDS) se encuentra disponible bajo
requerimiento.

CLASIFICACI()N DE MATERIAL PELIGROSO
SEGUN EL SGA

Calibrators/Controls ADVERTENCIA

H317 Puede provocar una
reaccioén cutanea alérgica.

H412 Nocivo para los organismos
acuaticos, con efectos
nocivos duraderos.

P273 No dispersar en el medio
ambiente.

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

P333+P313 En caso de irritacion cutanea
o sarpullido: consulte a un
médico.

P362+P364 Quitar la ropa contaminada y

lavarla antes de usarla.
masa de reaccion de:
5-cloro-2-metil-4-isotiazolina
-3-ona [EC# 247-500-7] y
2-metil-4-isotiazolina-3-ona
[EC# 220-239-6] (3:1) <0,05
%

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

RECOLECCION, PROCESAMIENTO,
ALMACENAMIENTO Y DILUCION DE LAS
MUESTRAS

Recolectar las muestras en tubos secos sin aditivos.
muestras plasmaicas con Heparina 6 EDTA.

No utilice

. Permitir que las muestras de suero se coagulen completamente antes
de su centrifugado.

» Las muestras no diluidas pueden conservarse entre 2-8 °C durante
un periodo maximo de 48 horas o a una temperatura < —20 °C durante
un maximo de 8 semanas. Se recomienda el uso de alicuotas para
asi evitar congelamientos y descongelamientos sucesivos. Las
muestras que hayan sido diluidas para el ensayo (ver Procedimiento)
pueden conservarse entre 2-8 °C durante un periodo maximo de 24
horas o a una temperatura < —20 °C durante un periodo maximo de
cuatro semanas. La descongelacién de las muestras debe realizarse
a temperatura ambiente.

*  Las muestras tipicas de suero deben diluirse en una proporcién 1:100
con el calibrador CERO antes del ensayo. Las muestras con valores
esperados muy bajos deberian diluirse en una proporcioén 1:50 con el
calibradore CERO de IGFBP-3 previo al ensayo.

«  Cualquier muestra que arroje un resultado superior al calibrador mas
alto debe ser diluida apropiadamente con el calibradore CERO vy ser
procesada nuevamente.

CONTENIDOS

El conservante de azida sddica puede formar compuestos explosivos en las
tuberias metalicas del desaglie. Consulte el NIOSH Bulletin: Explosive Azide
Hazard (Boletin de NIOSH: Peligro de explosién con la azida) (16/08/1976).
Para evitar la posible acumulacién de compuestos de azida, limpie con agua
los tubos de desaglie tras la eliminacion del reactivo sin diluir. Para desechar
la azida sédica deben seguirse las normativas locales adecuadas.
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MATERIALES PROPORCIONADOS

Todos los reactivos provistos-sin abrir- son estables entre 2 y 8 °C hasta la
fecha de caducidad del equipo, la cual se indica en la etiqueta externa. 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.

Las condiciones de almacenaje para los reactivos reconstituidos se
encuentran indicadas en los parrafos respectivos.

Tubos recubiertos con Anti IGFBP-3: 2 x 50 tubos (listos para usar).

Tubos de plastico con inmunoglobulina policlonal de cabra anti-IGFBP-3
inmovilizado en la cara interna de cada tubo.

Anticuerpo anti-IGFBP-3 marcado con 125| (AMARILLO): un frasco x 22
mL (listo para usar)

El frasco contiene 370 kBq (<10 uCi), el dia de su elaboracion, de anticuerpo
policlonal de cabra anti-IGFBP-3 marcado con 125| en buffer proteico (BSA),
azida sadica (<0,1 %) y un colorante.

Calibradores: 1 frasco x 55 mL rotulado 0 (listo para usar), + 5 frascos
rotulados 1-5 (liofilizados)

Los frascos contienen desde 0 hasta aproximadamente 100 ng/mL de
IGFBP-3 en buffer proteico (BSA) y ProClin 300. La concentracion exacta
se indica en cada etiqueta. Los calibradores estan verificados a través de
un estandar de referencia interno. Reconstituir el contenido de los frascos
1-5 con el volumen de agua destilada sefialado en la etiqueta. Una vez
reconstituidos, conservarse entre 2-8 °C durante un periodo maximo de
48 horas o congelarse a una temperatura < —20 °C durante un periodo
maximo de dos semanas. No se recomiendan periodos de conservacion
méas prolongados.

El Calibrador Cero puede pedirse por separado (REF A99225).
Controles: 2 frascos, (rotulados 1, 2) (liofilizados)

Los frascos contienen IGFBP-3 en buffer proteico (BSA) y ProClin 300. La
concentracion exacta se indica en la hoja anexa. Reconstituir el contenido
de los frascos 1-2 con el volumen de agua destilada sefialado en la etiqueta.
Una vez reconstituidos conservarse entre 2-8 °C durante un periodo maximo
de 48 horas o congelarse a una temperatura <-20 °C durante un periodo
maximo de dos semanas. No se recomiendan periodos de conservacién mas
prolongados.

MATERIALES NECESARIOS PERO NO
INCLUIDOS

Ademas del equipo normal de laboratorio se requiere lo siguiente:
*  Tubos de ensayo de plastico de 12 x 75 mm.
*  Gradilla para tubos de ensayo de 12 x 75 mm
*  Micropipetas de precision (10 yL, 50 yL y 1,0 mL).
»  Pipetas semiautomaticas (200 L, 3,0 mL).
Agitador (adecuado para = 180 rpm)
«  Agitador tipo vortex.

*  Gradilla-absorbente - para decantacion o dispositivo similar o sistema
de aspiracion.

*  Material absorbente para secado de los tubos
»  Contador gamma calibrado para 1125.

»  Papel grafico logaritmico - logaritmico o programa informatico de
analisis de datos de IRMA.

PROCEDIMIENTO
Preparacion de los reactivos

Antes de su uso, permita que todos los reactivos alcancen temperatura
ambiente y mézclelos totalmente mediante una inversion suave.

Reconstitucion de los calibradores y controles

Reconstituir el contenido de los frascos con el volumen de agua destilada
sefialado en la etiqueta. Una vez reconstituidos, esperar 10 minutos y agitar
evitando la formacion de espuma antes de dispensar la solucién en los tubos.

Dilution de los muestras

Diluirse las muestras de suero en una proporcion 1:100 con el calibrador
CERO antes del ensayo. (Ejemplo: 10 uL suero + 1,0 mL calibrator CERO).
Las muestras con valores esperados muy bajos deberian diluirse en una
proporciéon 1:50 con el calibrador CERO de IGFBP-3 previo al ensayo.
(Ejemplo: 10 pL suero + 500 pL calibrador CERO).
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Nota: no se deben diluir los calibradores y controles antes del ensayo,
y los resultados de los controles no se deben multiplicar por el factor
de dilucién de la muestra.

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

Los calibradores, controles y muestras de concentracion desconocida deben
ser procesados en el ensayo por duplicado.

Paso 3
Contaje
Agregue 3,0 mL de
agua destilada.a todos
los tubos ( excepto
los tubos de cuentas
totales). Aspirar o
decante todos los
tubos,(excepto los
tubos de cuentas
totales), mediante
inversiéon simultanea
con una gradilla
absorbente dentro del
dispositivo especial de
recoleccién de residuos
liquidos radiactivos.
Repita el paso de
lavado 2 veces mas
( con un total de 3
pasos de lavado).

Paso 2
Incubacion
Incubar 18-24 horas en
un agitador programado
a =180 rpm a
temperatura ambiente
(18 - 25 °C).

Paso 1
Adicion
Diluiya las muestras
séricas humanas en
una proporcion 1:100
con el calibrador cero.

Agregue en el fondo
de los tubos rotulados
lo siguiente:

Aspire 6 decante
todos los tubos,
(excepto los tubos
de cuentas totales),
mediante inversion
simultanea con una
gradilla absorbente-6
dispositivo similar- para
decantacion, volcando
el contenido radiactivo
dentro del dispositivo
especial de recolecciéon
de residuos liquidos
radiactivos.
Golpée los tubos
firmemente sobre un
material absorbente
para facilitar el drenaje
completo y el secado
durante 1-2 minutos.

Determine con un
contador gamma,
las cpm unidas (B)
y las cpm totales (T)
durante 1 min.

50 uL de calibradores,
controles 6 muestras,
e inmediatamente
después 200 pL de
trazador.

Agitelos suavemente en
el mezclador de vértex.

* Afadir 200 pL de trazador en 2 tubos suplementarios para obtener las
cpm totales.

RESULTADOS

Los resultados se obtienen por interpolacion con la curva estandar. La curva
sirve para la determinacion de las concentraciones de la IGFBP-3 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,-cpmg.) €n
el eje logaritmico vertical y la concentracion de analitos de los calibradores
en el eje logaritmico horizontal (ng/mL).

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

Actividad total: 146 587 cpm
Calibradores| IGFBP-3 cpm (n=2) BIT (%) CpMca —
(ng/mL) CPMcao
0 0 1295 - -
1 23 4252 2,05 2957
2 57 8386 4,95 7091
3 28,0 24 623 16,20 23 328
4 60,0 46 272 31,20 44 977
5 120,0 79 597 54,30 78 302

(Ejemplo de curva estandar, no utilizar para los calculos)
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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.

Multiplique los resultados de la muestra por el factor de dilucion (p. €j., 100).

Se pueden convertir a nmol/L utilizando la siguiente férmula, que se basa
en el peso molecular del estandar de referencia no glicosilado (28.75 kDa):
Para convertir las concentraciones de ng/mL a nmol/L, debe multiplicarse los
resultados por 0.035.

VALORES ESPERADOS

Se recomienda que cada laboratorio establezca sus propios valores de
referencia. Los datos que figuran a continuaciéon y a Apendices proceden
de estudios multicéntricos. Los datos pediatricos de las tablas que se
muestran a continuacién se obtuvieron de nifios con estaturas y patrones
de crecimiento normales.

Edad N Media DE (ng/mL) |Mediana Rango
(afios) (ng/mL) (ng/mL) absoluto
(ng/mL)
0-1 49 1965 548 1990 1030 - 3090
1-2 42 2154 649 2080 1100 - 3620
2-3 28 2231 605 2140 1200 - 3990
3-4 18 2312 786 2120 1400 - 4250
4-5 23 2363 459 2290 1630 - 3150
5-6 19 2676 553 2720 2000 - 4230
6-7 22 2924 617 2990 2000 - 4210

(Para mayores detalles ver la pagina de “APPENDIX”)

CONTROL DE CALIDAD

Para la obtencién de resultados 6ptimos se recomienda el uso de los
controles en cada ensayo para asegurar la calidad de los resultados
obtenidos. Dichos controles deben ser procesados de la misma manera que
las muestras a analizar. Se recomienda que los resultados sean analizados
utilizando los métodos estadisticos apropiados.

Fallas en la obtencion de valores adecuados para los controles podria indicar
manipulaciones imprecisas, mal manejo de las muestras, 6 deterioro de los
reactivos. En caso de deterioro del embalaje o si los resultados obtenidos
muestran un desarrollo alterado, por favor, contacte su distribuidor local 6
utilice la siguiente direccién de e-mail: imunochem@beckman.com

CARACTERISTICAS DEL RENDIMIENTO
(Ver la hoja “APPENDIX” para mas detalles)

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

Sensibilidad

Sensibilidad Analitica: 0,27 ng/mL
Sensibilidad funcional: 0,31 ng/mL
Especificidad

1 pg/tubo de las siguientes hormonas peptidicas dio como resultado
concentraciones <3 ng/mL: hIGFBP-1 (purificada, liquido amnidtico),
rhIGFBP-2, rhIGFBP-4, rhIGFBP-5, rhIGFBP-6, rhIGF-I, rhIGF-II.
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Precisién
Intra- ensayo

Las muestras se evaluaron 20 veces en las mismas series. Los coeficientes
de variacién fueron <4,4 %.

Inter-analisis

Las muestras se evaluaron en duplicado en 15 series diferentes. Los

coeficientes de variacion fueron <13,5 %.
Precision
Prueba de dilucion

Las muestras muy concentradas se diluyeron serialmente con el estandar
cero. Los porcentajes de recuperacion obtenidos fueron entre 82,3 % y 120
%.

Prueba de recuperacion

A muestras de baja concentracion se les agregé cantidades conocidas de
IGFBP-3. Los porcentajes de recuperacion obtenidos fueron entre 80,1 % y
116 %.

Rango de medida (desde la sensibilidad analitica hasta el calibrador mas
alto): 0.27 hasta aproximadamente 100 ng/mL.

LIMITACIONES

Siga atentamente las instrucciones de uso ya que de lo contrario, los
resultados pueden verse afectados significativamente.

. No proceder con el buen secado de los tubos después de la
decantacion, puede arrojar duplicados y/o resultados erréneos.

* Los resultados deberan ser interpretados como una ayuda dentro de
la situacion clinica del paciente, incluyendo la historia clinica, asi como
los datos provenientes de otras testas adicionales.

*  No se recomienda la utilizaciéon de plasma heparinizado o con EDTA.

Las muestras séricas con actividad proteasica de IGFBP-3 pueden
contener fragmentos inmunorreactivos de IGFBP-3. Para la
determinacion de la IGFBP-3 intacta en estas muestras es posible
que se necesite realizar previamente una cromatografia de exclusion
por tamaiio [3].

. Evite congelar y descongelar repetidamente los reactivos y las
muestras.

*  No utilice muestras hemolizadas, ictéricas o lipémicas.

. Existe la posibilidad de interferencias debido a la presencia de
anticuerpos heterofilos en la muestra del paciente. Los pacientes
que hayan estado regularmente en contacto con animales o
hayan recibido inmunoterapia o procedimientos diagndsticos 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
erréneos. Evaluar cuidadosamente los resultados de pacientes en
los cuales se sospeche que puedan tener esta clase de anticuerpos.
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IMMUNORADIOMETRIAS KIT IGFBP-3 HUMAN
SZERUMBOL TORTENO KVANTITATIV MERESERE

EZ AZ ASSAY IN VITRO DIAGNOSTIKAI HASZNALATRA
KESZULT

MUKODESI ELV

Az inzulinszerl ndévekedési faktor kétéfehérje-3 (Insulin-like Growth Factor
Binding Protein-3, IGFBP-3) tesztje egy “szendvics” tipusu kétoldalas
immunoradiometrikus assay (IRMA). [1]. A kitben kecske polikonalis
antitest talalhaté. A szérum mintékat, a vagy a kalibratorokat az elsd
poliklonalis ellenanyaggal fedett csévekben inkubaljuk, a masodik, 125I-jel6lt
poliklondlis elleanyag jelenlétében. Az inkubacios id6 letelte utan a
csOvek tartalmat ledntjik, hogy a nem kotédott 1251-jeldlt ellenanyagot
eltavolitsuk. A mintaban levé IGFBP-3 koncentracié egyenesen aranyos
a cséfalhoz kotédott 1251-jelzett anti-IGFBP-3 mennyiségével. A standard
gorbe elkészitése utdn az ismeretlen IGFBP-3 koncentraciét a gorbe
interpolacidjaval hatarozzuk meg.

A teszt 6sszefoglaldsét és magyardzatat a FUGGELEKBEN talélja meg.
FIGYELMEZTETESEK ES OVINTEZKEDESEK
Altalanos megjegyzések:

*  In vitro diagnosztikai hasznalatra.

* A kalibnrator és kontroll (ivegeket olyan rovid ideig tartsuk nyitva,
amennyire csak lehet, hogy a tulzott parolgast elkeriljuk

*  Ne keverjen 6ssze kiloénb6zé gyartasi szamu reagenseket.

*  Acimkén lathaté lejarati id6n tul egyik 6sszetevét se hasznaljuk fel.
*  Minden vizsgalathoz készitsen standardgorbét.

* Ajanlott a vizsgalat soran két parhuzamos mérést végezni.

* A kalibratorokat és a kontrollokat 6ssze kell keverni hasznalat el6tt
forgatassal vagy gyengéd keveréssel vortexelés helyett.
Alapvet6 sugarzasbiztonsagi szabalyok

Radioaktiv anyagok beszerzését, felhasznalasat és szallitasat kulon
jogszabalyok irjak el6. Az alabbi alapveté szabalyok betartasa megfelel
védelmet biztosithat:

* Radioaktiv anyagok jelenlétében ne fogyasszon ételt, italt, ne

dohanyozzon és ne hasznaljon kozmetikumokat.
*  Ne pipettazzon szajjal.

»  Kerllje a radioaktiv anyagokkal torténé érintkezést: viseljen keszty(t
és laboratériumi kdpenyt.

* Minden, radioaktiv anyaggal végzett miiveletet egy erre megfeleld,
folyosoktol és mas forgalmas teruletektél tavol esd helyen kell

elvégezni.

* Avradioaktiv reagenseket egy erre kijel6lt helyen tartott edényben kell
tarolni.

A laboratériumba érkezett radioaktiv anyagok atvételérdl és

tarolasardl vezessen jegyz6konyvet.

* Azokat a laboratoriumi eszkdzoket és lvegedényeket, amelyek
radioaktiv anyaggal szennyezd&dhettek, kulonitse el, hogy elkertlje a
kiilonb6z6 radioizotdpokkal torténd keresztszennyezédést.

»  Sugarszennyez6dés vagy radioaktiv anyag kidmlése esetén tartsa be
az erre vonatkozo eldirasokat.

* A radioaktiv hulladékot kezelie az adott orszagban érvényes
szabalyoknak medfelel6en.

Natrium azid

Néhany reagens natrium-azidot tartalmaz konzervalészerként. A
natrium-azid 6lom és réz vezetékekkel reakcidoba Iépve rendkivil
robbanékony fém-azidokat képezhet. A folyadékok kiontésénél azokat nagy
mennyiségi vizzel mossuk le az azid képzddés elkerllése érdekében [2].

Emberi eredetii anyagot

Minden szérum mintat agy kezeljiink, mint hepatitis és AIDS fert6zésre
alkalmas anyagokat és a hulladékkal az adott orszag szabalyai szerint
jarjunk el.

Az Anyag Biztonsagi Adatlapot (MSDS) kérésre elkuldjuk.
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GHS SZERINTI VESZELYESSEGI BESOROLAS

Calibrators/Controls FIGYELEM!

H317 Allergias b&rreakciot valthat
ki.

H412 Artalmas a vizi élévilagra,
hosszan tarté karosodast
okoz.

P273 Kertlni kell az anyagnak a
kornyezetbe val6 kijutasat.

P280 Védbkesztyl, védbéruha
és szemvédd/arcvédd
hasznalata kotelezé.

P333+P313 Bérirritacio vagy kiltések
megjelenése esetén: orvosi
ellatast kell kérni.

P362+P364 Az szennyezett

ruhadarabokat le kell vetni és
hasznalat el6tt ki kell mosni.
reakciétdmeg Osszetétele:
5-kloro-2-metil-4-izotiazolin
-3-on [EC# 247-500-7] és
2-metil-4-izotiazolin-3-on
[EC# 220-239-6](3:1)
<0,05%

A biztonsagi adatlap megtalalhato a kdvetkezd internetes
helyen: techdocs.beckmancoulter.com

MINTAVETEL, FELDOLGOZAS, TAROLAS ES
HIGITAS
*  Szérum a javsolt mintatipus. Ne hasznaljunk heparinizalt vagy EDTA
plazmat.

* Hagyja a szérum mintakat teljesen megalvadni centrifugalas elétt.

* A higitatlan szérum mintdk 2-8 °C-on 48 o¢ra hosszat, < -20
°C-on 8 hétig tarolhatok, aliquotokra osztva, hogy az ismételt
olvasztast-fagyasztast elkeruljik. A higitott mintak (Id. Eljaras) 2-8
°C-on 24 ¢6ra hosszat, < -20 °C-on 4 hétig tarolhatok. A mintak
felolvasztasat szobah&mérsékleten kell végezni.

+ Tipikusan a szérum mintakat IGFBP-3 zér6 kalibratorrol
1:100-szorosan szikséges higitani a teszt elvégzése el6tt. Az
esetén 1:50 IGFBP-3 zér6 kalibratorral torténd higitast kell
alkalmazni a tesztet megel6zéen. Ha a mintaban a mérendé anyag
koncentracidja nagyobb, mint a legmagasabb kalibrator értéke, a
mintat a zéro kalibratorban meg kell higitani

*+ Ha a mintdban a mérend6 anyag koncentracidja nagyobb, mint a
legmagasabb kalibrator értéke, a mintat az IGFBP-3 zér¢ kalibratorral
tovabb kell higitani és Ujra kell mérni.

TARTALOM

A natrium-azid tartositdszer robbanékony vegylleteket képezhet a fémes
lefolydvezetékekben. Lasd a NIOSH Bulletin: Explosive Azide Hazard
(8/16/76) (NIOSH koézlemény: A robbanékony azidokkal kapcsolatos
veszélyek (1976. 08. 16.)) kozleményt.

Az azidvegyuletek esetleges felhalmozddasanak elkerllése érdekében
a higitatlan reagens szennyvizlefolydba torténé kidntése utan a
szennyvizvezetéket vizzel at kell 6bliteni. A natrium-azid artalmatlanitasat a
vonatkozo helyi elirasoknak megfeleléen kell végezni.

SZALLITOTT ANYAGOK

A kitben talalhaté 6sszes reagens - a kit 2-8 °C-on torténé tarolasa esetén —
a cimkén jelzett lejarati ideig megdrzi stabilitasat. A csdvek cimkéjén jelzett
lejarati id6k a gyartd részére szogaltatnak informaciét az adott komponens
hosszu tavu eltarthatésagaval kapcsolatban. Kérjik ezt az adatot ne vegyék
figyelembe!

A feloldott vagy higitott reagensek tarolasi koérulményeivel kapcsolatos
informacié a megfelelé részben olvashaté.
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Anti-IGFBP-3 antitesttel bevont csévek: 2 x 50 cs6 (hasznalatkész)

Minden egyes mianyag cs6é bels6 falan immobilizalt kecske-anti IGFB-3
poliklonalis immunglobulint tartalmaz.

125 —jelzett anti-IGFBP-3 tracer (SARGA): 1 db 22 mL-es iiveg
(hasznalatkész)

Az Uvegcsében a gyartas napjan 370 kBq, 125l-jelzett kecske-anti
IGFB-3 poliklonalis antitestek talalhatdék, marha szérumalbumint (BSA) és
néatrium-azidot (<0,1%) valamint festéket tartalmazé pufferben.

Kalibratorok: egy db 55 mL-es 0 jelzésii (hasznalatkész) és 6t db 1-5
jelzésii uiveg (liofilizalt)

A Kkalibrator Gvegekben 0-t6l kb. 100 ng/mL IGFBP-3 taldlhaté marha
szérumalbumint (BSA) és és ProClin 300 tartalmazé pufferben. A
koncentracidk pontos értéke minden egyes ampulla cimkéjén olvashaté. A
kalibratorok ellenérzése belsd referencia anyaggal torténik. A feloldashoz
szikséges térfogat az Gveg cimkéjén olvashatd. Feloldast kdvetéen a
kalibratorok 2-8 °C-on 48 6ra hosszat, < -20 °C alatt 2 hétig tarolhatok.
Hosszabb tarolasi id6 nem javasolt.

A zér¢ kalibrator kilon is rendelhetd (kataldgus-szam: A99225)
Kontrollok: két liveg 1 és 2 jeldléssel (liofilizalt)

The Uvegek IGFBP-3-t tartalmaznak marha szérumalbumint (BSA) és
ProClin 300 tartalmazé pufferben. A feloldashoz szlkséges térfogat az
Uveg cimkéjén, a feloldas utani koncentracio a mellékelt nyomtatvanyon
olvashatd. Feloldast kvet&en a kalibratorok 2-8 °C-on 48 6ra hosszat, <-20
°C alatt 2 hétig tarolhatok. Hosszabb tarolasi id6 nem javasolt.

SZUKSEGES, DE NEM SZALLITOTT ANYAGOK
A standard laboratériumi felszerelésen kivil az alabbiak sziikségesek:

* 12 x 75 mm nem bevont polisztirol csé.

*  Teszt cs6 allvany 12 x 75 mm méretl csdveknek.

. Preciziés mikropipettak (10 pL, 50 pL és 1,0 mL).

*  Szemi-automatikus pipettak (200 pL, 3,0 mL).

Razoégép = 180 rpm fordulatszammal.

*  Vortex tipusu keverd

* Rack dekantalé vagy leszivo rendszer.

*  Abszorbens anyag a csOvek leitatasahoz.

*  125l-ra bedllitott gamma-szamlalo

*  Log-log papir vagy komputer IRMA adat-analizalé programmal.
ELJARAS
A reagensek el6készitése

Engedjék a reagenseket szobah6re melegedni és alaposan keverjék dssze
azokat gyengéd forgatassal hasznalat el6tt.

Kalibratorok and kontrollok feloldasa

Az Uvegek tartalmat a cimkén feltintetett mennyiségl desztillalt vizben
feloldjuk. Varjunk 10 percig, majd az (veg tartalmat évatosan keverjik
ossze, hogy a szétmérés el6tti habképzédést megeldzziik.

Mintak higitasa
1:100 mértékben higitsuk a human szérum mintakat IGFBP-3 zéro
kalibratorral a vizsgalat el6tt. (pl.: 10 pL szérum + 1,0 mL zér6 kalibrator).

1:50 mértéki IGFBP-3 zéro6 kalibratorral torténé higitast kell alkalmazni a
mérést megelézéen (pl.: 10 yL szérum + 500 pL zero kalibrator).

Megjegyzés: NE higitsuk az IGFBP-3 Kontrollokat és Kalibratorokat! NE
szorozzuk be a Kontrollok eredményét a mintak higitasi faktoraval!

A vizsgalat menete

Bemérés el6tt  varja
szoba-hémérsékletre.

meg, amig a reagensek felmelegednek

A kalibratorokat, kontrollokat és a betegek mintait duplikdumban mérjék.
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1. lépés 2. lépés 3.
Osszemérés * Inkubécié
Higitsa a human Inkubaljunk egy
szérummintakat éjszakan at (18-24
1:100 mértékben zér6 | h) szobahdn (18-25
kalibratorral. °C) egy 2180 rpm-re
allitott razoén.

lépés
Aktivitasmérés
Mérjen 3,0 mL desztillalt
vizet az O6sszes
cs6hoz (a «total
esemény/perc» csovet
kivéve), Az Osszes
csovet dekantalja
vagy szivja le (a «total
esemény/perc» csovet
kivéve), és forditsa
nyilasukkal lefelé egy
radioaktiv hulladék
tartalyban elhelyezett
abszorbensre.
Ismételje meg a mosasi
lépéseket 2-szer
(6sszesen 3-szori
mosas).

Az ellenanyaggal fedett
csovekhez egymas
utan adjunk:

Szivja le vagy
dekantalja az 6sszes
csovet (kivéve a
«total esemény/perc»
csoveket) tobbszori
megforditassal egy
szivacs tartoval egy
radioaktiv hulladék

gyljtéedénybe.
50 uL kalibratort, Csapja a csOveket | Mérje meg szamlaléval
kontroll vagy higitott er6sen az a kotott esemény/perc

abszorbenshez 1-2
percen at, hogy a
folyadék leitatasa
tokéletes legyen.

mintat majd azt
kévetéen azonnal 200
UL of tracert.

értékeket (B) és a
totél esemény/perc
értékeket (T) 1 percig.

Ovatosan keverjiik
Ossze az elegyet.

* Mérjen 200 pL tracer oldatot 2 cs6be a total esemény/perc

meghatarozasahoz.

EREDMENYEK

Az eredményeket a standard goérbébél interpolaciéval kapjuk meg. A goérbe
és a mintak meghatarozasaval egyidében lemért kalibratorok segitségével
meghatarozzuk a mintakban levé IGFBP-3 mennyiségét.

Standard gorbe

A min&ségbiztositasi osztalyon az eredmények szamitasa
illesztett goérbe mentén tortént, ahol a meghatarozott radioaktivitas
(esemény/perc,-esemény/percy,,) a logaritmikus fliggéleges tengelyen, a
kalibratorok analitkoncentracidja (ng/mL) pedig a logaritmikus vizszintes
tengelyen talalhato.

Mas adat redukcios eljarasok kissé eltéré eredményeket adhatnak.

Total aktivitas: 146 587 esemény/perc

Kalibratorok | IGFBP-3 esemény/ BIT (%) esemény/
(ng/mL) perc (n=2) percya —
esemény/

Percgaio

0 0 1295 - -

1 23 4252 2,05 2957

2 57 8386 4,95 7091
3 28,0 24 623 16,20 23 328
4 60,0 46 272 31,20 44 977
5 120,0 79 597 54,30 78 302

(A standard gérbe csak minta, szamitashoz nem hasznalhato)
Mintak
Mindegyik minta esetén keresse meg a cpm (esemény/perc) vagy a B/T

értékét a figgbleges tengelyen, és olvassa le a vizszintes tengelyen a hozza
tartoz6 analitkoncentraciot.

Szorozza meg a mintaeredményeket a higitasi tényezdével (pl. 100-zal).

Az eredmények a non-glikozilalt referencia anyag molekulatémege (28.75
kDa ) alapjan nmol/L-re valthaték. A ng/mL nmol/L koncentraciéra torténé
atvaltashoz szorozza meg az eredményeket 0.035-tel.

VARHATO ERTEKEK

Javasolt, hogy a labnoratériumok hatarozzak meg a sajat referencia
értékeiket. A kdvetkezd tablazatban talalhaté gyermekgyogyaszati adatokat
normal magassagu és novekedési sebességli gyermekek mintaibdl
hataroztak meg.
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Eletkor N Atlag SD (ng/mL) | Median Abszolut
(év) (ng/mL) (ng/mL) tartomany

(ng/mL)
0-1 49 1965 548 1990 1030 - 3090
1-2 42 2154 649 2080 1100 - 3620
2-3 28 2231 605 2140 1200 - 3990
3-4 18 2312 786 2120 1400 - 4250
4-5 23 2363 459 2290 1630 - 3150
5-6 19 2676 553 2720 2000 - 4230
6-7 22 2924 617 2990 2000 - 4210

(A részletekért nézzék meg a APPENDIX)

MINOSEG-ELLENORZES

A megfeleld laboratériumi eljarasokat (GLP) szabalyozé kdvetelmények
szerint id6rél idére kontrol mintakkal kell ellenérizni, hogy az eredmények
megfeleléek-e.

Amennyiben a csomagolas sérllt, vagy amennyiben az adatok a kit
teljesitdképességének romlasara utalnak, kérjik, hogy lépjen kapcsolatba
orszaganak Immunotech képvisel6jével, vagy irjon a kdvetkez6 e-mail cimre:
imunochem@beckman.com

MINOSEGI JELLEMZOK
(Tovabbi részletek a Mellékletben)

A reprezentativ adatok kizardlag szemléltetd jellegbek.
laboratériumok eredményei ettél eltérhetnek.

A kllonallo

Erzékenység

Analitikai szenzitivitas: 0,27 ng/mL

Funkcionai érzékenység: 0,31 ng/mL

Specificitas

A kovetkezé peptid hormonok 1 pug/cs6 mennyisége <3 ng/mL koncentraciét

ad: hIGFBP-1 (amnion folyadékbdl tisztitott ), rhIGFBP-2, rhIGFBP-4,
rhIGFBP-5, rhIGFBP-6, rhIGF-I, rhIGF-II.

Pontossag
Intra-assay

Ugyanabban a kisérletsorozatban 20 parhuzamos mintat vizsgaltak. A
szérum mintakra vonatkozo variacios koefficiens <4,4% volt.
Inter-assay

Mintakat duplikatban vizsgaltak 15 kulénbdzd sorozatban. A variacios
koefficiens <13,5% volt.

PI-DSL6600-02

Valéssag
Higitasi teszt

Ot szérum minta sorozathigitasat végeztilk zéré kalibratorral. The

visszanyerési szazalék 82,3% és 120% kozottinek bizonyult.
Visszanyerési teszt

Alacsony koncentracioju mintdkhoz ismert mennyiségi IGFBP-3-t adtunk. A
visszanyerési szazalék 80,1% és 116% kozottinek adodott.

Méréstartomany (analitikai szenzitivitastol a legmagasabb értéki
kalibratorig): 0.27 — kb. 100,0 ng/mL.
KORLATOZASOK

Ezen hasznalati utmutaté (IFU) be nem tartasa jelentés hatassal lehet
az eredményekre.

« A csbvek megfeleld
eredmények gyenge
eredményezhet.

leitatdsanak hianya dekantalas utan az
ismételhetéségét és hamis értékeket

* Az eredmények a beteg teljes klinikai képének (klinikai anamnézis,
egyéb vizsgalatok eredményei, mas relevans informaciok) tikrében
értelmezhetdk.

«  EDTA vagy heparinizalt plazma hasznalata nem javasolt.

A szérum |IGFBP-3 proteaz aktivitas miatt immunoreaktiv
IGFBP-3 fragmentumokat tartalmazhat. Az intakt IGFBP-3
méréséhez megel6zéen a mintak size-exclusion (méret-kizarasos)
kromatografiarjara lenne sziikség [3].

. Keruljik a reagensek és a mintak ismételt feklolvasztasat.
*  Hemolizalt, icterusos vagy lipémias mintat ne hasznaljanak.

* Megvan az esély ra, hogy a beteg mintdjaban |évé heterofil
ellenanyagok interferalnak. Azok a betegek akik rendszeresen
érintkeznek allatokkal vagy immunterapiat kaptak vagy diagnosztikai
eljaras  keretében  immunglobulinokat vagy  immunglobulin
fragmanteket kaptak, ellenanyagokat termelhetnek, azaz HAMA-t,
ami interferalhat az immuntesztekkel. llyen interferalé ellenanyagok
hibas eredményeket okozhatnak. Ovatosan értékeljék ki az olyan
betegek eredményeit, akiknél ezen antitestek létezésének gyanuja
felmerdl.
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Active® IGFBP-3 IRMA
DSL6600

IMMUNORADIOMETRYCZNA METODA DO
ILOSCIOWEGO OZNACZANIA IGFBP-3 W SUROWICY
CZLOWIEKA

ZESTAW PRZEZNACZONY JEST DO DIAGNOSTYKI IN
VITRO

ZASADA

Dwumiejscowy zestaw immunoradiometryczny (IRMA) do oznaczania biatka
3 wigzgcego insulinopodobny czynnik wzrostowy jest zestawem stosujagcym
metode kanapkowag [1]. W zestawie wykorzystane sg kozie przeciwciato
poliklonalne.  Prébki lub kalibratory sg inkubowane w probdwkach juz
pokrytych przeciwcialem monoklonalnym i kolejno dodanym przeciwciatem,
znakowanym 125l. Po inkubacji niezwigzane odczynniki sg usuwane poprzez
ptukanie probowek. llos¢ wyznakowanego 1251 przeciwciata (anti-IGFBP-3)
zwigzanego z probowka jest wprost proporcjonalna do stezenia IGFBP-3
obecnego w probie. Nieznane wartosci IGFBP-3 odczytywane sa, poprzez
interpolacje, ze stworzonej krzywej standardowe;j.

Podsumowanie i Wyja$nienia dotyczgce Testu patrz APPENDIX.
OSTRZEZENIE | SRODKI OSTROZNOSCI
Uwagi ogélne:

* Do uzytku diagnostycznego in vitro.

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

. Nie nalezy miesza¢ odczynnikéw z réznych serii produkcyjnych.

* nie wolno uzywaé sktadnikow po ich dacie waznosci podanej na
etykiecie,

« Krzywa standardowa musi
oznaczania.

by¢ wykonana podczas kazdego

»  Zalecane jest wykonywanie oznaczen w duplikatach.

«  kalibratory i kontrole nalezy delikatnie wymieszac¢ przed uzyciem; nie
mieszaé vortexem

Podstawowe zasady bezpieczenstwa podczas postepowania z
promieniowaniem

Podstawowe zasady bezpieczenstwa podczas postepowania z
promieniowaniem Wejscie w posiadanie, uzywanie, utylizacja i transfer
materiatéw radioaktywnych powinien by¢ zgodny z prawem obowigzujagcym
w kraju uzytkownika. Przestrzeganie podstawowych zasad bezpieczenstwa
przy stosowaniu materiatéw radioaktywnych powinno zapewni¢ odpowiednig
ochrone:

* Nie jes¢, nie pi¢, nie pali¢ wyrobow tytoniowych, nie aplikowaé
kosmetykow w obecnosci materiatow radioaktywnych.

. Nie pipetowac ustami.

* Nalezy unikaé wszelkich kontaktow z materiatami
promieniotwdrczymi, stosujgc rekawice i fartuch laboratoryjny.

*  Wszelkie manipulacje zwigzane z substancjami promieniotwérczymi
powinny by¢ wykonywane w wyznaczonej lokalizacji, z dala od
korytarzy i innych zattoczonych miejsc.

*  Materialy 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 ulegly kontaminacji powinny
by¢ oddzielone od pozostatych, aby nie spowodowa¢ kontaminaciji
krzyzowej réznymi radioizotopami

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

. Radioaktywne odpady powinny byé przechowywane zgodnie z
przepisami obowigzujacymi w kraju uzytkownika.

Azydek sodu

Niektére odczynniki zawierajg azydek sodu jako s$rodek konserwujacy.
Azydeksodu wchodzi w reakcje z ofowiem, miedzig lub mosigdzem, tworzac
wybuchowe zwigzki. W zwigzku z tym odczynniki zawierajgce azydek
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sodu powinny byc¢ rozcienczane duzg iloscig wody przed wylaniem ich do
kanalizacji [2].

Materiaty pochodzace od cztowieka

Wszystkie surowice nalezy tak traktowaé jakby byly materiatem do
za-kazenia hepatitis lub AIDS, a niszczenie odpadéw powinno byé¢
przeprowadzo-ne zgodnie z przepisami obowigzujgcymi w danym kraju.

Material Safety Data Sheet (MSDS) -
dostepna na zyczenie.

KLASYFIKACJA ZAGROZEN WG GHS
UWAGA

D

H317

karta charakterystyki produktu jest

Calibrators/Controls

Moze powodowac reakcje
alergiczng skory.

Dziata szkodliwie na
organizmy wodne,
powodujgc dtugotrwate
skutki.

Unika¢ uwolnienia do
Srodowiska.

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

W przypadku wystgpienia
podraznienia skory lub
wysypki: Zasiegng¢
porady/zgtosi¢ sie pod
opieke lekarza.

Zdjg¢ zanieczyszczong
odziez i wypra¢ przed
ponownym uzyciem.
mieszanina reakcyjna:
5-chloro-2-metylo-4-izotiazolino
-3-onu [EC# 247-500-7] i
2-metylo-4-izotiazolino-3-onu
[EC# 220-239-6](3:1)
<0,05%

H412

P273

P280

P333+P313

P362+P364

Karta charakterystyki jest dostepna w witrynie
techdocs.beckmancoulter.com

ZBIERANIE PROB, PRZYGOTOWYWANIE,
ROZCIENCZANIE | PRZECHOWYWANIE

zalecany typ prébek to surowica; (nie uzywaé osocza z heparyng lub

*  Przed odwirowaniem nalezy odstawi¢ prébki do wytworzenia petnego
skrzepu.

. nierozcienczone probki mozna by¢ przechowywac¢ w temperaturze
2-8°C do 48 godzin lub rozdozowane w temperaturze < -20°C
do 8 tygodni. Rozcienczone probki (patrz Procedura) mozna
przechowywa¢ w temperaturze 2-8°C do 24 godzin w temperaturze <
-20°C do 4 tygodni. Rozmrazanie prébek musi by¢ przeprowadzane
w temperaturze pokojowej;

* typowe probki surowicy nalezy przed rozpoczeciem oznaczania
rozcienczy¢ w stosunku 1:100 kalibratorem IGFBP-3 zero. Probki,
wobec ktérych istnieje przypuszczenie lub pewnos$¢, ze wykazg
niskie stezenie nalezy przed rozpoczeciem oznaczania rozcienczy¢
w stosunku 1:50 kalibratorem IGFBP-3 zero;

« jesli prébka pokazuje stezenie wigksze niz stezenie najwyzszego
kalibratora, powinna by¢ odpowiednio dalej rozcienczona kalibratorem
,ZEro” a samo oznaczenie powtorzone.

ZAWARTOSC

Srodek konserwujgcy, azydek sodu, moze tworzy¢ zwigzki wybuchowe
w kanalizacji hydraulicznej. Zob. NIOSH Bulletin: Explosive Azide Hazard
(8/16/76) (Biuletyn NIOSH: Zagrozenie wybuchowe azydkami (16.08.1976)).
Po usunieciu nierozcienczonego odczynnika nalezy przeptukaé rury
Sciekowe wodg, aby unikng¢ gromadzenia si¢ azydkéw. Azydek sodu musi
by¢ utylizowany zgodnie z odpowiednimi przepisami lokalnymi.

20 of 43



MATERIALY DOSTARCZONE

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

Warunki przechowywania otwartych i odtworzonych odczynnikéw podane sg
w odpowiednich paragrafach.

Probowki optaszczone pokryte przeciwciatem przeciw IGFBP-3: 2 x 50
probéwek (gotowy do uzycia)

Plastikowe probowki z kozig immunoglobuling poliklonalng przeciw IGFBP-3
unieruchomiong na wewnetrznej $ciance kazdej probowki.

Znacznik z  przeciwciala  (anti-IGFBP-3) przeciw IGFBP-3
znakowanego125l (ZOLTY): jedna fiolka 22 mL (gotowy do uzycia)

Na czas produkgji, fiolka zawiera 370 kBq (<10 uCi) koziego przeciwciata
poliklonalnego przeciw IGFBP-3 znakowanego 1251 w buforze zawierajacym
biatka (BSA), azydek sodu (<0,1%) oraz barwnik.

Kalibratory: jedna buteleczka 55 mL kalibrator 0 (gotowy do uzycia) i
pie¢ fiolek, oznaczone 1-5 (liofilizat)

Fiolki z kalibratorami zawierajg od 0 do okolo 100 ng/mL IGFBP-3 w buforze
z biatkami (BSA) i ProClin 300. Dokfadne stezenia sg podane na etykiecie
kazdej fiolki. Kalibratory sg wzorcowane w oparciu o wewnetrzne standardy
referencyjne. Zawarto$¢ fiolek 1-5 jest odtwarzana przez dodanie wody
destylowanej, ktorej objeto$¢ podana jest na etykiecie fiolki. Odtworzone
kalibratory mozna przechowywaé w temperaturze 2-8 °C do 48 godzin lub w
temperaturze < -20°C do 2 tygodni. Nie zaleca sie przechowywania powyzej
wskazanego okresu.

Kalibrator ,zero” moze by¢ rowniez zamoéwiony oddzielnie (kod A99225).
Kontrole: dwie fiolki oznaczone 1,2 (liofilizat)

Fiolki zawierajg IGFBP-3 w buforze z biatkami (BSA) i ProClin 300.
Oczekiwane stezenia sg podane w suplemencie dotgczonym do zestawu.
Zawartos$¢ fiolek 1,2 jest odtwarzana przez dodanie wody destylowanej,
ktérej objetos¢ podana jest na etykiecie fiolki. Odtworzone kontrole mozna
przechowywaé¢ w temperaturze 2-8 ° C do 48 godzin lub w temperaturze
<-20°C do 2 tygodni. Nie zaleca sie przechowywania powyzej wskazanego
okresu.

MATERIALY WYMAGANE, ALE
NIEDOSTARCZANE

Poza standardowym wyposazeniem laboratorium wymagane sg nastepujace
urzgdzenia:

. polistyrenowe probéwki (12 mm x 75 mm)

+  stojak na proboéwki (12 x 75 mm)

*  doktadne mikropipety (10 pL, 50 pyL i 1,0 mL).

*  potautomatyczne pipety (200 pL, 3,0 mL).
wytrzgsarka osiggajgca = 180 rpm.

*  Mieszadio wirowe (,vortex®).

« stojak gabkowy lub inne urzadzenie do dekantacji lub system
odsysajacy

*  materiat chtongcy do osuszania probowek
*  Licznik gamma do 125 J.

* papier do wykresu logarytmicznego (log-log)
komputerowy do analizy danych metody IRMA

PROCEDURA

Przygotowanie odczynnikow

lub program

Doprowadzi¢ wszystkie odczynniki do temperatury pokojowej a nastepnie
doktadnie wymiesza¢ delikatnie wstrzgsajac (przez odwracanie fiolki) przed
uzyciem.

Przygotowanie kalibratoréw i kontroli

Zawartos¢ fiolek jest odtwarzana przez dodanie wody destylowanej, ktorej
objetos¢ podana jest na etykiecie fiolki. Odczeka¢ 10 minut od odtworzenia
liofilizatu woda, nastepnie delikatnie zmiesza¢ aby unikng¢ spienienia, przed
pipetowaniem.

Rozcienczanie prébek
Probki ludzkiej surowicy nalezy, przed rozpoczeciem oznaczania,
rozciencza¢ w stosunku 1:100 kalibratorem IGFBP-3 zero. (przyktad: 10 pL
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surowicy + 1,0 mL kalibratora zero). Prébki ludzkiej surowicy, wobec ktérych
istnieje przypuszczenie lub pewnos¢, ze wykaza niskie stezenie IGFBP-3,
nalezy przed rozpoczeciem oznaczania rozcienczy¢ w stosunku 1:50
kalibratorem IGFBP-3 zero (przyktad: 10 pL surowicy + 500 pL kalibratora

zero).

Uwaga: NIE rozciencza¢ kontroli ani kalibratoréw. NIE przemnazaé
wynikéw z kontroli przez wspoétczynnik rozcienczenia prébki.

Procedura oznaczania

Wszystkie odczynnik
temperatury pokojowe;j.

przed pipetowaniem

nalezy doprowadzi¢ do

Oznacza¢ kalibratory, kontrole i probki pacjentéw w duplikatach.

ludzkiej surowicy
kalibratorem zero w
stosunku 1:100.

Do pokrytych
przeciwciatem
probéwek dodaé
kolejno:

50 yL kalibratora,
kontroli lub prébki,
nastepnie niezwiocznie
doda¢ 200 pL
znacznika.

godziny w temperaturze

pokojowej (18-25°C) na

wytrzgsarce ustawione;j
na =180 rpm.

Odciggnag¢ lub
dekantowac ptynng
zawartos$¢ probdéwek,
(poza probowkami
«catkowite cpm» ),
odwracajgc stojak
gagbkowy tak by
zawartos¢ sptyneta
do pojemniczka na
odpad radioaktywny
Strzasnaé
zdecydowanie probowki
na chtongcy materiat
aby utatwi¢ catkowite
odsaczenie, osuszac

Etap 1 Etap 2 Etap 3
Dodawanie * Inkubacja Zliczanie
Rozcienczy¢ probki Inkubowaé 18-24 Doda¢ 3,0 mL

destylowanej wody do
wszystkich probowek
poza probowkami
«catkowite cpm».
Odciggna¢ lub
dekantowac zawartos¢
probéwek, poza
probéwkami «catkowite
cpm», odwracajgc
stojak gabkowy tak by
zawartos$¢ sptyneta do
pojemniczka na odpad
radioaktywny.
Jeszcze dwukrotnie
powtdrzy¢ etap ptukania
(w sumie 3-krotne
ptukanie).

Zlicza¢ zwigzane cpm
(B) oraz catkowite cpm
(T) przez 1 min.

probowki przez 1-2
minuty.

Zmieszac delikatnie.

* Dodac¢ 200 pL znacznika do 2 dodatkowych probowek, aby otrzymac
catkowite cpm.

WYNIKI

Wyniki nalezy odczyta¢ z krzywej standardowej. Krzywa ta stuzy do
oznaczania stezenia IGFBP-3 w prébkach, mierzonego w tym samym czasie
co kalibratory.

Krzywa standardowa

Wyniki w dziale kontroli jakosci obliczano przy uzyciu krzywej skfadanej
dopasowania z oznaczong promieniotworczoscia (CpMiya-CPMkap) Na
logarytmicznej osi pionowej i stezeniem analitu w kalibratorach na
logarytmicznej osi poziomej (ng/mL).

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

Catkowita aktywnos¢: 146 587 cpm
Kalibratory IGFBP-3 cpm (n=2) BIT (%) (cpmyy —
(ng/mL) CPMyaio)
0 0 1295 - -
1 2,3 4252 2,05 2957
2 57 8386 4,95 7091
3 28,0 24 623 16,20 23 328
4 60,0 46 272 31,20 44 977
5 120,0 79 597 54,30 78 302

(Przyktadowe warto$ci do krzywej wzorcoweyj, nie do zastosowania)
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Prébki

W przypadku kazdej probki nalezy zlokalizowa¢ warto$¢ cpm lub B/T na osi
pionowej i odczyta¢ odpowiednie stezenie analitu na osi poziome;.

Pomnozy¢ wyniki probki przez wspoétczynnik rozcienczenia (np. 100).

Wyniki mozna przeliczy¢ na nmol/L w oparciu o mase czgsteczkowg
nie-glikozylowanego standardu referencyjnego (28.75 kDa). Aby przeliczy¢
ng/mL na nmol/L pomnéz wynik przez 0.035.

OCZEKIWANE WARTOSCI

Kazde laboratorium powinno ustali¢ wtasne wartosci normalne. Ponizsze
dane oraz dane w suplemencie ,Appendix” sg rezultatem badan w wielu
osrodkach. Dane pediatryczne w ponizszej tabeli uzyskano od dzieci z nie
odbiegajacymi od normy wagg i wzrostem.

Wiek N Srednia SD Median Catkowity
(lat) warto$é | (odchylenie | (ng/mL) |zakres (ng/mL)
(ng/mL) |standardowe)
(ng/mL)
0-1 49 1965 548 1990 1030 - 3090
1-2 42 2154 649 2080 1100 - 3620
2-3 28 2231 605 2140 1200 - 3990
3-4 18 2312 786 2120 1400 - 4250
4-5 23 2363 459 2290 1630 - 3150
5-6 19 2676 553 2720 2000 - 4230
6-7 22 2924 617 2990 2000 - 4210

(Szczegoly, patrz APPENDIX)

KONTROLA JAKOSCI

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

Odbiegajace od normy rezultaty dla préb kontrolnych moga bowiem
wskazywac na nieprecyzyjnos¢ czynnosci w czasie oznaczania, niewtasciwe
uzytkowanie probek lub wadliwo$¢ odczynnikéw. W przypadku wadliwosci
zestawu lub jesli uzyskane dane odbiegajg od normy prosimy o kontakt z
lokalnym dystrybutorem lub na adres: imunochem@beckman.com

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

Reprezentatywne dane sg przedstawiane tylko do celow ilustracyjnych.
Uzyskiwane parametry moga sie rézni¢ w zaleznosci od laboratoriow.

Czutosé

Analalityczna czutosé: 0,27 ng/mL
Czutos¢ funkcjonalna: 0,31 ng/mL
Specyficznosé

Nastepujace hormony peptydowe w ilosci 1 pg/probéwke daty stezenie <3
ng/mL: hIGFBP-1 (oczyszczone wody ptodowe), rhIGFBP-2, rhiIGFBP-4,
rhIGFBP-5, rhIGFBP-6, rhIGF-I, rhIGF-II.

PI-DSL6600-02

Precyzja
Wewnatrz zestawu

Probki z tej samej serii byly oznaczane 20 razy. Wspotczynniki wariancji
wyniosty <4,4%.

Miedzy oznaczeniami

Probki byly oznaczane w duplikatach w 15 réznych seriach. Wspoétczynniki
wariancji wyniosty £13,5%.

Kontrola doktadnosci
Test rozcienczania

Probki surowicy byty seryjnie rozcienczane kalibratorem zero. Procentowe
odzyski obliczono w zakresie 82,3% do 120%.

Test odzysku

Do prébek surowicy o niskim stezeniu dodano probki o znanej zawartosci
IGFBP-3. Procentowe odzyski obliczono w zakresie 80,1% do 116%.

Zakres pomiarowy (od czutosci analitycznej testu do stezenia najwyzszego
kalibratora): 0.27 do okolo 100,0 ng/mL

OGRANICZENIA

Niestosowanie sie do instrukcji uzywania moze znaczgco wptyng¢ na
wyniki

* Niewystarczajgce osuszenie probowek po dekantacji moze

spowodowac stabg replikacje i btedne wartosci.

*  Wyniki powinny by¢ interpretowane w $wietle catkowitego obrazu
klinicznego pacjenta, wigczajgc historie choroby, dane z innych
testéw i inne stosowne informacje.

* Nie zaleca sie uzywania osocza z heparyng lub EDTA jako prébek.

Surowica, w ktorej wystepuje aktywno$¢ IGFBP-3 proteazy,
moze zawiera¢ immunoreaktywne fragmenty IGFBP-3.  Pomiar
IGFBP-3-intact w tych préobkach moze wymagaé wstgpnego
przeprowadzenia chromatografii rozmiaréw wykluczajgcych [3].

* Nalezy unika¢ wielokrotnego zamrazania i rozmrazania skfadnikéw
zestawu oraz probek.

* Nie uzywa¢ zhemolizowanych, zéttaczkowych i lipemicznych probek.

*  Przeciwciata heterofiliczne obecne w prébkach pacjenta moga
zaktéci¢ prawidtowe oznaczanie. Pacjenci majgcy kontakt ze
zwierzetami badz poddani immunoterapii lub innym metodom
diagnostycznym z uzyciem immunoglobulin lub ich fragmentéw moga
produkowac przeciwciata takie jak np.: HAMA zaktocajgce wiasciwe
oznaczanie zestawem i mogace by¢ powodem bfednych wynikéw.
Wyniki pacjentéw podejrzanych o obecnos¢ podobnych przeciwciat
nalezy podda¢ uwaznej analizie.
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Active® IGFBP-3 IRMA
DSL6600

IMUNORADIOMETRICKE KVANTITATIVNi STANOVENI
INSULIN-LIKE GROWTH FACTOR BINDING PROTEIN
(IGFBP-3) V LIDSKEM SERU

TOTO STANOVENIi JE URCENO PRO DIAGNOSTICKE
POUZITI IN VITRO

PRINCIP

Imunoradiometrické stanoveni IGFBP-3 (Insulin-like Growth Factor Binding
Protein-3) je stanoveni typu "sandwich® [1]. V soupravé je pouzita kozi
polyklonalni protilatka.  Vzorky a kalibratory se inkubuji v protilatkou
potazenych zkumavkach, spole¢né s protilatkou znacenou 125I. Po inkubaci
se obsah zkumavek vymyje, aby se odstranila nenavazana znacena
protilatka. Vazana aktivita 1251 se poté méfi na gama-CitaCi. Koncentrace
IGFBP-3 ve vzorcich je pfimo umérna zméfené radioaktivité a ziska se
interpolaci z kalibracni kfivky.

Souhrn a vyklad stanoveni jsou uvedeny v priloze “APPENDIX".
VAROVANI A OPATRENI
Obecné poznamky:

*  Pro diagnostické ucely in vitro.

»  LahviCky s kalibratory a kontrolnimi vzorky nechavejte oteviené jen po
nejnutnéjsi dobu, aby nedochazelo k odparovani.

*  Nemichejte substance ze souprav rliznych Sarzi.

. Nepouzivejte Zadnou sloZzku po uplynuti doby exspirace uvedené na
jejim Stitku.

*  Pro kazdou novou sérii analyz je nutné provést novou kalibraci.

. Doporucuje se provadét stanoveni v duplikatech.

«  Kalibratory a kontroly se musi pfed pouzitim promichat pfevracenim,
spi$ nez na vibraénim michadle vortex.

Zakladni pravidla radiaéni bezpeénosti
Tento radioaktivni material mohou pfijimat, skladovat a pouzivat pouze
pracovisté, ktera splfiuji platné zakonné predpisy upravujici podminky
pro bezpecné nakladani s otevienymi radionuklidovymi zafici. PFi praci s
radioaktivnimi latkami dodrZujte nasledujici pravidla:
*  V&echny radioaktivni latky musi byt skladovany v plvodnim baleni a
jen na mistech k tomu uréenych.
*  Nepipetujte usty.
. PFi praci s radioaktivnimi materialy zamezte kontaktu s nimi pouzitim
rukavic a laboratorniho plaste.

« VeSkera manipulace s radioaktivnimi latkami musi
v pfisluSnych prostorach oddélenych od chodeb a
frekventovanych mist.

probihat
jinych

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

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

*  Povrch pracovnich stold, 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

postupuijte podle stanovenych predpis(.
» Radioaktivni odpad likvidujte v souladu s platnymi zadkony a predpisy.
Azid sodny

Nékteré substance jsou konzervovany azidem sodnym. Azid sodny mize
reagovat s olovem, médi nebo mosazi za vzniku pfislusnych vybusnych
azidu. Proto likvidované reagencie splachujte velkym mnozstvim vody [2].

Material lidského ptvodu

Se vS8emi krevnimi vzorky musi byt manipulovano jako s potencialné
infekénimi (hepatitis, nebo AIDS). Veskery vznikly odpad je tfeba likvidovat
podle platnych predpisu.

Bezpecnostni list materialu (MSDS) Ize dodat na pozadani.
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KLASIFIKACE NEBEZPECi PODLE GHS

Calibrators/Controls VAROVANI

H317 Muze vyvolat alergickou
kozni reakci.

H412 Skodlivy pro vodni
organismy, s dlouhodobymi
ucinky.

P273 Zabrafite uvolnéni do
Zivotniho prostfedi.

P280 Pouzivejte ochranné
rukavice, ochranny odév
a ochranné bryle/obli¢ejovy
Stit.

P333+P313 Pfi podrazdéni kuze
nebo vyrazce: Vyhledejte
lékafskou pomoc/osetteni.

P362+P364 Kontaminované ¢asti odévu

svléknéte a pfed pouzitim
vyperte.

reakéni hmota:
5-chloro-2-metyl-4-izotiazolin
-3-on [EC# 247-500-7] a
2-metyl-4-izotiazolin-3-on
[EC# 220-239-6] (3:1)
<0,05 %

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

SBER A PRIPRAVA, SKLADOVANI A REDENI
VZORKU

Odebirejte vzorky krve do zkumavek bez aditiv. Nepouzivejte vzorky
plazmy (EDTA, heparin).

*  Vzorky séra nechejte pfed odstfedénim naleZité srazit.

* Nefedéné vzorky Ize skladovat pfi 2-8 °C, jestlize bude stanoveni
provedeno do 48 hodin. Pfi del$im skladovani (nejdéle 8 tydnu) je
nutno vzorky rozdélit na alikvoty a zamrazit pfi <-20 °C. Zfedéné
vzorky (viz Postup) se mohou skladovat pfi 2-8 °C do 24 hodin nebo
pfi < -20 °C do 4 tydnd. Rozmrazovani provadéjte pfi laboratorni
teploté.

« Bézné vzorky fedte pred stanovenim 1:100 nulovym kalibratorem.
Vzorky, u nichz se ofekava nizky obsah IGFBP-3 se fedi nulovym
kalibratorem 1:50.

* Pokud obsahuji vzorky vys$Si koncentraci, nez je koncentrace
nejvy$siho kalibratoru, je tfeba je dale zfedit nulovym kalibratorem a
znovu analyzovat.

OBSAH

Konzervacni €inidlo azid sodny mlze v kovovém odpadnim vedeni vytvaret
vybusné slouceniny. Viz NIOSH Bulletin: Explosive Azide Hazard (Bulletin
NIOSH: Nebezpeci vybusného azidu) (16. 8. 1976).

Po vypusténi nefedéné reagencie proplachnéte odpadni potrubi vodou,
aby se nehromadily azidové slouceniny. Likvidace azidu sodného musi byt
provadéna podle pfislusnych mistnich predpisu.

POSKYTNUTE MATERIALY

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

Skladovaci podminky pro reagencie po rekonstituci jsou uvedeny v
prisluSnych kapitolach.

Zkumavky potazené protilatkou proti IGFBP-3: 2 x 50 kusu; pfipraveny k
pouziti.

Plastové zkumavky, potazené kozim imunoglobulinem proti IGFBP-3 na
vnitfni sténé kazdé zkumavky.
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Radioindikator protilatka proti IGFBP-3-1251 (ZLUTY): 1 lahviéka (22 ml);
pfipraven k pouziti.

Lahvicka obsahuje ke dni vyroby 370 kBq (<10 uCi) 1251 znacené
polyklonalni protilatky proti IGFBP-3 v tlumivém roztoku s proteiny, azidem
sodnym (<0,1 %) a barvivem.

Kalibratory: 1 lahvicka (55 ml, oznacena 0); pfipravena k pouziti + 5
lahvicek, ozna¢enych 1-5; lyofilizaty

Lahvi¢ky obsahuji od 0 do pfiblizné 100 ng/ml IGFBP-3, v tlumivém roztoku
s proteiny a ProClinem 300. Pfesné koncentrace jsou uvedeny na Stitcich
lahvi¢ek. Hodnoty kalibratort byly nastaveny pomoci interniho referenéniho
materialu. Obsah lahvi¢ek 1-5 se rozpusti v destilované vodé, jejiz objem je
uveden na §titku lahvicky. Po rekonstituci skladujte pfi 2-8 °C do 48 hodin,
nebo pfi <-20 °C, do 2 tydnl. DelSi skladovani se nedoporucuje.

Nulovy kalibrator je mozno objednat i samostatné (kat.¢. A99225).
Kontrolni vzorky: 2 lahvicky oznacené 1, 2; lyofilizaty.

Lahvi€ky obsahuji IGFBP-3, lyofilizovany v tlumivém roztoku s proteiny a
ProClinem 300. Koncentraéni rozsah o¢ekavanych hodnot je uveden v
pfiloze navodu. Obsah lahvi¢ek 1-2 se rozpusti v destilované vodé, jejiz
objem je uveden na Stitku lahvi¢ky. Po rekonstituci skladujte pfi 2-8 °C do
48 hodin, nebo pfi <-20 °C, do 2 tydnd. Del$i skladovani se nedoporucuje.

VYZADOVANE, ALE NEPOSKYTNUTE
MATERIALY

Kromé obvyklého laboratorniho zafizeni je pro analyzu potfebné nasledujici
vybaveni:

. 12x75 mm plastové zkumavky pro stanoveni ,totalu®,
»  stojanek pro zkumavky rozmeéru 12 x 75 mm,
. presna mikropipeta (10 pl, 50 pl a 1,0 ml),
»  poloautomaticka pipeta (200 pl, 3,0 ml),
horizontalni trepacka (= 180 kmitd /min),
*  Vibra¢ni michadlo.
» stojanek s drzakem zkumavek pro dekantaci nebo vyvéva
. FiltraCni papir pro osu$eni zkumavek.
*  Gama-¢itacg, kalibrovany na 125I.

* log-log papir nebo pocita¢ s programem pro vyhodnocovani analyz
IRMA.

POSTUP
Priprava a skladovani reagencii

Vytemperujte vSechny reagencie na
promichejte jemnym prevracenim.

laboratorni teplotu a Ffadné je

Priprava kalibrator( a kontrolnich vzorku

Obsah lahviCek se rozpusti v destilované vodg, jejiz objem je uveden na Stitku
lahvicky. Po pfidani vody nechte volné rozpoustét 10 minut a potom lehce bez
napénéni promichejte.

Redéni vzorku

Vzorky fedte pfed stanovenim 1:100 nulovym kalibratorem (napf. 10 ul séra
+ 1,0 ml nulového kalibratoru). Vzorky, u nichz se oekava nizky obsah
IGFBP-3, fedte pfed stanovenim 1:50 (napf. 10 pl séra + 500 pl nulového
kalibratoru).

Poznamka: kalibratory a kontroly NEREDTE. Vysledky kontrol NENI
treba nasobit Ffedicim faktorem.

Schéma postupu
Nechte reagencie pred pipetaci vytemperovat na laboratorni teplotu.
Kalibratory, kontrolni vzorky a neznamé vzorky analyzujte v duplikatech.
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Krok 1 Krok 2 Krok 3
Pipetace* Inkubace Méreni
Zfedte vzorky séra Inkubujte pfes noc Pfidejte 3,0 ml

1:100 nulovym
kalibratorem.

(18-24h) pfi laboratorni
teploté 18 - 25 °C, za
stalého tfepani 2180

kmitd/min.
Odsajte nebo vylijte
obsah zkumavek do
radioaktivniho odpadu
(s vyjimkou 2 zkumavek
pro ,total®).
Po vyliti oklepnéte
zkumavky na savy
podklad a nechte je
obracené 1-2 minuty.

destilované vody do
vSech zkumavek (s
vyjimkou 2 zkumavek
pro total®).
Odsajte nebo vylijte
obsah zkumavek a
zopakujte promyti 2 x
— celkem 3 promyti.

Do potaZzenych
zkumavek pipetujte
na dno postupné:

50 pl kalibratoru,
kontroly nebo vzorku,
okamzité pfidejte 200

ul radioindikatoru.

Promichejte.
* Napipetujte po 200 pl radioindikatoru do 2 nepotazenych zkumavek pro
zjisténi celkové aktivity.

VYSLEDKY

Vysledky jsou ziskany prolozenim z kalibraéni kfivky. Kfivka slouzi k uréeni
koncentrace IGFBP-3 pouze ve vzorcich méfenych soucasné s kalibratory.

Méfte po dobu 1 min.
vazanou aktivitu (B) a
celkovou aktivitu (T).

Kalibraéni kfivka

Vysledky v oddéleni kontroly kvality jsou vypocéteny za pouziti kfivky
spline s parametrem urcené radioaktivity (cpmy.-cpmy.0) Na svislé ose log
a koncentraci analytu kalibrator(i na vodorovné ose log (ng/ml).

Jiné metody zpracovani mohou davat mirné rozdilné vysledky.

Celkova aktivita: 146 587 cpm
Kalibratory IGFBP-3 cpm (n=2) BIT (%) CPMial. —

(ng/ml) CPMial.0
0 0 1295 - -
1 2,3 4 252 2,05 2 957
2 57 8 386 4,95 7 091
3 28,0 24 623 16,20 23 328
4 60,0 46 272 31,20 44 977
5 120,0 79 597 54,30 78 302

(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.

Vysledky vzork( vynasobte faktorem zfedéni (napf. 100).

Pfepocet koncentraci z ng/ml na nmol/l je zaloZzen na molekulové hmotnosti
neglykosylovaného referenéniho standardu (28,75 kDa) a provede se
vynasobenim vysledkd v ng/ml &islem 0,035.

OCEKAVANE HODNOTY

Kazda laboratof by si méla stanovit vlastni rozmezi referenénich hodnot.
Hodnoty uvedené v tabulce a v Apendixu jsou z vysledkem studie z mnoha
center. Data pro déti v nasledujici tabulce byla ziskana ze vzork( od déti s
normalni vyskou a normalnim vzrastem.

Vék (let) N Primér | SD (ng/ml) | Median Absolutni

(ng/ml) (ng/ml) |rozsah (ng/ml)
0-1 49 1 965 548 1990 | 1030-3090
1-2 42 2 154 649 2080 | 1100-3620
2-3 28 2 231 605 2140 | 1200 -3990
3-4 18 2312 786 2120 | 1400 -4 250
4-5 23 2 363 459 2290 | 1630-3150
5-6 19 2 676 553 2720 | 2000 -4 230
6 - 22 2 924 617 2990 | 2000-4210

(podrobnosti jsou uvedeny v priloze “APPENDIX”)

KONTROLA KVALITY

Spravna laboratorni praxe pfedpoklada, Ze se kontrolni vzorek pouziva v
kazdé kalibraci, aby se zajistila kontrola kvality ziskanych vysledkd. Kontrolni
vzorky musi byt zpracovany stejnym zplsobem jako neznamé vzorky a k
vyhodnoceni vysledk( se maji pouZzit vhodné statistické metody.

Jestlize kontrolni vzorky neposkytnou nalezité hodnoty, miZze to byt znamkou
nepfesné manipulace, nespravného nakladani se vzorky nebo znehodnoceni
reagencii. V pfipadé zavazného posSkozeni obalu, nebo jestlize ziskané
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vysledky nejsou ve shodé s analytickymi parametry stanoveni, kontaktujte
prosim nase odborné pracovniky. E-mail: imunochem@beckman.com

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: 0,27 ng/ml
Funkéni citlivost: 0,31 ng/ml.
Specifita

1 pg/zkumavku nasledujicich peptidi dava vysledky <3 ng/ml: hIGFBP-1
(pFecistény z plodové vody), rhIGFBP-2, rhIGFBP-4, rhIGFBP-5, rhIGFBP-6,
rhIGF-I, rhIGF-II.

Presnost
Intra-assay

Vzorky byly analyzovany 20x v jednom stanoveni. Hodnota variaéniho

koeficientu byla mensi nebo rovna 4,4 %.
Inter-assay

Vzorky byly analyzovany duplikatech v 15 nezavislych analyzach. Hodnota
variaéniho koeficientu byla mensi nebo rovna 13,5 %.

Spravnost
Test redéni

Vzorky s vysokou koncentraci byly postupné Ffedény a analyzovany.
Namérené hodnoty ,recovery” se pohybovaly v rozmezi 82,3 % az 120 %.

Test ,,recovery“

Ke vzorkdm s nizkou hladinou IGFBP-3 byla pfidana riizna znama mnozstvi
IGFBP-3 a vzorky byly analyzovany. Naméfené hodnoty ,recovery” se
pohybovaly v rozmezi 80,1 % az 116 %.
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Rozsah stanoveni (od analytické citlivosti do nejvy$siho kalibratoru): 0,27 do
pfiblizné 100 ng/ml.

OMEZENI
* Nedodrzeni instrukci uvedenych v tomto navodu muze vést k
nespravnym vysledkdm.
*  Nedostate¢né osuseni zkumavek po dekantaci mize vést k
nepfesnym vysledkdm.

*  Vysledky stanoveni by mély byt interpretovany ve svétle celkového
klinického obrazu pacienta véetné anamnézy, udaji z dalSich testl a
jinych vhodnych informaci.

*  Nedoporucuje se pouziti plazmy (EDTA, heparin).

Vzorky séra, obsahujici proteazu, Stépici IGFBP-3, mohou obsahovat
imunoreaktivni fragmenty IGFBP-3. Takové vzorky je tfeba pred
stanovenim intaktni molekuly IGFBP-3 upravit pomoci ,size exclusion®
chromatografii [3].

* Vyhnéte se opakovanému zmrazovani a rozmrazovani reagencii a
vzorkd.

*  Nepouzivejte hemolyzované, ikterické ani lipemické vzorky.

» 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 vyuZzivajici imunoglobuliny nebo
fragmenty imunoglobulini, 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
pacientl, u nichz existuje podezfeni na pfitomnost takovychto
protilatek, posuzujte s opatrnosti.
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IMUNORADIOMETRICKE KVANTITATIVNE STANOVENIE
INSULIN-LIKE GROWTH FACTOR BINDING PROTEIN
(IGFBP-3) V LUDSKOM SERE

TOTO STANOVENIE JE URCENE PRE DIAGNOSTICKE
POUZITIE IN VITRO.

PRINCIP

Imunoradiometrické stanovenie IGFBP-3 (Insulin-like Growth Factor
Binding Protein-3) je stanovenie typu "sandwich“ [1]. V suprave je
pouzitd polyklonalna kozie protilatka. Vzorky a kalibratory sa inkubuju v
skumavkach potiahnutych protilatkou spolo¢ne s protilatkou znacenou 125I.
Po inkubacii sa obsah skumaviek vymyje, aby sa odstranila nenaviazana
znaCena protilatka. Viazana aktivita 1251 sa potom meraju na gama-citaci.
Koncentracia IGFBP-3 vo vzorkach je priamo Umerna zmeranej radioaktivite
a ziska sa interpolaciou z kalibranej krivky.

Suhrn a vyklad stanoveni su uvedené v prilohe “APPENDIX*.
VYSTRAHA A OPATRENIA
Obecné poznamky:

* Na in vitro diagnostické pouzitie.

*  Fla8tiCky a kalibratormi a kontrolnymi vzorkami nechavajte otvorené
¢o najkratSie, aby nedochadzalo k odparovaniu.

*  NemieSajte substancie zo suprav réznych Sarzi.

*  NepouZivajte Ziadnu zloZku po uplynuti exspiracie uvedenej na jej
Stitku.

*  Ku kazdému radu stanoveni je treba vzdy stanovit novu kalibra¢nu
zavislost.

»  Doporucuje sa robit’ stanovenia v duplikatoch.

»  kalibratory a kontroly sa musia pred pouzitim premie$at’ prevracanim,
skoér ako na vibracnom mieSadle vortex.

Zakladné pravidla radiacnej bezpecnosti
Tento radioaktivny material mézu prijimat, skladovat a pouzivat iba
pracoviska, ktoré splfiaju platné zakonné predpisy upravujuce podmienky
pre bezpeéné 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.
. Nepipetujte ustami.
* Pouzivanim rukavic a laboratérneho plasta zabrarte kontaktu
s radioaktivnymi materialmi.
*  VSetky manipulacie s radioaktivnymi latkami by sa mali vykonavat na
vhodnom mieste mimo chodieb a inych rusnych priestorov.
eV laboratériach uréenych na pracu s radioaktivnymi latkami je
zakazané jest, pit, fajcit, liCit sa a pod.
*  Obalovy materidl, 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 uniku 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 mnozstvom vody [2].

Material l'udského pévodu

So vSetkymi krvnymi vzorkami sa musi manipulovat ako s potencialne
infekénymi (hepatitis alebo AIDS). VSetok vzniknuty odpad treba likvidovat
podla platnych predpisov.

Bezpecnostny list materialov (MSDS) mozno dodat' na poziadanie.
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KLASIFIKACIA RIZIK PODLA GHS

Calibrators/Controls POZOR

H317 Moze vyvolat alergicku
koznu reakciu.

H412 Skodlivy pre vodné
organizmy, s dlhodobymi
Ucinkami.

P273 Zabrafite uvolneniu do
zivotného prostredia.

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

P333+P313 Ak sa objavi podrazdenie
koze alebo vyrazky:
vyhladajte lekarsku
pomoc/starostlivost.

P362+P364 VSetky kontaminované

Casti odevu vyzledte a pred
pouzitim vyperte.

reakéna hmota:
5-chlér-2-metyl-4-izotiazolin
-3-6n [EC# 247-500-7] a
2-metyl-4-izotiazolin-3-6n
[EC# 220-239-6] (3:1) <0,05
%

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

ZBER A PRIPRAVA, SKLADOVANIE A
RIEDENIE VZORIEK

Odoberajte vzorky krvi do skumaviek bez aditiv. Nepouzivajte vzorky
plazmy (EDTA, heparin).

*  Vzorky krvi nechajte pred centrifugaciou uplne vyzrazat.

*  Neriedené vzorky mozno skladovat pri 2-8 °C, ak bude stanovenie
uskutonené do 48 hodin. Pri diSom skladovani (najdlhSie 8 tyzdriov)
je nutné vzorky roydelit' na alikvoty a zamrazit' pri < -20 °C. Zriedené
vzorky (vid Postup) sa mézu skladovat pri 2-8 °C do 24 hodin alebo pri
< -20 °C do 4 tyzdnov. Rozmrazovanie robte pri laboratérnej teplote.

* Bezné vzorky riedte pred stanovenim 1:100 nulovym kalibratorom.
Vzorky, u ktorych sa o€akava nizky obsah IGFBP-3 sa riedia nulovym
kalibratorom 1:50.

*  Pokial obsahuju vzorky vysSiu koncentraciu ako je koncentracie
najvyssieho kalibratoru, je treba ich dalej zriedit nulovym kalibratorom
a znovu analyzovat.

OBSAH

Konzervacéné ¢€inidlo azid sodny mdze v kovovej kanalizacnej sieti vytvarat
vybus$né zluceniny. Vid bulletin NIOSH: Nebezpecéenstvo vybusného azidu
(16. 8. 1976).

Aby nedos$lo k moZznému nahromadeniu azidovych zlu€enin, po likvidacii
neriedeného ¢inidla vyplachnite potrubie vodou. Likvidacia azidu sodného
musi prebiehat v sulade s prisluSnymi miestnymi predpismi.

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 zloZiek sa vztahuju iba na dlhodobé skladovanie u
vyrobcu pred kompletizaciou suprav. Neberte na ne, prosim, ohlad.

Podmienky pre skladovanie reagencii po rekonstitucii su uvedené v
prisluSnych kapitolach.

Skumavky potiahnuté protilatkou proti IGFBP-3:
pripravené k pouzitiu.

2 x 50 kusov;

Plastové skiamavky, potiahnuté kozim imunoglobulinom proti IGFBP-3 na
vnutornej stene kazdej skumavky.
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Radioindikator protilatka proti IGFBP-3-1251 (ZLTY): 1 flasti¢ka (22 ml);
pripravené k pouZitiu.

Frasti¢ka obsahuje ku driu vyroby 370 kBq (<10 uCi) 1251 znacenej protilatky
proti IGFBP-3 v timivom roztoku s proteinmi, azidom sodnym (<0,1 %) a
farbivom.

Kalibratory: 1 frasticka (55 ml, oznacena 0); pripravena k pouzitiu + 5
frasticiek, oznacenych 1-5; lyofilizaty.

Frasticky obsahuju od 0 do priblizne 100 ng/ml IGFBP-3, v timivom roztoku
s proteinmi a ProClinom 300. Presné koncentracie su uvedené na Stitkoch
frasticiek. Kalibratory su verifikované internym referenénym Standardom.
Obsah ffasticiek 1-5 sa rozpusti v destilovanej vode, ktorej objem je uvedeny
na $titku kazdej flasticky. Po rekonstitucii skladujte pri 2-8 °C do 48 hodin,
alebo pri < -20 °C, do 2 tyzdriov. DIhSie skladovanie sa neodporuca.

Nulovy kalibrator mozno objednat i samostatne (kat. ¢.A99225).
Kontrolné vzorky: 2 flasticky oznacéené 1, 2; lyofilizaty.

Frasticky obsahuju IGFBP-3, lyofilizovany v timivom roztoku s proteinmi a
ProClinom 300. Koncentraény rozsah o€akavanych hodnét je uvedeny v
prilohe navodu. Obsah flastiCiek 1-2 sa rozpusti v destilovanej vode, ktorej
objem je uvedeny na Stitku flasticky. Po rekonétitucii skladujte pri 2-8 °C do
48 hodin, alebo pri <-20 °C, do 2 tyzdfiov. DIhSie skladovanie sa neodporuca.

POTREBNY MATERIAL, KTORY SA
NEPOSKYTUJE

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

. 12x75 mm plastové skumavky, pre stanovenie ,totalu®,
»  stojan pre skiumavky rozmeru 12 x 75 mm,
. presna mikropipeta (10 pl, 50 pl a 1,0 ml),
»  poloautomaticka pipeta (200 pl, 3,0 ml),
horizontalna trepacka (= 180 kmitov/min)
*  Vibra¢né mieSadlo.
«  stojan s drziakom skumaviek — pre dekantaciu, alebo vyveva
» filtraény papier pre osu$enie skumaviek,
*  Gama-merac kalibrovany na 125I.

* log-log papier alebo pocita¢ s programom pre vyhodnocovanie analyz
IRMA.

POSTUP
Priprava reagencii

Vytemperujte vSetky reagencie na riadne ich

premieSajte jemnym prevracanim.

laboratérnu teplotu a

Priprava kalibratorov a kontrolnych vzoriek

Obsah flastiCiek sa rozpusti v destilovanej vode, ktorej objem je uvedeny na
Stitku flasticky. Po pridani vody nechajte volne rozpustat 10 minat a potom
lahko bez napenenia premieSajte.

Riedenie vzoriek

Vzorky riedte pred stanovenim 1:100 nulovym kalibratorom (napr. 10 ul séra
+ 1,0 ml nulového kalibratoru). Vzorky, u ktorych sa oCakava nizky obsah
IGFBP-3 riedte pred stanovenim 1:50 (napr. 10 pl séra + 500 pl nulového
kalibratoru).

Poznamka: kalibratory a kontroly NERIEDTE. Vysledky kontrol NIE JE
treba nasobit’ riediacim faktorom.

Schéma postupu
Nechajte reagencie pred pipetovanim vytemperovat na laboratérnu teplotu.
Kalibratory, kontrolné vzorky a nezname vzorky analyzujte v duplikatoch.

PI-DSL6600-02

Krok 1 Krok 2 Krok 3
Pipetacia * Inkubacia Meranie
Zriedte vzorky séra Inkubujte cez noc Pridajte 3,0 ml

1:100 nulovym
kalibratorom.

(18-24h) pri laboratérnej
teplote 18 - 25 °C, za
staleho trepania 2180

kmitov/min.
Odsaijte alebo vylejte
obsah skumaviek
do radioaktivheho

odpadu (s vynimkou 2
skumaviek pre ,total®).
Oklepte skimavky na

savy podklad a nechajte
je obratené 1-2 minuty.

destilovanej vody do
vSetkych skumaviek (s
vynimkou 2 skumaviek
pre total®).

Odsaijte alebo vylejte

obsah skumaviek a
zopakujte premytie 2 x
— celkom 3 premytia.

Do potiahnutych
skumaviek pipetujte
na dno postupne:

50 pl kalibratora,
kontroly alebo vzorky,
okamzite 200 pl
radioindikatora.
PremieSajte.

* Napipetujte po 200 pl radioindikatora do 2 nepotiahnutych skimaviek na

zistenie celkovej aktivity.

VYSLEDKY

Vysledky su ziskané preloZzenim z kalibracnej krivky. Krivka sluzi k uréeniu
koncentracie IGFBP-3 iba vo vzorkach meranych su¢asne s kalibratormi

Merajte po dobu 1 min.
viazanu aktivitu (B) a
celkovu aktivitu (T).

Kalibra¢na krivka

Vysledky boli na oddeleni kontroly kvality vypocitané preloZzenim krivky
metddou spline v grafe s hodnotami stanovenej radioaktivity (cpmya-cpmyar)
na logaritmickej vertikalnej osi a koncentraciami analytov v kalibratoroch na
logaritmickej horizontalnej osi (ng/ml).

Iné metddy spracovania mézu davat mierne rozdielne vysledky.

Celkova aktivita: 146 587 cpm
Kalibratory IGFBP-3 cpm (n=2) BIT (%) CPMyal. —

(ng/ml) CPMkal0
0 0 1295 - -
1 2,3 4252 2,05 2957
2 57 8386 4,95 7091
3 28,0 24 623 16,20 23 328
4 60,0 46 272 31,20 44 977
5 120,0 79 597 54,30 78 302

(Priklad typického stanovenia, nepouZivajte pre vypocet.)
Vzorky

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

Vysledky zo vzoriek vynasobte faktorom riedenia (napr. 100).

Prepocet koncentracii z ng/ml na nmol/l je zaloZzeny na molekulovej
hmotnosti neglykozylovaného referenéného Standardu (28,75 kDa) a urobi
sa vynasobenim vysledkov v ng/ml ¢islom 0,035.

OCAKAVANE HODNOTY

Kazdé laboratorium by si malo stanovit' vlastné rozmedzie referencénych
hodnét. Hodnoty uvedené v tabulke a v Apendixe su vysledkom S$tudie z
mnoho centier. Data pre deti v nasledujlcej tabulke boli ziskané zo vzoriek
od deti s normalnou vyskou a normalnym vzrastom.

Vek N Priemer | SD (ng/ml) | Median Absolutny
(rokov) (ng/ml) (ng/ml) |rozsah (ng/ml)
0-1 49 1965 548 1990 1030 - 3090
1-2 42 2154 649 2080 1100 - 3620
2-3 28 2231 605 2140 1200 - 3990
3-4 18 2312 786 2120 1400 - 4250
4-5 23 2363 459 2290 1630 - 3150
5-6 19 2676 553 2720 2000 - 4230
6-7 22 2924 617 2990 2000 - 4210

(podrobnosti st uvedené v prilohe “APPENDIX”)

KONTROLA KVALITY

Spravna laboratérna prax predpoklada, Ze kontrolna vzorka sa pouziva
pri kazdej kalibracii, aby sa zaistila kontrola kvality ziskanych vysledkov.
Kontrolné vzorky sa musia spracovat rovnakym spdsobom ako nezname
vzorky a na vyhodnotenie vysledkov sa maju pouzit vhodné Statisticke
metody.
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nespravneho manipulovania so vzorkami alebo znehodnotenia reagencii.
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

VYKONNOSTNE CHARAKTERISTIKY
(podrobnosti st uvedené v prilohe “APPENDIX”)

Vzorové data sluzia iba k informaénym ucelom.
jednotlivych laboratériach sa moézu lisit.

Citlivost’

Analyticka citlivost: 0,27 ng/ml

Vysledky ziskané v

Funkéna citlivost: 0,31 ng/ml
Specifita
1 pg/skimavku nasledujucich peptidov dava vysledky <3 ng/ml: hIGFBP-1

(precisteny z plodovej vody), rhIGFBP-2, rhIGFBP-4, rhIGFBP-5, rhiIGFBP-6,
rhIGF-I, rhIGF-II.

Presnost’
Intra-assay

Vzorky boli analyzované 20x v jednom stanoveni. Hodnota variaéného

koeficientu bola mensia alebo rovna 4,4 %.
Inter-assay

Vzorky boli analyzované v duplikatoch v 15 nezavislych analyzach. Hodnota
variacného koeficientu bola mensia alebo rovna 13,5 %.

Spravnost’
Test riedenia

Vzorky s vysokou koncentraciou boli postupne riedené a analyzované.
Namerané hodnoty ,recovery” sa pohybovali v rozmedzi 82,3 % az 120 %.

Test ,,recovery“

Ku vzorkam s nizkou hladinou IGFBP-3 boli pridané rézne zname mnozstva
IGFBP-3 a vzorky boli analyzované. Namerané hodnoty ,recovery” sa
pohybovali v rozmedzi 80,1 % az 116 %.

PI-DSL6600-02

Rozsah stanovenia (od analytickej citlivosti do najvy$Sieho kalibratora): 0,27
do priblizne 100 ng/ml.

OBMEDZENIA

Nedodrzanie instrukcii uvedenych v tomto navode méze viest k
nespravnym vysledkom.

* Nedostato¢né osusSenie skumaviek po dekantacii méze viest k
nepresnym vysledkom.

*  Vysledky stanoveni by mali byt interpretované v sulade s celkovym
klinickym obrazom pacienta vratane anamnézy, Udajov z dalSich
testov a inych vhodnych informacii.

*  Neodporucaju sa pouzit plazmy (EDTA, heparin).

Vzorky séra, obsahujuce protedzu, Stepiaca IGFBP-3, moézu
obsahovat imunoreaktivne fragmenty IGFBP-3. Takéto vzorky je
treba pred stanovenim intaktnej molekuly IGFBP-3 upravit pomocou
,Size exclusion® chromatografie [3].

*  Vyhnite sa opakovanému zmrazovaniu a rozmrazovaniu reagencii a
vzoriek.

*  Nepouzivajte hemolyzované, ikterické ani lipemické vzorky.

« U stanoveni vyuzivajucich protilatky existuje moznost' interferencie
heterofiinych  protilatok  pritomnych v  pacientovej vzorke.
Pacienti, ktori boli pravidelne v styku so zvieratami alebo
podstupili imunoterapiu alebo diagnostické procedury vyuzivajuce
imunoglobuliny alebo fragmenty imunoglobulinov, mézu produkovat
protilatky ako napriklad HAMA (Human Anti-Mouse Antibodies
- ludské protilatky proti mysSim proteinom), ktoré interferuju pri
imunologickych stanoveniach. Takéto interferujuce protilatky
moézu viest k chybnym vysledkom. Vysledky pacientov, u ktorych
existuje podozrenie na pritomnost takychto protilatok, posudzujte s
opatrnostou.
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Total activity: 146,587 cpm
Calibrators IGFBP-3 cpm (n=2) BIT (%) cpMe, —
(ng/mL) CPMcajo
0 0 1,295 - -
1 2.3 4,252 2.05 2,957
2 5.7 8,386 4.95 7,091
3 28.0 24,623 16.20 23,328
4 60.0 46,272 31.20 44,977
5 120.0 79,597 54.30 78,302
(EEZL9 of, ZgtofEe X851 X/ Ol &/AL.)
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o4 (Al N oW SD (ng/mL) | Median Absolute

(ng/mL) (ng/mL) | range (ng/mL)

0-1 49 1,965 548 1,990 | 1,030 - 3,090
1-2 42 2,154 649 2,080 | 1,100 - 3,620
2-3 28 2,231 605 2,140 | 1,200 - 3,990
3-4 18 2,312 786 2,120 1,400 - 4,250
4-5 23 2,363 459 2,290 | 1,630 - 3,150
5-6 19 2,676 553 2,720 | 2,000 - 4,230
6-7 22 2,924 617 2,990 | 2,000 - 4,210
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Active® IGFBP-3 IRMA
DSL6600

iINSAN SERUMUNDA IGFBP-3'UN KANTITATIF OLGUMU
iCiN IMMUNORADIOMETRIK KiT BU TEST SADECE
IN VITRO TANI AMAGLI KULLANIM IGINDIR

PRENSIP

Insulin-like Growth Factor Binding Protein-3 (IGFBP-3)'ln iki-yonlu
immunoradiometrik testi (IRMA), sandwich-tipi bir deneydir [1]. Kiticinde, kegi
poliklonal antikorlari kullanilmistir. Numuneler ve kalibratérler, bir poliklonal
antikor kaplanmis tiiplerde ve 125l-igsaretlenmis poliklonal antikorla inkiibe
edilirler.  Inkiibasyondan sonra, badlanmamis reaktifler, tupler yikanarak
uzaklastirnihriar. Tuplere baglanmis 125l-isaretienmis anti-IGFBP-3 miktari,
numune igindeki IGFBP-3 yogunludu ile dogru orantihdir. Bir standard
egdrisi olusturulur ve bilinmeyen IGFBP-3 degerleri interpolasyon ydntemiyle
egriden tespit edilirler.

Testin Ozeti ve Agiklamasi icin APPENDIX-EK’e bakiniz.
UYARILAR VE ONLEMLER
Genel yorumlar:

«  In vitro diagnostik kullanim igindir.

. Kalibratér ve kontrol siseleri, buharlagmayi
mumkin oldugunca kisa sureli agik kalmahdir.

onlemek amaciyla

»  Farkh lotlardan kit reaktiflerini karistirmayiniz.

. Higbir bileseni etiketinde gdsterilen son kullanma tarihinden sonra
kullanmayin.

*  Her deney igin bir standard egrisi dahil edilmelidir.
»  Testi duplike olarak ¢alismak 6nerilmektedir.

. Kalibratorler ve kontroller kullaniimadan o&nce elde c¢evirerek
karigtiriimalhdir, vortekslemek énerilmez.

Radyasyon giivenligi icin temel kurallar

Radyasyon givenligi igin temel kurallar Satinalma, sahip olma, kullanma
ve radyoaktif materyalin taginmasi, kullanilan dlkenin yénetmeligine tabidir.
Radyasyon guvenlidinin temel kurallarina bagli kalinmasi, yeterli korumayi
saglayacaktir.

*  Radyoaktif materyallerin bulundugu ortamda yeme, igme, sigara icme,
kozmetik uygulamasi gibi faaliyetler gerceklestiriimemelidir.

*  Agizla pipetleme yapiimamalidir.

* Radyoaktif maddelerle temastan kaginmak icin eldiven ya da
laboratuvar 6nligu kullanin.

. Radyoaktif maddelerle ilgili tim islemler, koridorlardan ve diger islek
bélimlerden uzakta, uygun bir yerde yapilmalidir.

. Radyoaktif materyaller, bu malzemeler igin ayrilmis bir bolimde ve
kapall bir dolapta saklanmalidir.

» Radyoaktif GrGinlerin girisi ve saklanmasi ile ilgili bir kayit glincel olarak
tutulmalidir.

. Kontaminasyona ugramis laboratuvar ekipmanlari ve tipler, farkl
radyoizotoplarin ¢apraz kontaminasyonunu O&nlemek igin ayrn
tutulmalidir.

*  Her bir radyoaktif kontaminasyon veya radyoaktif malzeme kayip
vakasi, belirlenen prosedurler izlenerek ¢ézilmelidir.

* Radyoaktif atiklar, Ulkenin kurallarina uyularak ele alinmali ve yok
edilmelidir.

Sodyum asit

Bazi reaktifler koruyucu olarak sodyum asit icermektedir. Sodyum asit,
kursun, bakir veya piring ile reaksiyona girebilir ve patlayici metal asitler
olusturabilir.  Reaktiflerin, lavabo ve boru sisteminden bol su akitilarak
giderilmesi gerekmektedir [2].

Insan kaynakli materyal

Butlin serum, hepatitler ve AIDS’i gegirebilecek gibi islem yapiimalidir.
Atiklar, ilkenin kurallarina gore yok edilmelidir.

Malzeme Giivenlik Veri Formu (MSDS) istek Gzerine saglanabilir.

PI-DSL6600-02

GHS TEHLIKE SINIFLANDIRMASI

Calibrators/Controls UYARI

H317 Alerjik cilt reaksiyonlarina yol
acabilir.

H412 Sucul ortamda uzun sire
kalici, zararli etki.

P273 Cevreye verilmesinden
kaginin.

P280 Koruyucu eldiven, koruyucu
kiyafet ve géz koruyucu/ylz
koruyucu kullanin.

P333+P313 Cilt tahrisi veya kizarikhk
olusmasi halinde: Tibbi
yardim/mudahale alin.

P362+P364 Kirlenmis giysinizi ¢ikarin

ve kullanmadan énce su
yikayin.

reaksiyon kutlesi:
5-kloro-2-metil-4-izotiazolin
-3-one [EC# 247-500-7] ve
2-metil-4-izotiazolin-3-one
[EC# 220-239-6] (3:1)
<%0,05

Guvenlik Bilgi Formuna techdocs.beckmancoulter.com
adresinden ulasilabilir

NUMUNE TOPLANMASI, SAKLANMASI VE
DILUSYONU

. Serum, 6nerilen numune tipidir.
kullanmayiniz.

Heparinize veya EDTAlI plazma

*  Santrifij 6ncesinde serum &rneklerinin tamamen pihtilagsmasini
bekleyin.

« Dilie edilmemis numuneler 2-8°C’de 48 saat veya < -20°C’de
8 haftaya kadar saklanabilir. ~ Test igin dilie edilmis numuneler
(Proseddr bakiniz) 2-8°C’de 24 saat veya < -20°C’de 4 haftaya kadar
saklanabilir. Numunelerin buzu oda isisinda ¢ézdirilmelidir.

*  Tipik serum numuneleri testten 6énce 1:100 oraninda IGFBP-3 sifir
kalibratorQ ile dilie edilmelidir. Degeri disik oldugu bilinen veya
beklenen numuneler, testten énce 1:50 IGFBP-3 sifir kalibrator ile
dilie edilmelidir.

*  En yiksek kalibratériin konsantrasyonundan daha ylksek okumalar
IGFBP-3 sifir kalibrator ile dillie edilerek test tekrar edilmelidir.

ICINDEKILER

Sodyum azid koruyucu maddesi metal kanalizasyon hatlarinda patlayici
bilesimler olusturabilir. NIOSH Bulletin: Explosive Azide Hazard (8/16/76)
(NIOSH Biilteni: Patlayici Azid Tehlikesi (16.08.1976)) belgesine bakin.
Azid bilesenlerinin olasi birikimini engellemek amaciyla, seyreltimemis
reaktifi bosalttiktan sonra atik borularini bol suyla yikayin. Sodyum azid,
uygun yerel diizenlemelere gore bertaraf edilmelidir.

SAGLANAN MALZEMELER

2-8°C’de saklandiginda bitiin reaktifler, kit etiketindeki son kullanma
tarihine kadar stabildir. Sise tzerindeki son kullanma tarihleri sadece Uretici
tarafindan iceriklerin uzun sureli saklanmalari durumunda gegerlidir.

Acilmig reaktifler icin saklama kosullari, ilgili paragraflarda belirtiimistir.
Anti-IGFBP-3 antikor kaplanmis tiipler: 2 x 50 tiip (kullanima hazir)

ic duvarlari kegi-anti IGFBP-3 poliklonal immunoglobulin sabitianmis plastik
tupler.

125l —igaretlenmis anti-IGFBP-3 tracer (SARI): 22 mL bir sise (kullanma
kilavuzu)

Uretim tarihinde sise, sodyum asit (<%0,1) boya ve protein igeren tampon
icinde 370 kBq (<10 pCi) 125l-isaretlenmis kegi-anti-IGFBP-3 icerir.
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Kalibratorler: 0 etiketlenmis 55 mL bir gise (kullanima hazir) ve 1-5
etiketlenmis bes sise (liyofilize)

Kalibrator siseleri, ProClin 300 ve protein igeren tampon iginde 0 ile
yaklasik 100 ng/mL arasinda IGFBP-3 icerir. Tam konsantrasyon, her bir
sisenin Uzerindeki etikette belirtiimistir. Kalibratorler, bir internal referans
standardina gére dogrulanmistir. Siselerin icerigi etikette belirtilen miktarda
distile su ile sulandiriimahdir. Cozildikten sonra, 2-8°C’de 48 saate kadar
veya < -20°C’de 2 haftaya kadar saklanabilir. Daha uzun sure saklanmasi
onerilmemektedir.

Sifir kalibrator istek Gzerine saglanabilir (Kat. No A99225).
Kontroller: 1, 2 etiketlenmis iki sise (liyofilize)

Siseler, ProClin 300 ve protein iceren tampon icinde IGFBP-3 igerir.
Beklenen degerler, kit icinde saglanan ekte belirtilmistir. Siselerin igerigi
etikette belirtilen miktarda distile su ile sulandiriimahdir.  Coézlldikten
sonra kontroller, 2-8°C’de 48 saate kadar veya <-20°C’de 2 haftaya kadar
saklanabilir. Daha uzun slre saklanmasi énerilmez.

GEREKLI OLAN ANCAK SAGLANMAYAN
MALZEMELER

Standard laboratuvar ekipmanlarina ek olarak asagdidaki
gerekmektedir:

malzemeler

* 12 x 75 mm polistiren bos test tipleri.
* 12 x 75 mm tupler igin rack.
*  Hassas mikropipetler (10 L, 50 pL ve 1,0 mL).
*  Yari-otomatik pipetler (200 pL, 3,0 mL).
= 180 rpm hizinda calkalayici.
*  Vorteks tipi mikser.

« Tupleri bosaltmak icin slngerli rack veya benzer bir gere¢c veya
aspirasyon sistemi.

*  Tuplerin igini kurutmak icin kagit haviu

* 125 iyot icin gamma counter seti.

*  Log-log grafik kagidi veya IRMA veri analizi igin bilgisayar programi.
PROSEDUR
Reaktiflerin hazirlanmasi

Kullanmadan 6nce butiin reaktifleri oda 1sisina getiriniz ve yavasga cevirerek
karistiriniz.

Kalibrator ve kontrol numunelerinin ¢oziilmesi

Siselerin icerigi etikette belirtilen miktarda distile su ile sulandinimahdir.
Cozildukten sonra 10 dakika bekleyiniz ve kdpuklendirmeden, yavasca
karigtiriniz.

Numunelerin diliisyonu

insan serum numunelerini testten énce, 1:100 oraninda IGFBP-3 sifir
kalibratori ile dilie ediniz. (6rnek: 10 pL serum + 1,0 mL ZERO (sifir)
kalibrator). Degeri dusik oldugu bilinen veya beklenen numuneleri, testten
énce 1:50 IGFBP-3 sifir kalibratér ile diliie ediniz. (Ornek: 10 uL serum +
500 pL sifir kalibrator).

Not: IGFBP-3 Kontrol veya Kalibratérlerini diliie etmeyiniz.
sonuglarini numune dillisyon faktérii ile garpmayiniz.

Kontrol

Test prosediirii
Pipetlemeden 6nce bitin reaktifleri oda isisina getiriniz.
Kalibratérler, Kontrol ve hasta numunelerini duplike olarak ¢aliginiz.

PI-DSL6600-02

Asama 1 Asama 2 Asama 3
Eklemeler* Inkiibasyon Sayim
insan serum 2180 rpm’ye ayarli Bitin tliplere («total

shaker Uizerinde, oda
1sisinda (18 - 25°C)
gecelik inklibasyona
(18-24 saat) aliniz.

sayim/dak» tupleri
hari¢) 3,0 mL distile
su ekleyiniz, Sunger
rack’taki tipleri,
radyoaktif atik kabina
ters cevirerek ayni
anda bosaltiniz veya
aspire ediniz («total
sayim/dak» tupleri
harig).
Yikama safhalarini
2 kez tekrar ediniz
(Toplam 3 yikama igin).

numunelerini 1:100
oraninda sifir kalibrator
ile dilie ediniz.

Antikor eklenmis tiplere
dikkatlice ekleyiniz:

Siinger rack’taki tipleri,
radyoaktif atik kabina
ters gevirerek ayni
anda bosaltiniz veya
aspire ediniz («total
sayim/dak» tupleri
haric).

Tapleri kagit haviu
Uzerine ters gevirerek
sertge vurunuz ve
1-2 dakika bekleterek
tlpleri kurutunuz.

50 L kalibratér, kontrol
veya numune, Hemen
200 pL tracer ekleyiniz.

Bagli sayim/dak (B) ve
total sayim/dak’yi (T)
1 dakika sayiniz.

Hafifce vorteksleyin.
* 2 ek Total sayim/dak tiiptine 200 pL tracer ekleyiniz.

SONUGLAR
Sonuglar, standard egrisinden interpolasyon yoluyla alinir. Egri,
kalibratorlerle ayni anda ol¢ilen numunedeki IGFBP-3 konsantrasyonunu
belirlemede hizmet eder.

Standard egrisi

Kalite kontrol boélimiindeki sonuglar, log dikey eksende belirlenmis
radyoaktivite (sayim/daky,-sayim/dakg.) ve log yatay eksende kalibratorlerin
analit konsantrasyonu (ng/mL) ile spline egri uydurma kullanilarak
hesaplanmistir.

Diger veri indirgeme metodlar biraz farkli sonuglar verebilir.

Total aktivite: 146.587 sayim/dak
Kalibratorler| IGFBP-3 sayim/dak BIT (%) sayim/ dakyal —

(ng/mL) (n=2) sayim/ dakyalo

0 0 1.295 - -

1 2,3 4.252 2,05 2.957

2 57 8.386 4,95 7.091

3 28,0 24.623 16,20 23.328

4 60,0 46.272 31,20 44977

5 120,0 79.597 54,30 78.302

(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.

Ornek sonuglarini diliisyon faktériiyle garpin (ér. 100).

Sonuglar, glikozile-olmayan referans standardinin molekdler agirligina bagh
olarak (28.74 kDa) nmol/L’ye donistirdlebilir. Konsantrasyonlari ng/mL’den
nmol/L’e donustirmek icin sonuglari 0.035 ile garpiniz.

BEKLENEN DEGERLER

Her laboratuvar kendi referans sinirlarini belirlemelidir. Asagidaki ve ekteki
veriler cok-merkezli galismalardan elde edilmistir. Asagdidaki tabloda yer alan
pediatrik veriler, normal boy ve bliylime 6zelligi gdsteren ¢ocuklar igindir.

Yas (yil) N Ortalama| SD (ng/mL) | Median | Sinir degerleri
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL)
0-1 49 1.965 548 1.990 1.030 - 3.090
1-2 42 2.154 649 2.080 1.100 - 3.620
2-3 28 2.231 605 2.140 1.200 - 3.990
3-4 18 2.312 786 2.120 1.400 - 4.250
4-5 23 2.363 459 2.290 1.630 - 3.150
5-6 19 2.676 553 2.720 | 2.000 - 4.230
6 - 22 2.924 617 2.990 | 2.000-4.210

(Daha fazla bilgi icin APPENDIX-EK’e bakiniz)
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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 6nerilmektedir.

Kontrollerden, beklenen sonuclarin alinamamasi, hatali manipulasyon,
numunenin hazirlanmasindaki hata veya reaktiflerin bozulmasindan
kaynaklanabilir. Paketteki bozulma veya alinan verilerde degisiklik oldugu
durumlarda lutfen yerel distribltoriiniizi arayiniz veya asagidaki e-mail
adresini kullaniniz: imunochem@beckman.com

PERFORMANS OZELLIKLERI
(daha fazla bilgi icin ekteki “APPENDIX-EK” veri formuna bakiniz)

Temsili veriler yalnizca drnek olarak verilmistir.
edilen performans farkhlk gosterebilir.

Her bir laboratuarda elde

Duyarlilik

Analitik duyarlilik: 0,27 ng/mL

Fonksiyonel duyarhlik: 0,31 ng/mL

Ozgiilliik

Asagidaki peptid hormonlarinin 1 pg/tip miktari <3 ng/mL konsantrasyon

verdi:  hIGFBP-1 (purifiye, amniyotik sivi), rhiIGFBP-2, rhIGFBP-4,
rhIGFBP-5, rhIGFBP-6, rhIGF-I, rhIGF-II.

Kesinlik

Deney-igi

Numuneler ayni ¢aligma icinde 20 kez test edildi. Degiskenlik katsayisi < %
4.4 idi.

Testler arasi

Numuneler 15 farkh calismada duplike olarak test edildi.
katsayisi < % 13.5 idi.

Dogruluk

Degiskenlik

Diltisyon testi

Serum sifir kalibrator ile seri olarak dillie edildi. Diizeltme orani % 82,3 ile %
120 arasinda degisti.

PI-DSL6600-02

Diizeltme testi

Dislk yogunluklu serum numunelerine bilinen miktarda IGFBP-3 eklendi.
Duzeltme orani % 80,1 ile % 116 arasinda degisti.

Olgiim sinirlari (analitik duyarliliktan en yiiksek kalibratére kadar): 0.27 ile
yaklasik 100,0 ng/mL.

SINIRLAMALAR

Bu kullanma kilavuzuna uyulmamasi, sonuglari belirgin bir sekilde
etkileyebilir.

*  Tuplerin bosaltildiktan sonra iyi kurutulmamasi, zayif replikasyon ve
hatali sonuglara neden olabilir.

* Sonuglar, klinik hikaye, ek testlerden alinan veriler ve diger
bilgilerin de yeraldigi hastanin toplam klinik durumu 1s1g1 altinda
degerlendirilmelidir.

+  EDTA veya heparinli plazma kullaniimasi 6nerilmemektedir.

IGFBP-3 proteaz aktivitesi iceren serumlar immunoreaktif IGFBP-3
fragmanlari igerebilir. Bu numunelerdeki intact IGFBP-3’Un dlgimu
icin 6n islem kromatografisi gerekebilir [3].

. Reaktifler ve numunelerin dondurulma ve ¢ézme isleminin tekrarindan
kagininiz.

*  Cok hemolizli, sararmis ve lipemik numuneleri kullanmayiniz.

*  Antikor iceren testlerde, hasta serumu igindeki heterofil antikorlar
tarafindan interferans olasihigi 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 olusturabili.  Bu gibi etkilesim gdsteren antikorlar yanhs
sonuglara neden olabilir. Bu tir antikorlari tasidigindan suphelenilen
hasta sonuglarini dikkatli bir sekilde degerlendiriniz.
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Active® IGFBP-3 IRMA
DSL6600

HABOP ANnA UMMYHOPAOUOMETPUYECKOI'O
KONMMMYECTBEHHOIO ONPEOENEHNA BENKA-3,
CBA3bIBAIOLLEIO MHCYNIMHOMNOAOBHbLIN ®AKTOP
POCTA (IGFBP-3), B CbIBOPOTKE KPOBU YEJTOBEKA
ANA IN VITRO AMATHOCTUYECKOI'O OMNMPEAENEHUA

nPAHUMUN

WmmyHopagnomeTpuyeckoe — onpegeneHue  6enka-3,  CBs3biBalOLLErO
MHCYNnHoNopobHbin  chaktop pocta (IGFBP-3) oTHocutcs K aHanmusam
TMna «caHaBuy» [1]. B Habope wncnonbayetcs KO3bW MOMUKMOHANbHbIE
aHTuTena. Miccnenyemble o6pasubl, KOHTPOMbHbIE N KANMOGPOBOYHbIE MPOObI
MHKYOVPYIOT B MpoGupkax, MOKPbITbIX OAHWM BUOOM MOMMKIOHANbHbIX
aHTWUTEN, COBMECTHO C pPacTBOPOM APYrUX MOMUKMOHANbHbLIX aHTUTEN,
MedeHblx 125l. [locne okoHYaHWs uHKyGaumMu ypanstoT  Xugkoe
CoAepXKMMOoe, NPOMbIBAOT NPOGUPKN U U3MEPSIIOT CBSI3aHHYH aKTUBHOCTb

125l1. KoHueHTpauuio IGFBP-3, npsiMo nponopuvoHanbHyt0 CBA3aHHOM
aKTUBHOCTW, OMpefenslT MEeTOAOM WHTepnonsauuM no KanwbpoBoyHOMW
KpVBOW.

Teopusi u mpakmoeka mecma npueedeHbl 8 pa3desie «kKAPPENDIX».

NPEAYNPEXAEHUA U MEPbDI
NPEAOCTOPOXHOCTU

O6wme 3amevaHus:
*  [ina guarHocTtukm in vitro.

*  ®nakoHbl ¢ KanMGPOBOYHLIMU M KOHTPOSIbHBIMK Mpobamu crnepyet
AepxaTb OTKPbITbIMA B TeYEeHMe Kak MOXHO 6oree KOpTOKOro
NpoMeXxyTka BpeMeHW C TeM, 4TOObl MpPefoTBPaTUTL MCMapeHve
BOAbI.

M He cmewmBaTtb peareHTbl n3 Ha6opoa Pa3HbIX Cepl/lVI.

* He MCHOHbSyﬂTe peareHTbl Mnocne OKOHYaHWA CpoKa roaHOCTH,
YKa3aHHOro Ha 3TUKeTKe.

*  AHanus KanubpoBOYHLIX M MCCredyeMbIX NMPo6 J0MKeH NPOBOANTLCS
OAHOBPEMEHHO.

. AHanus pekomMeHayeTcsa NpoBoAnUTbL B p,y6n|/|KaTax.

*  KanuGpatopbl W KOHTpOIfbHble 06pasubl credyer  TaTenbHO
nepemMelLaTb, OCTOPOXHO NepeBopaYnBas U1 nokaunsasi rakoHbi.
He vcnonb3oBaTb BUXpeBOW BCTPAXUBATENb.

OcHoBHbIe nNpaBuna panuauuouuoﬁ 6e3onacHocTH

MomnyyeHWe,  WCMONb3OBaHWE W  TPaAHCMOPTUPOBKA  PaaMOaKTUBHBIX
mMaTepvanoB JOMKHbI MPOVUCXOANTL B COOTBETCTBUM C NPUHSATLIMU B AaHHON
CTpaHe HopMamu paauaunoHHO 6e30MacHOCTM Y CaHUTaPHLIMU NpaBunamu
paboTbl C paAnoaKTUBHLIMMW BELLECTBAMY.

B nabopatopusix 3anpelyaercs
Nonb30BaTbCA KOCMETUKON.

npUHUMaTb

nuwy,  KypuTb,

*  He nunetuposatb pToMm.

*  Wcnonb3ayinte nepyaTkm U nabopaTopHbli xanaT BO u3bexaHue
KOHTaKTa C paiMoaKTMBHLIMU MaTepuanamu.

* Iro6oe o6pau.|,eHme C paanoakTUBHbIMK BeLLeCTBaMn OCYyLLECTBNAKT
B noaxogdAlemM MecTtononoxeHuu, Baann OT NpoxodoB U OpYrux
OXMBIEHHbIX 30H.

. PagnoakTtvBHble BeluecTBa cnegyet XpaHuTb C UCNONb30BaHMEM
KOHTENHEPOB B CrieumanbHO OTBEAEHHbIX Afs 9TOro MecTax.

*  HeobxogMmo  peructpuposatb
paavoaKkTUBHBLIX MaTepuarnos.

noctynneHne n pacxon

* J'Ia6opaTopHoe oGopy,u,osaHme M nocyny cnenyet XpaHuTtb OTAENbHO,
4YTOObI npenoTBpaTUTb NX 3arpAa3HeHne paguoakTMBHbLIMU N30TOMNAMN.

+ Ioboi cnyyal pagvoakTUBHOMO 3arpsi3HEHUS UMW UCYE3HOBEHWUS
pagvoakTUBHOTO  MaTepuana [JOMKeH  paccmaTpuBatbCsl B
COOTBETCTBUW C 3aKOHOAATENbCTBOM.

* YTunusauma pagnoakTUBHbIX OTXOAOB AOMKHA OCYyLLeCTBNATLCA B
COOTBETCTBUN C 3aKOHOOATENbCTBOM.

A3upa HaTpusa
HekoTopble KOMMOHEHTbl Habopa cogepxaT asug HaTpus B KadecTse
KOHCepBaHTa. BcTynas B peakumio co CBUMHLIOM, MeAbio U NnaTyHbio, asung
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HaTpua o6pa3yeT B3pbIBOONACHblE as3nabl MeTanmnos. OTpa6OTaHHbIe
peareHTbl cnenyet p336aBﬂﬂTb OONbLIMM KONMUYECTBOM BOD,OI'IpOBO,D,HOVI
BOAbl, NOCIE Yero UX MOXHO CrmBaTb B KaHanusauumio [2].

Martepuan 4yenoBe4yecKkoro nNpoucxoxaeHus

C uvccnegyembiMn obpasuamy CbIBOPOTKM KPOBWU criegyeT obpaliarbcs
KaK C MOoTEeHUManbHO MHMEKLMOHHBIM MaTepuanomM, MOryLuMM copepXaTb
Bupycbl CIMNI v renatnta. YTnnusaumsa oTXO40B AOIMKHA OCYLLECTBMATLCA
B COOTBETCTBMU C 3aKOHOOATENbCTBOM.

Jlnct paHHbIX 0 6esonacHocTn matepuanos (MSDS) npegoctaBnsercsa no
TpeboBaHuio.

KNACCU®UKALIMA ONACHOCTEM MO
CUCTEME CIrcC

Calibrators/Controls OCTOPOXKHO!

H317 MoxXeT BbI3blBaTb
annepruieckyro KoXHy
peakuuio.

BpenHo anst BogHbIX
opraHnsMoB c
[OMroCPOYHbIMU
nocrneacTBUsSIMU.

He ponyckaTtb nonagaHusi B
OKpY>KatoLLyto cpeay.
HapeBatb 3alUMTHbIE
nepyaTku, 3aluTHY
opexay, cpeacTea 3alnThl
opraHoB 3peHus / nuua.
Mpw pasgpaxeHnn Koxm
VI NOSIBNEHUN ChIMNK:
obpatutbes kK Bpauy.
CHATb 3arpsi3HEHHyo
oaexay U npoMbITb

ee nepes MOBTOPHbLIM
MCMonb30BaHNEM.
peakunoHHasi CMecCb 13
5-xnopo-2-metun-
4-130TNA30NNH -3-0H

[EC Ne 247-500-7] n
2-MeTUnN-4-n30TMa3onmnH
-3-0H [EC Ne 220-239-6](3:1)
<0,05%

H412

P273

P280

P333+P313

P362+P364

MacnopT 6e3onacHOCTU OOCTYMNEH Ha cante
techdocs.beckmancoulter.com

NONYYEHUE, OBPABOTKA, XPAHEHUE U
PA3BE,D,EHI/IE OBPA3LIOB

PekomeHaoBaHHbIN TMN obpasua cbiBopoTka. He pekomeHgyetcs
ncnonb3oBaHue nnasmbl ¢ AOTA nnu ¢ renapuHoOM.

. [oxantecb nonHoro
LeHTpUdYrMpoBaHueM.

CBepTbiBaHUA O6pa3LlOB KpoBu nepen

*  HepasBeaeHHble 06pasLibl CbIBOPOTKM MOXHO XpaHuTb npu 2-8°C B
TeyeHve 48 YacoB UNu pa3fenuTb Ha anukBOTbl U 3aMOPO3UTb Mpu
Temnepatype < -20°C po 8 Hepgenb. O6pasubl pasBeaeHHble Ansi
aHanu3a (cm. [Npoueaypa) MoxHO xpaHuTb npu 2-8°C o 24 yacos
unn npu < -20°C po 4 Hepenb. AHanuavnpyemble 06pasubl criegyet
pa3MopaxuBaTb NPy KOMHaTHOW Temneparype.

*+ O6blMHO 06pa3ubl  cbiBopoTkM passopdatcs  1:100  «HyneBbiM»
kanmbpaTtopom IGFBP-3 nepen npoeegeHvem aHanusa. O6pasubl ¢
M3BECTHOW UMM OXMAAEMON OYeHb HU3KOWM KoHUeHTpauuen IGFBP-3
cnegyet passectn 1:50.

+ OG6pa3ubl, pesynbTaTbl KOTOPbIX MPEBLILLAIOT 3HAYeHWe Camoro
BbICOKOrO  Kanubpartopa, cnegyeT [OMOMHUTENbHO pasBecTu
«HyneBbIM» kanubpartopom IGFBP-3 n uccnepgosatb NOBTOPHO.

COOEPXAHUE

KoHcepBaHT € copepxaHvem as3uga Hatpus MOXeT 06pasoBbiBaTb
B3pPbIBOONACHbBIE COEANHEHNS B METaNIM4eCcKol BOAONPOBOAHON apmaType.
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Cwm. 6lonneteHb HauMoOHanbHOrO WHCTUTYTa MO OXpaHe Tpyda W
npombiwneHHou rurneHe (NIOSH) «BapbiBoonacHbie a3vapl (16.08.76)».
Bo wusbexaHune HakonneHus asuaHbIX COEAVMHEHWA MPOMBITb CMUBHbIE
Tpybbl BoJoW nocne cbpoca HepasbaBneHHOro peareHta. YTuUnusauuio
asupja HaTpusi criepgyeT NPoBOAUTb B COOTBETCTBUM C COOTBETCTBYOLLMMM
MECTHbIMU HOpMaMM.

NMPEAOCTABNAEMbBIE MATEPUAITDbI

Bce peareHTbl cTabunbHbl Npy 2-8°C 4,0 OKOHYaHMSA Cpoka rogHOCTU Habopa.
Cpoku rofHOCTW, YKasaHHble Ha 3TUKETKax (PrakoHOB C peareHTamu,
OTHOCATCS TOMbKO K UX XPAaHEHWIO B MPOM3BOACTBEHHbIX YCIIOBUAX BMMOTb A0
MOMEHTa KOMMIeKTaumum Habopa U He pacnpoCTPaHSITCS HaronyyYeHHy
3aKa34nMKoM NPOJYKLMIO.

Ycnosus  xpaHeHus  nocrne
COOTBETCTBYHOLLMX pasgenax.

pacTBOpeHna peareHToB YyKasaHbl B

Mpo6u1pKKN, NOKPbITbIE MOHOKMOHaNbLHbIMKU aHTUTenamm k IGFBP-3: 2 x
50 wT (roTOBbI K UCMONBb30BaHUIO)

MnactukoBble NpobVpkW, Ha BHYTPEHHEN MOBEPXHOCTM  KOTOPbIX
MMMOBMN30BaHbl KO3bM MNOMMKNOHANbHbIE UMMYHOTNOOYNMHbI k IGFBP-3.

MeTka, 125l- meyeHble aHTUTena k IGFBP-3 (KENTbIW): 1 cdnakoH, 22
MN (roToBa K UCMOSb30BaHUIO)

Ha paty narotoBneHus dpnakoH cogepxut 370 kbk (<10 pCi), meveHbix125I
KO3bWX MOMuKMoHanbHbix aHTuten k IGFBP-3 B 6ydepe ¢ 6enkom (BCA),
asnpom Hatpus (<0,1%) n kpacuTtenem.

KanubpoBoyHble npo6bl: 1 dnakon 55 wmn (0) (rotoBa K
ncnonb3oBaHuio) + 5 conakoHoB (1 - 5) (MModmnmnsoBaHHbIE NpenapaTbl)
KannbpoBouHble npobbl cogepxat IGFBP-3 B avana3oHe kOHUeHTpauuin
ot 0 go npubnuautensHo 100 Hr/mn B Bydhepe c 6enkom (BCA) n ProClin
300. TouHble KOHUEHTpaLun, ykasaHbl Ha STUKETKAx priakoHOB. 3HayeHus
KannbpoBOYHbIX NPO6 BbINM NOMyYeHbl C NOMOLLbIO BHYTPEHHEro cTaHaapTa.
PactBopuTb cogepxumoe drnakoHoB 1-5 B ykasaHHOM Ha 3TMKeTKe obbeme
ANCTUNNNPOBaHHOW BOAbl. PacTBOpeHHble KannbpoBOoYHble NPObbI MOXHO
xpaHuTtb npu 2-8°C o 48 yacos unu npu -20°C B TeveHune 2 Hegenb. bonee
AnUTenbHOe XpaHeHne He peKoMeHayeTCs.

«HyneByto» kanmbpoBoyHyo Npoby MOXHO Takke 3aKka3aTb OTAErNbHO (KaT.
Ne A99225).

KoHTponbHas cbiBopoTka: 2 cnakoHa (1, 2) (nModunnmaoBaHHbIE)

®dnakoHbl cogepxat IGFBP-3 B bydepe ¢ 6enkom (BCA) n ProClin 300.
Oxunpaemble OManasoHbl KOHLEHTpauuMi YyKasaHbl Ha [[OMOMHWUTENbHOM
nuncTke-Bknagbiwe. PacTBoputb cogepxmmoe ¢nakoHoB 1,2 B ykazaHHOM Ha
3TVKeTKe 0bbeme AMCTUNNUPOBAHHOW BOAbl. PacTBOPeHHbIe KOHTPOmbHbIe
npobbl MOXHO xpaHuTb npu 2-8°C go 48 yacos., unu npu -20°C B TeveHune 2
Hepenb. bonee AnuTenbHOe XpaHeHVe He pekoMeHOyeTCs.

HEOBXOAUMBIE, HO HE
NMPEAOCTABNAEMbBIE MATEPUAIbI

Mommmo cTaHpapTHoro natopaTtopHoro oGopyaoBaHUs HEOGXOANMO UMETb
cneaywolee:

*  nonucTepornosble Npobupku 12x75 mm

. LWITaTUBbI ANst NPo6upok 12 X 75 Mm.

e mukponuneTkn (10 mkn, 50 mkn, 1,0 mn)

*  nonyaBTomatuyeckue nunetku (200 mkn, 3,0 mn)
BCcpsixuBatens (= 180 ocu/MuH)

*  BMXPEBOW CMecuTenb Tuna vortex

* WwTatMB M3 rybkM wnu aHanormyHoe YCTPOMCTBO ANS yAANeHus
cofAepXXMmoro Npobmpok nnu BOAOCTPYMHbBIN HAacoc

*  dunbTpoBanbHas bymara Ans NpocyLunBaHus Npobupok

*  raMma-cyeT4MK AnS n3MepeHus akTuBHocTy 2.

*  nor-norapudmmnyeckas Gymara UnyM COOTBETCTBYHOLLEE MPOrpamMmHoe
obecneyeHune ansi komnbtotepa ans IRMA o6cuyeta

NMPOLIEQYPA
MoarotoBka peareHTOB

JoBect Bce peareHTbl [0 KOMHaTHOW TemnepaTypbl TLlATENbHO
nepemMeLlaTb, OCTOPOXHO NepeBopaynBasi Unu nokauneasi nakoHsbI.
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PacTBOpeHue Kann6poBOYHbIX U KOHTPOSbLHBLIX NPO6

PacTtBopuTtb cogepxumoe pnakoHOB B yka3aHHOM Ha 3TukeTke obbeme
anctunnuposaHHon Boabl.  Yepe3 10 MUHYT akkypaTHO nepemeluats,
n3beras obpa3oBaHNs NeHbI.

Pa3BepeHue obpasuoB

PasBeaunTe o6pasubl cbiBopoTky 1:100 «HyneBbiM» kanubpaTtopom IGFBP-3
nepeg uccnegosanHvem (Hanpumep: 10 Mk cblBOPOTKM + 1,0 Mn «HyneBoro»
kanubpatopa). Pa3segute o6pasubl C U3BECTHOW UM OXMOAEMON OYeHb
HU3KoW KoHueHTpaumen IGFBP-3 «HyneBbiM» kanubpatopom 1:50 nepen
nccnegoBaHvem (Hanpumep: 10 mkn cbiBopoTkM + 500 MK «HyneBoro»
Kanubparopa).

BHumaHue: He paszBoguTe KOHTponu u kanu6partopbl. He ymMHOXaWTe
pe3ynbTaThl KOHTPONA Ha hakTop pa3BeAeHus.

Mpoueaypa aHanusa
Mepea “cnonb3oBaHMEM JOBECTU PeareHTbl 40 KOMHATHON TeMneparypbl.

AHanus criegyeT nposoauTb B Ay6nukartax.

Crapusa 1 Crapusa 2 Crtapgusa 3
BHeceHue peareHTOB * WHkyGauus U3mepeHue
pe3ynbLTaToB
PassecTtn WHkybuposatb 18-24 Brectn 3,0 mn
nccnegyemble obpasupl| 4aca npy KOMHaTHOM ONCTUMNUPOBAHHOW

1:100 «HyneBbIM»
KanuépaTopom.

Temneparype (18 -

25°C) 1 nocTosAHHOM

BCTpsXnBaHumM (=180
ocL./MUH.)

BoAbl (kpome Npob «Tr»).
Ynanutb cogepxumMoe
npobupok, (kpome
«T»), ooHOBPEMEHHO
nepeBepHyB rybyarbin
LUTaTUB Haf EMKOCTbIO
ANS pagnoaKTUBHbIX
OTXO[OB.

B nokpbiTble
aHTUTEnamm Npobumpkm
nocrnenoBaTenbHO
BHECTU:

50 MK KannBbpOBOYHbIX
Npo6, KOHTPONbHbIX
1 aHanmampyembix
obpasuos. 3atem
HemeaneHHo 200

MK METKM.
OcTopoXxHO
nepemeLuMBaloT Ha
BOpTEKCE.

Yaanutb cogepxumoe
npobupok, (kpome
«T»), 0QHOBPEMEHHO
nepeBepHyB rybyaTbiii
LUTATUB Haf EMKOCTbIO
AN pagnoakTUBHBIX
OTXOA0B.

Pe3ko cTpsixHyTb
npobupkn Hag
uUnNLTPOBanbLHON
Bymaroi Ans nonHoro
yaaneHust XXuakocTtu
1-2 MUHYTBI.

MoBTOPUTL NPOMBIBKY
He MeHee 2 pa3s
(pexkomeHpayeTcst

npombiBKa 3 pasa).

M3mepuTb CcBSA3aHHYIO
(B) n obwyto (T)
akTuBHocTb 1251 B
TeyeHne 1 MuH.

* B ABe fOMNONHUTENbHbIE NPobupkn BHECTN Mo 200 MKN METKV AN OLEeHKM

obLueit akTuBHOCTM 2.

PE3YJIbTATbI

PesynbraTtbl paccuvTbiBalOT METOAOM MHTEPMONsAuuM Nno KanunbpoBOYHOM
KPVBOW, NONy4YeHHON OAHOBPEMEHHO C aHanM3oM HEWN3BECTHbIX 0OPa3LioB.

Kanu6poBouHasa kpuBas

Pesynbtatbl B OTAENEHWM  KOHTPOMSA  KayecTBa  paccyuTaHbl

ucrnonb3oBaHnem nogbopa  KpuBoW  «crualiH»  C  YCTaHOBMEHHON
PaAVOaKTUBHOCTLIO  (UMIM/MUHo~UMIT/MUHz0)  NO  FIOrapudMmnyecKon
BEPTMKaNbHOMW OCWM W KOHUEHTpauuen aHanuta KanubpatopoB Mo

norapMdMmnyeckor ropu3oHTanbLHOM ocu (Hr/mn).

Opyrne wmetoabl

obcyeta MOryT [f[aBaTb HECKONbKO oTnnyarowmeca

pesynbrarhl.
O6wwun cyer: 146,587 umn./mMuH.
Kanubpatopb! IGFBP-3 Amn./ MyH. BIT (%) MMN/MUHCa)
(Hr/mi) (n=2) ~MMN/MUHCal0
0 0 1295 - -
1 2,3 4 252 2,05 2 957
2 5,7 8 386 4,95 7 091
3 28,0 24 623 16,20 23 328
4 60,0 46 272 31,20 44 977
5 120,0 79 597 54,30 78 302

(Mpumep munu4yHoU kanubposoyHol Kpueol. He ucronb3oeams Ons

obcyema pe3ynbmamos.)
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O6pasubl

Ons kaxgow npobbl onpegenuTe 3HavyeHve umn/mMyuH unm B/T  no
BEPTMKANbHON OCU U y3HaNTe COOTBETCTBYIOLLYIO KOHLEHTpaUu aHanuTa
Nno ropM3oHTanbLHON ocu.

YMHOXUTb pe3yneraTel Npobbl Ha koadduumeHT passeaerus (Hanp. 100).

Pesynetathl MOryT 6biTb npeobpa3oBaHbl B HMOMb/N OCHOBbLIBAsiCb Ha
MOINEKYNSPHOM BECEe HEernvKonu3MpoBaHHOTO pedepeHCHOro cTaHpgapTa
(28.75 ka). YT0GBI MpeobpasoBaTb Hr/MI B HMOMb/M, HeobxoanMo
pesynbrar yMHOXMTb Ha 0,035.

OXWOAEMbIE 3HAYEHUA

B kaxgon nabopatopum pekoMeHAOyeTcsl yCTaHOBUTb COOCTBEHHbIE YPOBHMU
IGFBP-3 cooTtBeTCcTBylOLWME HOpManbHbIM.  Hike, a Takke B pasgene
Appendix npuBeaAeHHble AaHHbIE MOMyYeHbl NPY NPOBEAEHUN KOMIMIIEKCHBIX

nccnepoBaHui. JaHHble ans peter MomyyveHbl NpU  UCCefoBaHWUM
HOpMarbHO Pa3BMBAIOLLMXCS AeTeN.
Bospact N CpepHee | SD (Hr/mn) |Mepwnana| [HAunanasox
(neT) 3HayYeHue (Hr/mn) | onpeaenexui
(Hr/mn) (Hr/mn)

0-1 49 1 965 548 1990 | 1030-3090
1-2 42 2 154 649 2080 | 1100 -3620
2-3 28 2231 605 2140 | 1200 -3990
3-4 18 2312 786 2120 | 1400 -4 250
4-5 23 2 363 459 2290 | 1630-3150
5-6 19 2 676 553 2720 | 2000 -4 230
6-7 22 2 924 617 2990 | 2000-4210

(6os1ee nodpobHasi uHghopmayusi npueedeHa e pasdesnie “APPENDIX”)

KOHTPOJIb KAHECTBA

B cootBetcTBUM C TpeboBaHusmmu Good laboratory practices ans KoHTpons
KayecTBa MPOBOAMMBIX WUCCIEedOBaHWI criedyeT perynspHo MCronb3oBaTb
KOHTpOnbHble 06pasLbl, KOTOpble [AOMKHbI MPOXOAUTL Te Xe cTaguun
aHanusa, 4To 1 aHanuampyemble nNpobbl. Pe3ynbraTebl KOHTPONsS KadyecTBa
pekomMeHayeTcst obpabaTbiBaTh C MOMOLLBIO CreumarnbHbIX CTaTUCTUYECKNX
MeTOOB.

OTKNOHEHWe pe3ynsTaToB WCCNEAOBaHUsi KOHTPONbHbIX 06pasuoB OT
3afaHHbIX 3HAYEHUN MOXET CBMAETEeNbCTBOBAaTb O TEXHUYECKUX oLimbKax,
HenpaBWUIbHON MNOAroTOBKE obpasua unu noBpexaeHun peareHToB. B
cryyae Cepbe3HOro NOBPEXAEHNs yNakoBKW, UMK B Cly4ae HECOOTBETCTBUSA
NONyYeHHbIX Pe3ynbTaToB aHanNMTUYECKMM XapakTepucTukam obpatutecs,
noxanymncra, K Ballemy AMCTPUObIOTOPY WNKM K HalwWM cneuuanuctam:
imunochem@beckman.com nnu beckman.ru@beckman.com

TEXHUYECKUE XAPAKTEPUCTUKU
(Bonee nodpobHas uHgopmayusi npueedeHa e pa3desnie “APPENDIX”)

PenpeseHTaTBHble AaHHble MPeAOCTaBMEHbl  UCKMIOYUTENBbHO  AMnA
nosicHeHui. okasaTtenu, Nony4YeHHble B KOHKPETHOM nabopaTtopun, MOryT
oTnMyaThCs.

YyBCTBUTENBLHOCTbL

AHanuTtuyeckas yyBCTBUMTENbHOCTb: 0,27 Hr/Mn
®DyHKUMOHanbHasa YyyBcTBUTENbHOCTL: 0,31 Hr/mMn
CneuunduyHocTb

1 MKr/npobupka HUXKenepevncrneHHblx OenkoB AatT KOHUeHTpauuo <3
Hr/mn:  hIGFBP-1 (ounweHHas amHuoTu4veckast xuakoctb), rhiIGFBP-2,
rhIGFBP-4, rhIGFBP-5, rhIGFBP-6, rhIGF-I, rhIGF-II.

PI-DSL6600-02

BocnpoussoanmocTb
BHyTpu aHanusa

Ananus obpasuos nposogunu B 20 pennvkatax B nNpefenax ogHoW cepun
onpenenexuii. KoadduuneHT Bapnaumm namepeHHbix yposHel IGFBP-3 B
CbIBOPOTKE KpOBY He npeBbiwan 4,4%.

Mexnay aHanusamun

AHanu3 obpasuoB B Aybnukatax npoBogunu B 15 pasnuyHbIX cepusix
onpepenexuii. KoadduuneHT Bapnaumm namepeHHoix yposHer IGFBP-3 B
CblBOPOTKE KpoBM He npeBbiwan 13,5%.

To4HOCTb
TecT Ha pa3BeaeHue

BennuvMHa “oTKpbITMS” B CepuMMHO pasBefeHHbiXx obpasuax C BbICOKOW
KoHueHTpauuen IGFBP-3 coctaBuna ot 82,3% 8o 120%.

TecT Ha OTKpPbITUE CTaHAAPTHOW A06aBKU

B 06pasubl C HU3KOW KOHLEHTpauueil BHOCWUMM W3BECTHble KonuyecTsa
IGFBP-3. BenuunHa «oTkpbITusi» coctaBuna ot 80,1% ao 116%.

[vnanasoH onpegeneHwin (OT aHanMUTUYECKOW YyBCTBUTEMBHOCTU A0
3Ha4YeHus1 HamBbICLIen KanubposoyHown npobkl): 0,27 go npubnuanTensHo
100 Hr/mn.

OrPAHUYEHUA

HecobniogeHne atux WHcTpykumidi no npumeHennto (IFU) moxer
NPUBECTU K UCKAXEHWIO Pe3ynbTaToB UCCNEAOBaHUSI.

+  3arpsasHeHue Npobupok Npu HeakkypaTHOM yAaneHWn COAepKUMOro
MOXET MPUBECTU K MIIOXOW BOCMPOU3BOAMMOCTU U UCKAXKEHWIO
pesynbLTaTos.

*  Pesynbratbl onpeaeneHus AomkHbl ObITb MHTEPNIPETUPOBAHLI B CBETE
06LLEen KINMHUYECKOW KapTUHbI MauneHTa, BKIYas aHaMHe3, aHHble
APYrX TECTOB U MOAXOASLLYH MHYH UHPOPMaLMIO.

* He pekomeHgyetcs ucrnonb3oBaTtbh
renapyHU3VpPOBaHHYIO Nrasmy.

obpasupl ¢ OOTA wnm

CbiBopoTkM, obnagatowme |IGFBP-3 npoTea3Hon akTMBHOCTLIO
MOXTYT copepXaTb WMMYHHOpeakTuBHble dparmeHTbl |IGFBP-3.
MamepeHne IGFBP-3 B Takux obpasuax MoxeT notpeboBaTb
npeaBapuTENbHOMO NPOBEAEHUS SKCKITHO3MOHHON XpomaTorpadum [3].

* W3beranmte MNOBTOPHOrO 3aMOPaXWBaHUA W  pasMOpaxmBaHWA
peareHTOB 1 06pasLoB.
* He wucnomb3yiite  remMonu3npoBaHHbIE, XENTylHble  UNn

nunemmnyeckme obpasLbl.

*  [pu BLINONHEHWUN aHanNM3o0B C UCMOMb30BAHNEM aHTUTEN BO3MOXHA
nHTepdepeHUmns retepodusibHEIMK aHTUTenamMn B Npobe nauveHTa.
Y nauneHToB, MMEIOLIMX MOCTOSIHHBIN KOHTAKT C XXMBOTHBIMW WIN
NPOXOAMBLLMX MMMYHOTEpanuio UM AuarHocTuyeckue npoLenypb
C UCMOMb30BaHNEM MMMYHOMMOBYNMHOB MNn UX oparMeHToB, MOTyT
BblpabatbiBaTbcsl aHTuTena (T.e.  HAMA), koTopble BRusitOT Ha
pe3ynbTaTel UMMYHHOTO aHanu3a. Bnusgnue aTvx aHTUTEn MOXeT
NPMBECTU K MOMy4YeHUo OLWMOOYHBIX pe3ynbTaTtoB.  TljaTernbHO
npoBepsinTe pesynsTaTbl aHanu3oB MaUMEHTOB C MOAO3PEHMEM Ha
Hanmune aTUX aHTUTen.
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APPENDIX
PERFORMANCE CHARACTERISTICS

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

Summary and explanation of the test

The insulin-like growth factors, IGF-1 and IGF-Il, are potent mitogenic and
anabolic peptides with structural homology to insulin [4]. The IGFs are
produced by multiple body tissues under control of growth hormone (GH)
and other regulatory factors, and act as autocrine, paracrine and endocrine
regulators of cell growth. In serum and other biological fluids, the IGFs are
complexed to six specific, structurally homologous binding proteins (IGFBPs)
[5;6;7]. IGFBP-3 is the major IGFBP in postnatal serum, where its molar
concentration in normal serum approximates the molar concentration of total
IGF peptide (IGF-I + IGF-Il) [8].

Human IGFBP-3 is a 264 amino acid peptide, with a 27 amino acid signal
peptide and 18 cysteine residues [9]. Serum levels of IGFBP-3 rise gradually
during childhood, increase more rapidly during puberty, reach peak levels
at mid to late puberty, and fall during adult life [10]. Determination of
serum IGFBP-3 levels promises to be of considerable value in assessment
of disorders of the GH-IGF axis. Like IGF-I, IGFBP-3 is GH dependent;
however, IGFBP-3 levels may be less age-dependent than IGF-I levels [10].
Total IGF levels show higher correlation with GH sufficiency than either IGF-I
or IGF-Il levels alone [11] and IGFBP-3 levels correspond with total IGF
levels. In addition, IGF assays typically require an extraction procedure to
remove interfering IGF-binding proteins; this step may be a source of assay
error [12].

Precision
Intra-assay
The intra-assay precision was determined from the mean of 20 replicates
each.
Sample N Mean Standard Coefficient
(ng/mL) deviation | of variation
(ng/mL) (%)
| 20 24.7 1.08 4.37
1l 20 36.5 0.90 2.46
I} 20 43.7 1.08 2.47
Inter-assay
The inter-assay precision was determined from the mean of 15 separate
assays.
Sample N Mean Standard Coefficient
(ng/mL) deviation | of variation
(ng/mL) (%)
| 15 17.6 1.79 10.2
1l 15 442 5.97 13.5
I 15 61.5 3.83 6.23
Accuracy

Dilution test

Five serum samples were diluted with 0 ng/mL IGFBP-3 calibrator and

Assays for IGFBP-3 do not require prior sample extraction. These aspects  assayed.
of IGFBP-3 physiology and chemistry allow its measurement to reflect GH — -
activity. Thus, in GH deficiency of either pituitary or hypothalamic origin, Sample Dilution Measured Expected Ratio (%)
IGFBP-3 levels are uniformly low. Blum et al [10] have reported that 128/132 factor conc. conc. Measured/
children with GH deficiency have serum IGFBP-3 concentrations below the (ng/mL) (ng/mL) Expected
5th percentile for age. Similar data have been reported by Hasegawa et S1 - 42.42 - -
al. [13]. In situations of GH receptor deficiency, such as Laron syndrome, 1:2 24.23 21.21 114.2
anti-GH antibodies, liver disease or malnutrition, IGFBP-3 levels are also 1:4 11.10 10.61 104.7
reduced, even in the presence of elevated serum GH concentrations [3]. 1:8 4.66 530 87.88
Sensitivity 1:16 244 2.65 92.03
The analytical sensitivity, or minimum detection limit, calculated as 2 standard 1:32 1.33 1.33 100.3
deviations from the mean of 20 replicates of the 0 ng/mL IGFBP-3 calibrator, S2 ) 58.90 ) )
is 0.27 ng/mL. 1:2 32.85 29.45 111.5
I 1:4 16.45 14.73 111.7
Specificity 1:8 6.94 7.36 94.26
1 pg/tube of the following peptide hormones gave concentrations of <3 ng/mL: 116 3.55 3.86 96.43
PEPTIDE HORMONE 1:32 1.1 1.84 103.8
hIGFBP-1 (purified, amniotic fluid) S3 47.56
rhIGFBP-2 1:2 25.31 23.78 106.4
rhIGFBP-4 1:4 12.20 11.89 102.6
rhIGFBP-5 1:8 5.21 5.95 87.64
thIGEBP-6 1:16 2.78 2,97 93.52
1:32 1.65 1.49 111.0
rhIGF-| - = =
thIGE-II S4 46.35
1:2 27.60 23.18 119.1
Interspecies Serum Comparisons: 1:4 13.37 13.80 96.88
1:8 5.68 6.90 82.32
NON-REACTIVE SERA IMMUNOREACTIVE SERA 1:16 297 3.45 86.09
Pig 1:32 1.56 1.73 90.43
Cow S5 - 40.33 - -
Sheep Rabbit 1:2 24.16 20.17 119.8
Goat Horse 1:4 10.58 10.08 104.9
Mouse Dog 1:8 4.62 5.04 91.64
Rat 1:16 2.48 2.52 98.39
Guinea Pig 1:32 1.50 1.26 119.0

Since the actual concentrations of IGFBP-3 in the animal sera were not
known and pure non-human IGFBP-3 was not available for testing, percent
cross-reactivity could not be calculated. However, it was evident that none
of the animal sera tested showed significant cross-reactivity or linearity in
this assay.

PI-DSL6600-02

Recovery test

IGFBP-3 was added to five serum samples and assayed according to the
procedure of the kit.
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Sample | Endogen.| Added | Expected | Measured | Ratio (%)
conc. conc. conc. conc. |Measured/
(ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) (ng/mL) | Expected
S1 3.48 1.24 4.71 4.05 85.93
3.42 3.05 6.47 5.25 81.10
3.34 5.95 9.30 7.83 84.24
S2 4.94 1.85 6.78 5.60 82.56
4.89 3.05 7.94 6.82 85.93
4.73 7.08 11.80 12.18 103.2
S3 7.78 3.05 10.82 9.19 84.90
7.59 5.95 13.54 13.86 102.3
7.38 9.26 16.64 18.58 11.7
S4 4.80 3.05 7.85 6.97 88.80
4.69 5.95 10.64 10.13 95.22
4.51 10.32 14.83 17.27 116.4
S5 6.05 3.05 9.10 7.29 80.13
5.90 5.95 11.86 10.39 87.63
5.69 10.32 16.01 17.22 107.6

Expected values

Serum IGFBP-3 levels increase with age during childhood, peak in mid- to
late-puberty and decline gradually during adult life. Levels differ between
male and female within each age group and pubertal stage. In addition, other
factors, such as nutritional status, may affect IGFBP-3 levels. Therefore, it
is important that each laboratory carefully define the characteristics of the
reference population prior to determining expected values. The data below
are from multi-center studies.

The pediatric data in the following tables were obtained for children with
normal heights and growth patterns.

IGFBP-3 levels by chronological age

Male

Age N Mean SD Median | Absolute range
(years) (ng/mL) | (ng/mL) | (ng/mL) (ng/mL)
7-8 35 2,501 1,082 3,510 1,250 - 6,350
8-9 22 3,539 665 3,515 2,300 - 5,050
9-10 25 3,694 794 3,880 2,190 - 5,190
10-11 26 3,382 1,083 3,160 1,800 - 7,060
11-12 26 3,502 873 3,305 2,000 - 5,470
12-13 27 3,787 993 3,840 1,820 - 6,990
13-14 27 4,467 1,119 4,650 2,400 - 7,330
14 - 15 20 4,652 1,524 4,885 1,700 - 6,940
15-16 19 4,610 1,494 4,900 2,100 - 7,170
16 - 18 22 4,625 1,294 4,315 2,590 - 7,280
18 - 20 22 4,932 1,218 5,020 2,680 - 7,290
20 - 23 31 4,645 1,020 4,490 2,930 - 7,380
23-25 22 4,253 907 4,415 2,250 - 5,480
25-30 52 3,642 957 3,405 2,330 - 6,680
30 - 40 43 3,445 851 3,350 1,730 - 5,590

PI-DSL6600-02

Female
Age N Mean SD Median | Absolute range
(years) (ng/mL) | (ng/mL) | (ng/mL) (ng/mL)
7-8 21 4,067 1,137 4,020 2,060 - 6,530
8-9 17 3,923 830 4,070 2,560 - 5,530
9-10 25 4,440 1,020 4,350 2,860 - 7,740
10-1 24 4,116 1,115 4,105 2,690 - 7,200
11-12 20 4,771 1,447 4,200 2,300 - 7,740
12-13 23 4,710 1,699 4,400 1,800 - 8,410
13-14 32 4,310 1,225 4,170 2,000 - 7,110
14 - 15 24 4,371 1,089 4,220 2,600 - 7,320
15-16 23 4,440 944 4,630 2,400 - 5,980
16 - 18 24 4,319 1,084 4,190 2,000 - 6,470
18 - 20 21 4,430 1,530 4,840 2,310 - 7,480
20 - 23 28 4,668 1,446 4,340 2,760 - 7,350
23-25 20 4,567 1,319 4,185 2,920 - 7,000
25 - 30 48 4,220 1,191 3,985 2,050 - 7,600
30 - 40 29 3,789 1,114 3,780 2,300 - 7,260
Both Sexes
Age N Mean SD Median | Absolute range
(years) (ng/mL) | (ng/mL) | (ng/mL) (ng/mL)
30 - 40 90 3,493 900 3,330 1,730 - 7,260
40 - 50 44 3,152 497 3,140 2,080 - 4,310
50 - 70 41 2,966 439 2,900 2,020 - 3,990
PATHOLOGIC SAMPLES
Diagnosis Age (years, N |[Mean| SD |Median| Absolute
mean % SD) (ng/mL) | (ng/mL) | (ng/mL) range
(ng/mL)
Growth 8.8+46 43 |1,354| 695 [1,210| 250 - 2,860
Hormone
Deficiency
Constitutional | 10.8 £ 3.2 18 12,607 | 719 |2,530( 1,520 - 4,320
Growth
Retardation
Normal 73142 20 1,994 601 |1,830(1,270 - 2,990
Variant Short
Statue
Acromegaly adult 57 |5,777]1,374]5,540] 1,550 - 9,370
2% Characteristics
T2 (1) = 1443 h =60.14 d
125 E (MeV) %
Y 0.035
X 0.027 114
0.032 25
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