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ACTH-IRMA

INTENDED USE

Immunoradiometric assay kit for the in vitro quantitative measurement of human Adrenocorticotropic Hormone (ACTH) in EDTA
plasma.

GENERAL INFORMATION

Proprietary name : DIAsource ACTH-IRMA Kit
Catalog number : KIP0061: 96 tests
Manufactured by : DIAsource ImmunoAssays S.A.

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

For technical assistance or ordering information contact :
Tel : +32 (0)10 84.99.11 Fax : +32 (0)10 84.99.91

CLINICAL BACKGROUND

Biological Activity

Adrenocorticotropic hormone (ACTH or corticotrophin) is a polypeptide hormone synthesised (from POMC, pro-opiomelanocortin) and secreted
from corticotropes in the anterior lobe of the pituitary gland in response to the hormone corticotrophin-releasing hormone (CRH) released by the
hypothalamus. It consists of 39 amino acids with a molecular weight of 4540 Da.

ACTH regulates steroid synthesis by the adrenal cortex. ACTH stimulates the secretion of cortisol from the adrenal glands. Cortisol and other
glucocorticoids increase glucose production, inhibit protein synthesis and increase protein breakdown, stimulate lipolysis, and affect immunological
and inflammatory responses. Cortisol induces thymus involution which is a decline in normal thymus function that in part accounts for its ability to
decrease immune system response. Glucocorticoids help maintain blood pressure and from an essential component of the body’s response to stress.
ACTH secretion is regulated by corticotrophin- releasing hormone (CRH) and vasopressin (ADH). Cortisol feeds back to the pituitary and
hypothalamus to suppress levels of ACTH and CRH. Under basal (non-stress) conditions, cortisol is secreted with a pronounced circadian rhythm,
with higher levels early in the morning and low levels late in the evening. Under stressful conditions, the circadian variation is blunted.

Non-adrenal gland mediated effects : ACTH stimulates the release of MSH (melanotropic hormone) and GH (growth hormone), increases lipolysis in
fat cells (adipocytes), and induces neurological effects (such as stretching and yawning). Much of this is related to its origin from POMC. Lipolysis
by ACTH is much weaker than that of lipotropin (LPH). ACTH is a precursor of a-MSH.

In the adrenal cortex, there are two types of ACTH receptors, one with a KD = 1nM, but only about 60 per cell while the other has a KD = 300nM,
but with about 600,000 per cell. The presence of high and low affinity receptors for ACTH means that tissues are sensitive not only to the presence of
ACTH, but to its concentration.

Clinical Application

Too much ACTH can result in overproduction of cortisol which can cause Cushing’s syndrome. Too much ACTH can be caused by benign pituitary
adenoma. Other causes of Cushing’s syndrome (too much cortisol) include ectopic production of ACTH as encountered in some lungs tumors and
benign and malignant adrenal tumors. The most common cause of Cushing’s syndrome is exogenous ingestion of glucorticoids.

Symptoms of Cushing’s syndrome include truncal obesity, extremity wasting, moon face, buffalo hump, thinning skin, easy bruising, muscular
weakness, hypertension, artherosclerosis, congestive heart failure, edema, menstral irregularities, psychological disturbances, osteoporosis, increased
infections, and poor wound healing.

Reduced secretion of ACTH by the pituitary gland is called secondary adrenal insufficiency. Tertiary adrenal insufficiency is caused by failure of the
hypothalamus to produce corticotrophin-releasing hormone (CRH) while primary adrenal insufficiency is defined as loss of adrenocortical hormones
due to destruction or impairment of the adrenal cortex. All patients with adrenal insufficiency show weight loss. Secondary and tertiary adrenal
insufficiency is in part diagnosed by ACTH (Cortrosyn) injection to look for simulation of cortisol production.
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PRINCIPLES OF THE METHOD

The DIAsource ACTH-IRMA is a two-step immunoradiometric assay based on

coated-tube separation.

It allows the determination of intact human

adrenocorticotropic hormone (ACTH) in EDTA plasma. Monoclonal antibodies
specific to the 1-24 ACTH fragment (N-terminal fragment) are attached to the
lower and inner surface of the plastic tubes. Calibrators or samples are added to
the tubes. After 2 hour incubation, washing removes the occasional excess of
antigen, mid-regional and C-terminal fragments.

125 labelled polyclonal antibodies specific to the 24-39 ACTH fragment (C-
terminal fragment) are added. After 1 hour incubation and washing the remaining
radioactivity bound to the tube reflects the intact ACTH concentration.

V.

REAGENTS PROVIDED

Reagents Quantity Reconstitution

96 tests

Tubes coated with anti 2x48 Ready for use
ACTH ( monoclonal
antibodies)
1 vial Dilute 21x with Tracer
| Ab | 1251 | CONC | 0.650 ml Buffer (see section VII.
890 kBq C)
Anti-ACTH-'?1 (polyclonal
antibodies) in Phosphate Buffer with
bovine albumin and sodium azide
(<0.1%)
| TRACER | BUF | 1 vial Ready for use
11ml
Tracer Buffer: Borate Buffer with
sheep serum, EDTA and azide
(<0.1%)
CAL n 1 vial Add 5 ml reconstitution
lyophil. solution
Zero Calibrator in human plasma with
thymol and benzamidin
CAL 6 vials Add 1 ml reconstitution
lyophil. solution
Calibrators 1-6 in human plasma with
thymol and benzamidin (see exact
values on vial labels)
| REC | SOLN | 1 vial Ready for use
15ml
Reconstitution solution : Borate
Buffer with EDTA and sodium azide
(< 0.1%)
| ING | BUF | 1 vial Ready for use
6 ml
Incubation Buffer: Phosphate Buffer
with bovine albumin and azide
(<0.1%)

1 vial Dilute 20x with distilled

| WASH ‘ SOLN ‘ CONC I 40 ml water (use a magnetic
stirrer).
Wash solution (Tween 20-NaCl)

2 vials Add 1 ml reconstitution
| CONTROL | N | lyophil. solution
Controls 1 and 2 in human plasma
with thymol

Note: 1. Use the zero calibrator for sera dilutions.

V1.

2. 1 pg of the calibrator preparation is equivalent to 1 pg of NIBSC
74/555

SUPPLIES NOT PROVIDED

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

1.
2.

o0, w

Distilled water

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

Vortex mixer

Magnetic stirrer

Tube shaker (400 rpm)

5 ml automatic syringe (Cornwall type) for washing

VIII.

=@

10.

11.

12.

13.

Aspiration system (optional).
Any gamma counter capable of measuring *?I may be used (minimal yield
70%).

REAGENT PREPARATION

Calibrators : Reconstitute the zero calibrator with 5 ml reconstitution
solution and the other calibrators with 1 ml reconstitution solution.
Controls : Reconstitute the controls with 1 ml reconstitution solution.
Tracer : Prepare an adequate volume of Tracer solution by adding 50 pl
of Anti-ACTH-'?I to 1 ml of Tracer Buffer. Use a vortex to homogenize.
Working Wash solution : Prepare an adequate volume of Working Wash
solution by adding 19 volumes of distilled water to 1 volume of Wash
Solution (20x). Use a magnetic stirrer to homogenize. Discard unused
Working Wash solution at the end of the day.

STORAGE AND EXPIRATION DATING OF REAGENTS

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

The calibrators and controls are very unstable, use them immediately after
reconstitution, freeze immediately in aliquots and keep them at —20°C for
maximum 7 weeks. Avoid subsequent freeze-thaw cycles.

Freshly prepared Working Wash solution should be used on the same day.
After its first use, tracer is stable until expiry date, if kept in the original
well-closed vial at -20°C.

Alterations in physical appearance of kit reagents may indicate instability
or deterioration.

SPECIMEN COLLECTION AND PREPARATION

EDTA plasma should be used and the usual precautions for venipuncture
should be observed.

Specimens should be collected and be placed on ice immediately or drawn
into previously chilled tubes. Immediately separate in a refrigerated
centrifuge (2-8°C). If not assayed immediately (within one hour), remove
the plasma supernatant to the appropriately labelled plastic storage vessel,
and freeze at -70°C or colder for up to 45 days.

Specimens may not remain stable when stored at -20°C.

Do not use hemolyzed or lipemic specimens.

PROCEDURE

Handling notes

Do not use the kit or components beyond expiry date. Do not mix
materials from different kit lots. Bring all the reagents to room
temperature prior to use.

Thoroughly mix all reagents and samples by gentle agitation or swirling.
In order to avoid cross-contamination, use a clean disposable pipette tip
for the addition of each reagent and sample.

High precision pipettes or automated pipetting equipment will improve the
precision. Respect the incubation times.

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

Procedure

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

Briefly vortex calibrators, controls and samples and dispense 200 pl of
each into the respective tubes.

Dispense 50 pl Incubation Buffer in each tube except those for total
counts.

Shake the rack containing the tubes gently by hand to liberate any trapped
air bubbles.

Incubate for 2 hour at room temperature on a tube shaker (400 rpm).
Aspirate the content of each tube (except total counts). Be sure that the
plastic tip of the aspirator reaches the bottom of the coated tube in order to
remove all the liquid.

Wash the tubes with 2 ml Wash Solution (except total counts). Avoid
foaming during the addition of the Working Wash Solution.

Aspirate the content of each tube (except total counts).

Wash again the tubes with 2 ml Wash Solution (except total counts) and
aspirate.

After the last washing, let the tubes standing upright for two minutes and
aspirate the remaining drop of liquid.

Dispense 100 pl of anti-ACTH-'#I tracer into each tube, including the
uncoated tubes for total counts.

Shake the rack containing the tubes gently by hand to liberate any trapped
air bubbles.

Incubate for 1 hour at room temperature on a tube shaker (400 rpm).



14.

15.

16.
17.

18.

19.

XL

e

XIL

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

Wash the tubes with 2 ml Wash Solution (except total counts). Avoid
foaming during the addition of the Working Wash Solution.

Aspirate the content of each tube (except total counts).

Wash again the tubes with 2 ml Wash Solution (except total counts) and
aspirate.

After the last washing, let the tubes standing upright for two minutes and
aspirate the remaining drop of liquid.

Count the tubes in a gamma counter for 60 seconds.

CALCULATION OF RESULTS

Calculate the mean of duplicate determinations.

Plot the c.p.m. (ordinate) for each calibrator against the corresponding
concentration of ACTH (abscissa) and draw a calibration curve through
the calibrator points, reject the obvious outliers.

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

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

TYPICAL DATA

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

C. Precision
INTRA ASSAY INTER ASSAY
Serum N <X>*SD CcVv Serum N <X>*SD cVv
(pg/ml) (%) (pg/ml) (%)
A 19 175+1.1 6.4 D 15 296+14 4.8
B 20 69.3+2.1 3.0 E 15 1219+75 | 6.2
C 20 386.7 £ 15.1 3.9

SD : Standard Deviation; CV: Coefficient of variation

ACTH-IRMA cpm BIT (%)
Total count 273476 100
Calibrator 0.0 pg/ml 418 0.2
9.6 pg/ml 1580 0.6
31.2 pg/ml 3836 14
97.2 pg/ml 10839 4.0
295.4 pg/ml 27691 10.1
1006.4 pg/ml 64156 235
1931.9 pg/ml 93486 342
X111. PERFORMANCE
A. Detection Limit
Twenty zero calibrators were assayed along with a set of other calibrators.
The detection limit, defined as the apparent concentration three standard
deviations above the average counts at zero binding, was 1.16 pg/ml.
B. Specificity

Possible interfering peptides were added to a low and to a high ACTH level
plasma EDTA. The apparent ACTH response was measured.

D. Accuracy
RECOVERY TEST
Sample Added ACTH Recovered ACTH Recovery
(pg/ml) (pg/ml) (%)
1 1100.0 1128.0 102.5
550.0 552.5 100.5
275.0 273.8 99.6
137.5 149.0 108.4
DILUTION TEST
Sample Dilution Theoretical Measured
Concent. Concent.
(pg/ml) (pg/ml)
1 171 - 499.4
12 249.7 226.2
1/4 124.8 111.0
1/8 62.4 57.5
1/16 31.2 27.8
1/32 15.6 16.1
1/64 7.8 7.4
2 171 - 348.4
12 174.2 167.5
1/4 87.1 89.9
1/8 43.6 40.0
1/16 21.8 20.6
1/32 10.9 10.4
1/64 5.4 5.7

Added analyte to a low Observed Added analyte to a medium Observed
ACTH level EDTA plasma ACTH ACTH level EDTA plasma ACTH
level level

(pg/ml) (pg/ml)
Nothing 0.9 Nothing 345
ACTH 1-17 fragment 100000 pg/ml 0.8 ACTH 1-17 fragment 100000 pg/ml | 25.0
ACTH 18-39 fragment100000 pg/ml 7.1 ACTH 18-39 fragment100000 pg/ml | 33.5
Rat ACTH 1000 pg/ml | 364.7 Rat ACTH 1000 pg/ml | 450.0
aMSH 100000 pg/ml | 1.8 aMSH 100000 pg/ml | 31.6
BMSH 100000 pg/ml | 0.9 BMSH 100000 pg/ml | 33.0
BEndorphin 100000 pg/ml | 1.1 BEndorphin 100000 pg/ml | 32.8

This demonstrates that the ACTH-IRMA does not cross react with ACTH
fragments, aMSH, BMSH and BEndorphin but cross react with Rat ACTH at

39%.

Samples were diluted with zero calibrator.

E.

F.

XIV.

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

0 10' 20 30’
C1 546.1 563.9 563.4 568.9
c2 86.6 88.7 89.0 85.9
C3 444 444 429 43.2
C4 122.4 123.0 122.6 121.0

Hook effect
A plasma EDTA sample with an ACTH concentration of 69000 pg/ml
gives a signal above the highest calibrator concentration.

LIMITATIONS

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

Heterophilic antibodies in human serum can react with
immunoglobulins, interfering with in vitro immunoassays.
Patients routinely exposed to animals or animal serum products can be
prone to this interference and anomalous values may be observed in case
of the presence of heterophelic antibodies. Carefully evaluate the results of
patients suspected of having these antibodies.

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

reagent



XV. INTERNAL QUALITY CONTROL

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

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

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

XVI. REFERENCE INTERVALS

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

The range of ACTH levels in 47 normal patients, expressed as 5% to 95%
percentiles, was 9.6 to 49.7 pg/ml.

XVII. PRECAUTIONS AND WARNINGS

Safety

For in vitro diagnostic use only.

This kit contains 21 (half-life: 60 days), emitting ionizing X (28 keV) and y (35.5
keV) radiations.

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

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

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

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

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

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

Do not smoke, drink, eat or apply cosmetics in the working area. Do not pipette
by mouth. Use protective clothing and disposable gloves.
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XIX. SUMMARY OF THE PROTOCOL
TOTAL COUNTS | CALIBRATORS SAMPLE(S)
pl ul CONTROLS
ul
Calibrators (0-6) - 200 -
Samples, controls - 200
Incubation Buffer - 50 50

Incubation 2 hour at room temperature with shaking at 400 rpm
Separation - aspirate

Washing solution - 2.0

Separation - aspirate

Washing solution - 2.0

Separation - aspirate

Tracer 100 100 100
Incubation 1 hour at room temperature with shaking at 400 rpm
Separation - aspirate

Washing solution - 2.0

Separation - aspirate

Washing solution - 2.0

Separation - aspirate

Counting Count tubes for 60 seconds

Other translations of this Instruction for Use can be downloaded from our
website: https://www.diasource-diagnostics.com/
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Lire entierement le protocole avant utilisation.

ACTH-IRMA

I.  BUT DU DOSAGE

Trousse de dosage radio-immunométrique pour la mesure quantitative in vitro de I'hormone adrénocorticotrope humaine
(ACTH) dans le plasma prélevé sur EDTA.

I1. INFORMATIONS GENERALES
A. Nom du produit : DIAsource ACTH-IRMA kit
B. Numéro de catalogue : KIP0061 : 96 tests

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

Pour une assistance technique ou une information sur une commande :
Tel : +32 (0)10 84.99.11 Fax : +32 (0)10 84.99.91

I11. CONTEXTE CLINIQUE

A Activités biologiques

L'hormone adrénocorticotrope (ACTH ou corticotrophine ou encore corticostimuline) est une hormone polypeptidique synthétisée (a partir de POMC, pro-
opiomélanocortine) et sécrétée par les corticotropes du lobe antérieur de I'hypophyse en réponse a la substance libératrice de la corticostimuline (CRH)
libérée par I'nypothalamus. Elle est constituée de 39 acides aminés et posséde un poids moléculaire de 4540 Da.

L'ACTH régule la synthése des stéroides par le cortex surrénalien. L'ACTH stimule la sécrétion du cortisol par les glandes surrénales. Le cortisol et d'autres
glucocorticoides augmentent la production de glucose, inhibent la synthese protéique et augmentent le catabolisme protéique, stimulent la lipolyse et
détériorent les réponses immunologiques et inflammatoires. Le cortisol induit une involution thymique et donc une baisse de la fonction thymique normale,
ce qui explique en partie sa capacité a diminuer la réponse du systeme immunitaire. Les glucocorticoides aident a maintenir la pression sanguine et sont un
composant essentiel de la réponse du corps au stress. La sécrétion d'ACTH est régulée par la substance libératrice de la corticostimuline (CRH) et la
vasopressine (ADH). Le cortisol agit en retour sur I'hypophyse et I'hypothalamus pour réprimer les taux d'ACTH et d’/ADH. Dans des conditions de base (pas
de stress), la sécrétion du cortisol montre un rythme circadien prononcé avec des taux plus élevés tot le matin et des taux bas tard le soir. Dans des conditions
de stress, la variation circadienne est émoussée.

Effets obtenus par la médiation de I'ACTH en dehors de la glande surrénale: I'ACTH stimule la libération de la MSH (hormone mélanotrope) et de la GH
(hormone de croissance), augmente la lipolyse dans les cellules adipeuses (adipocytes) et induit des effets neurologiques (comme I'étirement et les
baillements). La plupart de ces effets sont liés a ceux de la POMC. La lipolyse provoquée par I'ACTH est plus faible que celle induite par la lipotropine
(LPH). L'ACTH est le précurseur de 'a-MSH.

Le cortex surrénalien comporte deux types de récepteurs a I'ACTH: I'un avec un KD = 1 nM, mais il n'y en a qu'environ 60 par cellules, l'autre avec un KD =
300 nM, mais il y en a environ 600.000 par cellule. La présence de récepteurs a haute et a faible affinité pour 'ACTH permet aux tissus d'étre sensibles non
seulement a la présence de I'ACTH, mais aussi & sa concentration.

B. Application clinique

Un exces d'ACTH peut entrainer une surproduction de cortisol qui, a son tour, peut provoquer un syndrome de Cushing. Un excés d'ACTH peut étre
provoqué par un adénome hypophysaire bénin. Les autres causes du syndrome de Cushing (trop de cortisol) incluent la production ectopique d'ACTH,
comme on la rencontre dans certains cancers du poumon, et des tumeurs surrénales bénignes et malignes. La cause la plus fréquente du syndrome de
Cushing est une ingestion exogéne de glucocorticoides.

Les symptdmes du syndrome de Cushing comprennent I'obésité du tronc, un dépérissement extréme, une face en forme de lune, la bosse de bison, un
amincissement de la peau, une proposition aux bleus, une faiblesse musculaire, une hypertension, I'athérosclérose, une insuffisance cardiaque congestive, des
oedémes, des menstruations irréguliéres, des troubles psychologiques, I'ostéoporose, une augmentation des infections et une cicatrisation médiocre.

Une diminution de la sécrétion d'ACTH par I'hypophyse est appelée insuffisance surrénale secondaire. L'insuffisance surrénale tertiaire est provoquée par
I'incapacité de I'hypothalamus a produire la substance libératrice de la corticostimuline (CRH) alors que I'insuffisance surrénale primaire est définie comme
une perte des hormones adrénocorticales due a la destruction ou a la déficience du cortex surrénalien. Tous les patients souffrant d'une insuffisance surrénale
présentent une perte de poids. Les insuffisances surrénales secondaire et tertiaire sont en partie diagnostiquées par I'injection d’ACTH (Cortrosyn) et le suivi
de la stimulation de la production de cortisone.



IV.  PRINCIPE DU DOSAGE

La trousse DIAsource ACTH-Irma est une trousse de dosage radio-
immunométrique en deux étapes basée sur la séparation en tube recouvert
d'anticorps. Elle permet la détermination de I'hormone adrénocorticotrope
humaine intacte (ACTH) dans le plasma prélevé sur EDTA. Des anticorps
monoclonaux spécifiques du fragment 1-24 de I'ACTH (fragment N-terminal)
sont fixés dans le fond et sur la surface intérieure de tubes en plastique. Les
calibrateurs et les échantillons sont ajoutés aux tubes. Aprés 2 heures
d'incubation, le lavage enléve I'excés éventuel d'antigene, les fragments médians
et les fragments C-terminaux.

On ajoute des anticorps polyclonaux marqués a I''?°l spécifiques du fragment 24-
29 de I'ACTH (fragment C-terminal). Aprées 1 heure d'incubation et un lavage, la
radioactivité restante liée au tube refléte la concentration en ACTH intacte.

V. REACTIFS FOURNIS

Réactifs Trousse de Reconstitution
96 analyses
Tubes recouverts avec 2x48 Prét a I’emploi

I’anti ACTH (anticorps
monoclonaux)

1 flacon Diluer 21 x avec du
| Ab | 1251 | CONC | 0,650 ml tampon traceur (voir
Anti-ACTH-?| (anticorps polyclonaux) 890 kBq section VII.C).
dans un tampon Phosphate avec de
I'albumine bovine et de 1’azoture (<0.1 %)
| TRACER | BUF | 1 flacon Prét 4 I’emploi
11 ml
Tampon traceur: Tampon borate avec
sérum de mouton, EDTA et azoture (<0.1
%)
CAL n 1 flacon Ajouter 5 ml de la

Calibrateur zéro dans du plasma humain Iyophilisé solution de reconstitution

contenant du thymol et benzamidine

CAL “ 6 flacons Ajouter 1 ml de la
- - lyophilisés | solution de reconstitution
Calibrateur N=12a6

(cf. Valeurs exactes sur chaque flacon) dans
du plasma humain contenant du thymol et

benzamidine

| REC | SOLN | 1 flacon Prét i I’emploi
15 ml

Solution de reconstitution : Tampon borate

avec EDTA et azoture de sodium (< 0.1%)

INC BUF 1flacon Prét a I’emploi

Tampon d’incubation : tampon phosphate 6mi

contenant de I'albumine bovine et de

I’azoture (<0.1 %)

| WASH | SOLN |CONC | 1 flacon Dilu_er_ZQ x avec de I'eau
40 ml distillée (utiliser un

Solution de Lavage agitateur magnétique).

(Tween - NaCl)

“ 2 flacons Ajouter 1 ml de la

lyophilisés | solution de reconstitution
Contrdles - N = 1 ou 2 dans du plasma
humain et du thymol

Note: 1. Utiliser le calibrateur zéro pour la dilution des échantillons.
2. 1 pg de la préparation du calibrateur est équivalent a 1 pg NIBSC
74/555.

VL. MATERIEL NON FOURNI

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

1. Eau distillée

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

Agitateur magnétique

Agitateur de tubes (400 rpm)

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

Systéme d’aspiration (optionnel)

No ok w

VII.

VIIL.

Tout compteur gamma capable de mesurer 1’**°1 peut étre utilisé
(rendement minimum 70%).

PREPARATION DES REACTIFS

Calibrateurs : Reconstituer le calibrateur zéro avec 5,0 ml de la solution
de reconstitution et les calibrateurs 1 & 6 avec 1,0 ml.

Controles : Reconstituer les contrdles avec 1,0 ml de la solution de
reconstitution.

Traceur : Préparer un volume adéquat de solution de traceur en ajoutant
50 ul d'anti-ACTH-*%1 a 1 ml de tampon traceur. Utiliser un vortex pour
homogénéiser.

Solution de Lavage : Préparer un volume adéquat de Solution de Lavage
en ajoutant 19 volumes d’eau distillée a 1 volume de Solution de Lavage
(20x). Utiliser un agitateur magnétique pour homogénéiser. Eliminer la
Solution de Lavage non utilisée a la fin de la journée.

STOCKAGE ET DATE D’EXPIRATION DES REACTIFS

Avant ’ouverture ou la reconstitution, tous les composants de la trousse
sont stables jusqu’a la date d’expiration, indiquée sur 1’étiquette, si la
trousse est conservée entre 2 et 8°C.

Les calibrateurs et les controles sont tres instables. Utiliser les
immédiatement apres leur reconstitution. Congeler immédiatement en
aliquotes et conserver les a -20°C pendant 7 semaines au maximum.
Eviter des cycles de congélation et décongélation successifs.

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

Aprés la premiére utilisation, le traceur est stable jusqu’a la date
d’expiration, si celui-ci est conservé & -20°C dans le flacon d’origine
correctement fermé.

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

PREPARATION ET STABILITE DE L’ECHANTILLON

I faut utiliser du plasma sur EDTA. Les précautions habituelles doivent étre
observées lors de la ponction veineuse.

Les échantillons doivent étre prélevés et placés immédiatement sur de la
glace ou étre prélevés dans des tubes refroidis auparavant. Séparer
immédiatement dans une centrifugeuse réfrigérée (2-8°C). Si I'échantillon
n'est pas immédiatement analysé (endéans I'heure), transférer le plasma
surnageant dans un récipient de stockage en plastique convenablement
étiqueté et surgeler a -70°C, ou moins, jusqu'a 45 jours.

Les échantillons ne restent pas stables lorsqu'ils sont stockés a -20°C.

Ne pas utiliser des échantillons hémolysés ou lipémiques.

MODE OPERATOIRE

Notes de manipulation

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

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

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

Mode opératoire

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

Agiter au vortex briévement les calibrateurs, les échantillons et les
controles. Puis distribuer 200 pl de chacun d’eux dans leurs tubes
respectifs.

Ajouter 50 uL de tampon d’incubation dans chaque tube a 1’exception des
ceux servant au comptage total.

Secouer gentiment a la main le portoir contenant les tubes pour libérer
toutes les bulles d'air piégées.

Incuber pendant 120 minutes & température ambiante sous agitation
continue (400 rpm).

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



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

XL

XIL.

éliminer toute trace de liquide.

Laver les tubes avec 2 ml de Solution de Lavage (a ’exception des tubes
utilisés pour la détermination de ’activité totale) et aspirer. Eviter la
formation de mousse pendant I’addition de la Solution de Lavage.

Aspirer le contenu de chaque tube (2 I’exception des tubes utilisés pour la
détermination de I’activité totale).

Laver les tubes a nouveau avec 2 ml de Solution de Lavage (a I’exception
des tubes utilisés pour la détermination de I’activité totale) et aspirer.
Aprés le dernier lavage, laisser les tubes droits pendant 2 minutes et
aspirer le reste de liquide.

Distribuer 100 pl de traceur dans chaque tube, y compris les tubes sans
anticorps pour la détermination de Iactivité totale.

Secouer gentiment a la main le portoir contenant les tubes pour libérer
toutes les bulles d'air piégées.

Incuber pendant 60 minutes a température ambiante sous agitation
continue (400 rpm).

Aspirer le contenu de chaque tube (2 I’exception des tubes utilisés pour la
détermination de l’activité totale). Assurez-vous que la pointe utilisée
pour aspirer le liquide des tubes atteint le fond de chacun d’eux pour
éliminer toute trace de liquide.

Laver les tubes avec 2 ml de Solution de Lavage (a ’exception des tubes
utilisés pour la détermination de l’activité totale) et aspirer. Eviter la
formation de mousse pendant 1’addition de la Solution de Lavage.

Aspirer le contenu de chaque tube (a I’exception des tubes utilisés pour la
détermination de I’activité totale).

Laver les tubes a nouveau avec 2 ml de Solution de Lavage (a I’exception
des tubes utilisés pour la détermination de I’activité totale) et aspirer.
Aprés le dernier lavage, laisser les tubes droits pendant 2 minutes et
aspirer le reste de liquide.

Placer les tubes dans un compteur gamma pendant 60 secondes pour
quantifier la radioactivité.

CALCUL DES RESULTATS

Calculer la moyenne de chaque détermination réalisée en double.

Tracer les cpm (ordonnées) pour chaque calibrateur contre la
concentration correspondante en ACTH (abscisses) et dessiner une courbe
de calibration a l’aide des points de calibration, écarter les valeurs
aberrantes.

Lire la concentration pour chaque contréle et échantillon par interpolation
sur la courbe de calibration.

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

DONNEES TYPES

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

B. Spécificité

Les peptides pouvant interférer ont été ajoutés a un plasma sur EDTA avec une
teneur en ACTH basse et élevée. On a mesuré la réponse apparente de I'ACTH.

Analyte ajouté a un plasma sur Niveau Analyte ajouté a un plasma sur Niveau

EDTA avec un niveau d'ACTH d'ACTH EDTA avec un niveau d'ACTH d'ACTH

bas observé moyen observé

(pg/ml) (pg/ml)
Rien 0,9 Rien 34,5
ACTH, fragment 1-17 100000 pg/ml [0X:] ACTH, fragment 1-17 100000 pg/ml 25,0

ACTH, fragment 18-39 100000 ACTH, fragment 18-39 100000

pg/mi 71 pg/mi 335
ACTH de rat 1000 pg/ml 364,7 ACTH de rat 1000 pg/ml 450,0
aMSH 100000 pg/ml 1,8 aMSH 100000 pg/ml 31,6
BMSH 100000 pg/ml 09 BMSH 100000 pg/ml 33,0
BEndorphine 100000 pg/ml 11 BEndorphine 100000 pg/ml 328

Cela démontre que I'ACTH-IRMA ne réagit pas de maniére croisée avec les
fragments d'ACTH, 'aMSH, la BMSH et la fendorphine, mais réagit de maniére

croisée avec I'ACTH de rat a 39%.

C. Précision

INTRA-ESSAI INTER-ESSAI
Sérum N <X>+SD CcVv Sérum N <X>+SD cv
(pg/ml) (%) (pg/ml) (%)
A 19 175+11 6,4 D 15 296+14 4,8
B 20 69,3+2,1 3,0 E 15 121975 6,2
c 20 386,7 £ 15,1 3,9

SD : Déviation Standard; CV: Coefficient de variation

D. Exactitude

TEST DE RECUPERATION

ACTH-IRMA cpm BIT (%)
Activité totale 273476 100
Calibrateur 0,0 pg/ml 418 02
9,6 pg/ml 1580 0,6
31,2 pg/ml 3836 14
97,2 pg/ml 10839 4,0
295,4 pg/ml 27691 10,1
1006,4 pg/ml 64156 23,5
1931,9 pg/ml 93486 34,2

XIHI.

A.

PERFORMANCE ET LIMITES DU DOSAGE

Sensibilité

Vingt calibrateurs zéro ont été testés en paralléle avec un assortiment d’autres
calibrateurs. La limite de détection, définie comme étant la concentration
apparente se trouvant a trois déviations standard au-dessus de la moyenne des
comptages du zéro de liaison, était de 1,16 pg/ml.

ACTH ajoutée ACTH récupérée Récupération

(pg/ml) (pg/ml) (%)
1100,0 1128,0 102,5
550,0 552,5 100,5
275,0 273,8 99,6
137,5 149,0 108,4

TEST DE DILUTION
Echantillon Dilution Concent. théorique Concent. Mesurée
(pg/ml) (pg/ml)

1 171 - 499,4

12 249,7 226,2

1/4 1248 111,0

1/8 62,4 57,5

1/16 31,2 27,8

1/32 15,6 16,1

1/64 7,8 7,4

2 171 - 348,4

12 174,2 167,5

1/4 87,1 89,9

1/8 435 40,0

1/16 21,8 20,6

1/32 10,9 10,4

1/64 54 57

Les échantillons ont été dilués avec le calibrateur zéro.



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

Comme montré ci-dessous, les résultats d’un essai restent précis méme quand un
échantillon est distribué 30 minutes aprés que le calibrateur a été ajouté aux tubes
avec |’anticorps.

DELAI
0 10 20 30
C1 546,1 563,9 563,4 568,9
c2 86,6 88,7 89,0 85,9
c3 44,4 444 42,9 43,2
c4 122,4 123,0 122,6 121,0

F. Effet crochet

Un échantillon de plasma sur EDTA avec une concentration en ACTH de 69000
pg/ml donne un signal supérieur a la concentration du calibrateur le plus élevé.

XIV. LIMITATIONS

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

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

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

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

XV. CONTROLE QUALITE INTERNE

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

- Chaque laboratoire est libre de faire ses propres stocks d’échantillons
controles, lesquels doivent étre congelés en aliquotes. Ne pas congeler —
décongeler plus de deux fois.

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

XVI. VALEURS ATTENDUES

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

La portée des taux en ACTH chez 47 patients normaux, exprimée comme 5% a
95% percentiles, était 9,6 a 49,7 pg/ml.

XVII. PRECAUTIONS ET AVERTISSEMENTS

Sécurité

Pour utilisation en diagnostic in vitro uniquement.

Cette trousse contient de 1’*?° (demi-vie: 60 jours), une matiére radioactive
émettant des rayonnements ionisants X (28 keV) et y (35.5 keV).

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

Toutes les manipulations radioactives doivent étre exécutées dans un secteur
désigné, éloigné de tout passage. Un journal de réception et de stockage des
matieres radioactives doit étre tenu a jour dans le laboratoire. L'équipement de
laboratoire et la verrerie, qui pourrait étre contaminée avec des substances

radioactives, doivent étre isolés afin d’éviter la contamination croisée de plusieurs
isotopes.

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

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

L’azoture de sodium est nocif s’il est inhalé, avalé ou en contact avec la peau
(’azoture de sodium est utilisé comme agent conservateur). L’azoture dans cette
trousse pouvant réagir avec le plomb et le cuivre dans les canalisations et donner
des composés explosifs, il est nécessaire de nettoyer abondamment a 1’eau le
matériel utilisé.

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

ACTIVITE CALIBRA- ECHANTILLONS
TOTALE TEURS CONTROLES
(uh (1) (1)
Calibrateurs (0 a 6) - 200 -
Echantillons, Contréles - - 200
Tampon d’incubation - 50 50

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

Séparation - Aspiration

Solution de Lavage - 2,0ml

Séparation - aspiration

Solution de Lavage - 2,0ml

Séparation - aspiration

Traceur 100 100 100

Incubation 60 minutes a température ambiante sous agitation continue
(400 rpm).

Séparation - Aspiration

Solution de Lavage - 2,0ml

Séparation - aspiration

Solution de Lavage - 2,0ml

Séparation - aspiration

Comptage

Temps de comptage des tubes: 60 secondes
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Vor Gebrauch des Kits lesen Sie bitte diese Packungsbeilage.

ACTH-IRMA

I.  VERWENDUNGSZWECK

Ein Radio-Immunoassay fir die quantitative in vitro Bestimmung von humanem adrenokortikotropen
Hormon (ACTH) in EDTA-Plasma.

Il. ALLGEMEINE INFORMATION
A. Handelsbezeichnung : DIAsource ACTH-IRMA Kit
B. Katalognummer : KIP0061 : 96 Tests

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

Fur technische Unterstiitzung oder Bestellungen wenden Sie sich bitte an:

Tel : +32 (0)10 84.99.11 Fax : +32 (0)10 84.99.91
Fir Deutschland : Kostenfreie Rufnummer : 0800 1 00 85 74 - Kostenfreie Faxnummer : 0800 1 00 85 75
E-mail Ordering : ordering@diasource.be

I11. KLINISCHER HINTERGRUND

A Biologische Aktivitaten

Das Adrenokortikotrophe Hormon (ACTH oder Corticotrophin) ist ein Polypeptidhormon (von POMC, Propiomelanocortin),
welches durch Kortikotrope im Vorderlappen der Hirnanhangsdriise, als Antwort auf das Corticotrophin- freisetzende Hormon
(CRH) im Hypothalamus synthetisiert und sekretiert wird. Es besteht aus 39 Aminosduren mit einem Molekulargewicht von
4540 Da.

ACTH reguliert die Steroid-Synthese in der Nebennierenrinde. ACTH stimmuliert die Sekretion von Cortisol aus den
Nebennieren. Cortisol und andere Glukokorticoide erhéhen die Glukoseproduktion, verhindern die Proteinsynthese und fordern
den Abbau von Proteinen, sie stimmulieren die Lipolyse und beeinflussen immunologische und entziindliche Reaktionen.
Cortisol induziert die Riickbildung des Thymus, welches eine Abnahme der normalen Thymusfunktion darstellt, die teilweise
dazu beitragt die Immunantwort zu verringern. Glukokorticoide helfen den Blutdruck aufrecht zu erhalten und bilden eine
notwendige Komponente im Korper bei der Reaktion auf Stress. Die ACTH-Sekretion wird reguliert durch das Corticotrophin
freisetzende Hormon (CRH) und durch Vasopressin (ADH). Cortisol wird reguliert iber die Nebenniere und den Hypothalamus
um die ACTH und CRH —Spiegel zu reduzieren.Unter normalen (non-stress) Bedingungen wird Cortisol in einem ausgepragten
zyklischen Rhythmus sekretiert, wobei hohere Spiegel am Morgen und niedrige am Abend erreicht werden. Unter
Stressbedingungen ist die zyklische Veranderung unterdriickt.

Nicht durch die Nebenniere vermittelte Effekte:ACTH stimmuliert die Freisetzung von MSH (Melanotropes Hormon),einem
Wachstumshormon (GH), steigert die Lipolyse in Fettzellen (Adipozyten) und induziert neurologische Effekte ( wie Strecken
und Géhnen). Vieles davon kommt vom Ursprung POMC. Die Lipolyse durch ACTH ist viel schwécher, als die von Lipotropin
(LPH). ACTH ist eine biologische Vorstufe vom MSH.

In der Nebennierenrinde gibt es 2 Arten von ACTH-Rezeptoren, eine mit einem KD=1nM, aber nur ungeféhr 60 Stiick pro Zelle,
waéhrend der andere ein KD=300nM aufweist und circa 600.000 mal pro Zelle auftritt. Das Vorhandensein von hoch- und niedrig
affinen Rezeptoren fur ATCH bedeutet, dass Gewebe nicht nur fiir das Vorhandensein von ACTH sensitiv sind, sondern auch fir
deren Konzentration.

B. Klinische Anwendung

Zu viel ACTH kann zu einer Uberproduktion von Cortisol fiithren, die Cushing Syndrom verursachen kann. Zu viel ACTH kann
durch ein benignes Nebennieren-Adenom verursacht sein. Andere Ursachen fir das Cushing Syndrom (zu viel Cortisol)
schlieRen die ektopische Produktion von ACTH ein, die bei einigen Lungentumoren und benignen und bdsartigen
Nebennierentumoren beobachtet wurde. Die haufigste Ursache fir Cushing Syndrom ist die exogene Aufnahme von
Glukocortikoiden.

Symptome von Cushing Syndrom schlieBen Fettleibigkeit, sieche Extremitéten,Mondgesicht,Stiernacken,diinne Haut,oft
Qetschungen,Muskelschwiéche,Bluthochdruck, Artheriosklerose,Herzfehler,Odeme,unregelméRige Menstruation, psychologische
Verwirrungen,Osteoporose,verstérkte Infektneigung und schlechte Wundheilung.

Die verringerte Sekretion von ACTH durch die Hirnanhangsdriise wird als sekundéare Nebenniereninsuffizienz bezeichnet.
Tertidre Nebenniereninsuffizienz wird durch einen Fehler des Hypothalamus bei der Produktion von Corticotropin freisetzendem
Hormon(CRH)verursacht, wéhrend die primére Nebenniereninsuffizienz als Verlust von adrenocortikalen Hormonen infolge von
Zerstorung oder Beeintrachtigung der Nebennierenrinde bezeichnet wird.Alle Patienten mit Nebenniereninsuffizienz zeigen
Gewichtsverlust. Die sekundare und tertiare Nebenniereninsuffizienz wird teilweise durch ACTH Injektionen (Cortrosyn)
diagnostiziert, um die Produktion von Cortisol zu simulieren.



IV. GRUNDSATZLICHES ZUR DURCHFUHRUNG

Der DIAsource ACTH-IRMA st ein Zwei-Schritt immunradiometrischer Assay
in beschichteten Rohrchen.

Es ermdglicht die Bestimmung von intaktem humanen adrenocorticotropen
Hormon (ACTH) in EDTA-Plasma. Fir das 1-24 ACTH- Fragment (N-terminales
Fragment) spezifische monoklonale Antikdrper sind an die untere innere Flache
der Plastikréhrchen gebunden. Kalibratoren oder Proben werden den Réhrchen
zugefiigt. Nach 2 Stunden Inkubation wird der UberschuR von Antigen,
mittelregionalen und C-terminalen Fragmenten ausgewaschen.

135 gelabellte polyklonale Antikorper, die spezifisch fiir das 1-24 ACTH
Fragment (C-terminales Fragment) werden zugefiigt. Nach 1 Stunde Inkubation
und Waschen entspricht die an die Roéhrchen gebundene Radioaktivitat der
Konzentration von intakter ACTH.

V. MITGELIEFERTE REAGENZIEN

Reagenzien 96 Test Rekonstitution
Kit
Mit anti ACTH- beschichtete 2x48 gebrauchsfertig
Roéhrchen (monoklonale

Antikorper)

1 GefaR 21 x mit Tracerpuffer
| Ab | 1251 |CONC| 0,650 ml verdiinnen (siehe
TRACER: Slodmarkierter Anti-ACTH | &0 KB Sektion VI C).
(polyklonale Antikorper) in
Phosphatpuffer mit Rinderserumalbumin
und Azid (<0.1%)
| TRACER | BUF | 1 GefaR gebrauchsfertig
11ml

Tracerpuffer: Boratpuffer mit
Schafserum, EDTA und Azid (<0.1%)

CAL n 1 GefaR 5ml

lyophilisiert | Rekonstituierungsldsung
Null Kalibrator in Humanplasma mit zugeben
Thymol und Benzamidin

CAL “ 6 Gefésse 1ml

lyophilisiert | Rekonstituierungsldsung
Kalibrator - N =110 6 zugeben

(genaue Werte auf GefaB-Etiketten) in
Humanplasma  mit  Thymol und

Benzamidin
| REC | SOLN | 1 GefaR gebrauchsfertig
15ml
Rekonstituierungsldsung: Boratpuffer
mit EDTA und Natriumazid (<0,1%)
INC BUF 1 GefaR gebrauchsfertig
6 ml
Inkubationspuffer: Phosphatpuffer mit
Rinderserumalbumin, und Azid (<0,1%)
1 Geféall 20 x mit dest. Wasser
| WASH | SOLN ‘ CONC ‘ 40 ml verdiinnen
(Magnetriihrer
Waschldsung (Tween 20 - NaCl) benutzen).
CONTROL N 2 Gefésse 1ml
lyophilisiert | Rekonstituierungsldsung
zugeben
Kontrollen - N =1 or 2
Humanplasma und Thymol
Bemerkung: Benutzen Sie den Null-Kalibrator zur Probenverdiinnung.

2.1 pg der Standardzubereitung ist aquivalent zu 1 pg NIBSC 74/555

VI.  ZUSATZLICH BENOTIGTES MATERIAL

Folgendes Material wird bendtigt, aber nicht mit dem Kit mitgeliefert:
1. Dest. Wasser

2. Pipetten: 50 ul, 100 pl, 200 pl, 1 ml und 3 ml (Verwendung von
Préazisionspipetten mit Wegwerf-Plastikspitzen wird empfohlen)

3. 5 ml automatische Spritze (Cornwall Typ) zum Waschen

4, Absaugsystem (optional)

® No o

VII.

VIII.

=

Vortex Mixer

Schuttler fir Réhrchen (400rpm)

Magnetriihrer

Jegl. Gamma-Counter, der 1 messen kann, kann verwendet werden.
(minimal Yield 70%)

REAGENT PREPARATION

Kalibratoren: Rekonstituieren Sie den Nullstandard mit 50 ml
Rekonstituierungslésung und die Kalibratoren 1-6 mit 1,0 ml.
Rekonstituierungslésung

Kontrollen:  Rekonstituieren Sie die Kontrollen mit 1,0 ml
Rekonstituierungslosung

Tracer: Stellen Sie die benétigte Menge Tracerldsung her, indem Sie 50 pl
Anti-ACTH-'?1 zu 1 ml Tracerpuffer geben. Benutzen Sie einen Vortex
zur Homogenisierung.

Waschlésung: Bereiten Sie ein angemessenes Volumen Waschldsung aus
einem Anteil Waschlésung (20x) mit 19 Anteilen dest. Wasser zu.
Verwenden Sie einen Magnetrihrer zum gleichméaBigen Durchmischen.
Verwerfen Sie die nicht benutze Waschlésung am Ende des Tages.

AUFBEWAHRUNG UND LAGERUNG DER REAGENZIEN

Vor dem Offnen oder Rekonstitution sind die Reagenzien des Kits bis zum
Ablaufdatum (Angaben auf Etikett) bei Lagerung bei 2°C bis 8°C stabil.
Die Kalibratoren und Proben sind sehr instabil. Benutzung sofort nach der
Rekonstitution oder sofort in Aliquots bei —20°C fiir bis zu 7 Wochen
einfrieren. Vermeiden Sie wiederholtes Einfrieren und Auftauen.

Frisch zubereitete Waschlsung sollte am selben Tag benutzt werden.
Nach der ersten Benutzung ist der Tracer bei Aufbewahrung im
Originalgefal und bei -20° C bis zum Ablaufdatum stabil.

Verénderungen im Aussehen der Kitkomponenten konnen ein Anzeichen
fur Instabilitat oder Zerfall sein.

PROBENSAMMLUNG UND -VORBEREITUNG

Es sollte EDTA Plasma verwendet und die tblichen Vorsichtsmalnahmen
bei Venenpunktur beachtet werden.

Die Proben sollten direkt nach der Entnahme auf Eis gelagert oder in vorher
gefrostete Rohrchen abgenommen werden. Separieren Sie die Proben sofort
in einer Kihlzentrifuge (2-8°C).Werden die Proben nicht innerhalb einer
Stunde verarbeitet, entfernen Sie den Plasmaiiberstand und geben Ihn in ein
entsprechend etikettiertes PlastikaufbewahrungsgefaR. Frieren Sie das
Plasma bei -70°C oder kalter ein. Es ist bis zu 45 Tage haltbar.

Bei -20°C bleiben die Proben nicht stabil.

Benutzen Sie keine hdmolysierten oder lipdmischen Proben.

DURCHFUHRUNG

Bemerkungen zur Durchfiihrung

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

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

Prazisionspipetten oder ein automatisches Pipettiersystem erhdhen die
Prazision. Achten Sie auf die Einhaltung der Inkubationszeiten.

Erstellen Sie fur jeden Durchlauf eine Standardkurve, verwenden Sie nicht
die Daten von friiheren Durchldufen.

Durchfihrung

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

Vortexen Sie Kalibratoren, Proben und Kontrollen kurz und geben Sie
jeweils 200 pl in ihre Rohrchen.

Dispensieren sie 50 pl Inkubationspuffer in jedes Réhrchen, auRer dem fiir
die gesamtaktivitat.

Schiitteln Sie das Rack mit den Rohrchen sanft mit der Hand, um
angeheftete Luftblasen freizusetzen.

Inkubieren Sie 120 Minuten bei Raumtemperatur unter stdndigem
Schittlen (400 rpm).

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



7. Waschen Sie die Roéhrchen mit 2 ml Waschlosung (auler
Gesamtaktivitdt) und saugen Sie ab. Vermeiden Sie Schaumbildung bei
Zugabe der Waschldsung.

8. Saugen Sie den Inhalt jeden Roéhrchens (auer Gesamtaktivitat) ab.

9. Waschen Sie die Rohrchen mit 2 ml Waschlosung (auler
Gesamtaktivitdt) und saugen Sie ab.

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

11.  Geben Sie 100 pl des Tracers in jedes Rohrchen, einschieflich der
unbeschichteten Rohrchen fir die Gesamtaktivitat.

12.  Schitteln Sie das Rack mit den Rohrchen sanft mit der Hand, um
angeheftete Luftblasen freizusetzen.

13.  Inkubieren Sie 60 Minuten bei Raumtemperatur unter standigem
Schattlen (400 rpm).

14.  Saugen Sie den Inhalt jedes Roéhrchens ab (auer Gesamtaktivitat).
Vergewissern Sie sich, dass die Plastikspitze des Absaugers den Boden
des beschichteten Rohrchens erreicht, um die gesamte Flussigkeit zu
entfernen.

15.  Waschen Sie die Roéhrchen mit 2 ml Waschldsung (aulRer
Gesamtaktivitdt) und saugen Sie ab. Vermeiden Sie Schaumbildung bei
Zugabe der Waschlésung.

16.  Saugen Sie den Inhalt jeden Réhrchens (auler Gesamtaktivitat) ab.

17.  Waschen Sie die Rohrchen mit 2 ml Waschlésung (aulRer
Gesamtaktivitat) und saugen Sie ab.

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

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

Xl.  BERECHNUNG DER ERGEBNISSE

=

Berechnen Sie den Durchschnitt aus den Doppelbestimmungen.

2. Tragen den c.p.m. (Ordinate) fur jeden Standard gegen die entsprechende
Konzentration ACTH (Abszisse) und zeichnen Sie eine Standardkurve
durch die Standardpunkte, schliefen Sie offensichtliche ,,Ausreifier aus.

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

4.  Computergestltzte Methoden konnen ebenfalls zur Erstellung der

Kalibrationskurve verwendet werden. Falls die Ergebnisberechnung mit

dem Computer durchgefiihrt wird, empfehlen wir die Berechnung mit einer

“4 Parameter”’-Kurvenfunktion.

XIl.  TYPISCHE WERTE

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

Zugesetzter Analyt zu einem Beobachte Zugesetzter Analyt zu einem Beobachte
EDTA-Plasma mit niedrigem te ACTH EDTA-Plasma mit mittlerem te ACTH
Spiegel Spiegel Spiegel Spiegel
(pg/ml) (pg/ml)
Keine Zugabe 0,9 ACTH 1-17 Fragment100000 pg/ml 34,5
ACTH 1-17 Fragment100000 pg/ml 0,8 ACTH 18-39 Fragment100000 25,0
ACTH 18-39 Fragment100000 pg/ml 71 pg/ml 335
ACTH Ratte 1000 pg/ml | 364,7 ACTH Ratte 1000 pg/ml 450,0
aMSH 100000 pg/ml 1,8 aMSH 100000 pg/ml 31,6
BMSH 100000 pg/ml 0,9 BMSH 100000 pg/ml 33,0
BEndorphin 100000 pg/ml 11 BEndorphin 100000 pg/ml 32,8

Dieses zeigt, das der ACTH-IRMA keine Kreuzreaktionen mit aMSH, MSH
und BEndorphin ACTH- Fragmenten , aber kreuzreagiert mit Ratten-ACTH zu
39%.

C. Préazision

INTRA-ASSAY INTER-ASSAY
Serum N <X>*SD cv Serum N <X>+SD CcVv
(pg/ml) (%) (pg/ml) (%)
A 19 175+11 6,4 D 15 296+14 4.8
B 20 69,3+2,1 3,0 E 15 1219+75 6,2
C 20 | 386,7+15,1 3,9

SD : Standardabweichung; CV: Variationskoeffizient

D. Genauigkeit

ACTH-IRMA cpm BIT (%)
Gesamtaktivitat 273476 100
Kalibrator 0,0 pg/ml 418 0.2
9,6 pg/ml 1580 0,6
31,2 pg/ml 3836 14
97,2 pg/ml 10839 4,0
295,4 pg/ml 27691 10,1
1006,4 pg/ml 64156 235
1931,9 pg/ml 93486 34,2

XI. LEISTUNGSMERKMALE UND GRENZEN DER METHODIK

A Nachweisgrenze

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

Die Nachweisgrenze, definiert als die offensichtliche Konzentration 3
Standardabweichungen tiber den Counts bei Nullbindung, war 1,16 pg/ml.

B. Spezifitat
Méglicherweise interferrierende Peptide werden EDTA-Plasma mit niedrigem

und hohem ACTH-Gehalt zugesetzt. Die resultierende ACTH-Antwort wurde
gemessen.

VERDUNNUNGSTEST
Probe Verdinn. Theoret. Gemess. Konzent.
Konzent. (pg/ml)
(pg/ml)
1 1/1 - 499,4
12 249,7 226,2
1/4 124,8 111,0
1/8 62,4 57,5
1/16 31,2 27,8
1/32 15,6 16,1
1/64 7.8 7.4
2 1/1 - 3484
1/2 174,2 167,5
1/4 87,1 89,9
1/8 43,5 40,0
1/16 21,8 20,6
1/32 10,9 10,4
1/64 54 5,7
Die Proben wurden mit Null-Kalibrator verdiinnt.
WIEDERFINDUNGSTEST
Zugeg. ACTH Wiedergef. ACTH Wiedergefunden
(pg/ml) (pg/ml) (%)
1100,0 1128,0 102,5
550,0 552,5 100,5
275,0 273,8 99,6
137,5 149,0 108,4

E. Zeitverzogerung zwischen letzter Kalibrator- und Probenzugabe

Es wird im folgenden gezeigt, dass die Genauigkeit der Tests selbst dann erhalten
bleibt, wenn die Probe 30 Minuten nach Zugabe des Kalibrators in die
beschichteten Réhrchen zugefugt wird.

ZEITDIFFERENCE

0 10 20' 30
c1 546,1 563,9 5634 568,9
C2 86,6 88,7 89,0 85,9
c3 44,4 44,4 42,9 43,2
C4 122,4 123,0 122,6 121,0

F. Hook-Effekt
Ein EDTA-Plasmaprobe mit einer ACTH-Konzentration von 69000 pg/ml erzeugt
ein Signal, das Uber der hochsten Kalibratorkonzentration liegt.



XIV. ANWENDUNGSGRENZEN

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

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

Patienten, die routineméaBigen Umgang mit Tieren oder Tierseren haben,
kdnnen zu dieser Interferenz neigen und so kénnen anormale Werte in
Gegenwart von heterophilen Antikdrpern beobachtet werden. Ergebnisse
von Patienten, bei denen diese Antikorper vermutet werden, mussen
sorgfaltig evaluiert werden.

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

XV. INTERNE QUALITATSKONTROLLE

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

- Falls zusatzliche Kontrollen erwiinscht sind, kann jedes Labor seinen
eigenen Pool herstellen, der in Aliquots eingefroren werden sollte.
Erinnern Sie sich, dass zwei Gefrier-Auftau-Zyklen erlaubt sind.

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

XV. REFERENZ INTERVALLE

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

Der Bereich der ACTH-Werte bei 47 gesunden Patienten, ausgedriickt als 5% bis
95% Perzentilen, betrug 9,6 bis 49,7 pg/ml.

XVI. VORSICHTMASSNAHMEN UND WARNUNGEN

Sicherheit

Nur fiir diagnostische Zwecke.

Dieser Kit enthalt 121 (Halbwertzeit: 60 Tagen) , das ionisierende X (28 keV) und
v (35,5 keV) Strahlungen emittiert.

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

Der Umgang mit radioaktiven Substanzen sollte fern von Durchgangsverkehr in
einem speziell ausgewiesenen Bereich stattfinden. Ein Logbuch flr Protokolle
und Aufbewahrung muss im Labor sein. Die Laborausristung und die
Glasbhehalter, die mit radioaktiven Substanzen kontaminiert werden konnen,
mussen ausgesondert werden, um Kreuzkontaminationen mit unterschiedlichen
Radioisotopen zu verhindern. Verschittete radioaktive Substanzen mussen sofort
den Sicherheitshestimmungen entsprechend entfernt werden. Radioaktive Abfélle
mussen entsprechend den lokalen Bestimmungen und Richtlinien der fir das
Labor zustdndigen Behorden gelagert werden. Das Einhalten der
Sicherheitsbestimmungen fiir den Umgang mit radioaktiven Substanzen
gewaéhrleistet ausreichenden Schutz.

Die menschlichen Blutkomponenten in diesem Kit wurden mit europdischen und
in USA erprobten FDA-Methoden getestet, sie waren negativ fir HBSAG, anti-
HCV und anti-HIV 1 und 2. Keine bekannte Methode kann jedoch vollkommene
Sicherheit liefern, dass menschliche Blutbestandteile nicht Hepatitis, AIDS oder
andere Infektionen tbertragen. Deshalb sollte der Umgang mit Reagenzien,
Serum oder Plasmaproben in Ubereinstimmung mit den Sicherheitsbestimmungen
erfolgen.

Alle tierischen Produkte und deren Derivate wurden von gesunden Tieren
gesammelt. Komponenten von Rindern stammen aus L&ndern in denen BSE nicht
nachgewiesen wurde.

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

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

Bitte rauchen, trinken, essen Sie nicht in Ihrem Arbeitsbereich, und verwenden
Sie keine Kosmetika. Pipettieren Sie nicht mit dem Mund. Verwenden Sie
Schutzkleidung und Wegwerfhandschuhe.
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XVIL.ZUSAMMENFASSUNG DES PROTOKOLLS

GESAMT- KALIBRA PROBEN,
AKTIVITAT -TOREN KONTROLLEN
(1) ()} (1D
Kalibratoren (0-6) - 200 -
Proben, Kontrollen N - 200
Inkubationspuffer - 50 50
Inkubation 120 Minuten bei Raumtemperatur unter standigem Schiitteln
(400 rpm)
Trennung - absaugen
Waschldsung - 2.0ml
Trennung - absaugen
Waschldsung - 2.0ml
Trennung - absaugen
Tracer 100 100 100
Inkubation 60 Minuten bei Raumtemperatur unter stdndigem Schitteln
(400 rpm)

Trennung - absaugen
Waschldsung - 2.0ml
Trennung - absaugen
Waschldsung - 2.0ml
Trennung - absaugen
Gamma Counter 60 Sekunden messen




Prima di utilizzare il kit leggere attentamente le istruzioni per ’uso

ACTH-IRMA

I. USO DELKIT

Kit radioimmunologico per la determinazione quantitativa in vitro dell’ormone adrenocorticotropo (ACTH) in
plasma EDTA

Il. INFORMAZIONI DI CARATTERE GENERALE

A. Nome commerciale: DIAsource ACTH-IRMA Kit
B. Numero di catalogo: KIP0061: 96 test
C. Prodotto da: DIAsource ImmunoAssays S.A.

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

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

1. INFORMAZIONI CLINICHE

A. Attivita biologiche

L’ormone adrenocorticotropo (ACTH o corticotropina) € un ormone polipeptidico, sintetizzato a partire dalla pro-opiomelanocortina
(POMC) e secreto dalle cellule corticotrope del lobo anteriore dell’ipofisi in risposta all’azione dell’ormone ipotalamico di rilascio della
corticotropina (CRH). Esso é formato da 39 aminoacidi e ha un peso molecolare di 4540 Da.

L’ACTH regola la sintesi steroidea da parte della corteccia surrenale e stimola la secrezione di cortisolo da parte delle ghiandole surrenali. Il
cortisolo e gli altri glucocorticoidi favoriscono la gluconeogenesi, inibiscono la sintesi proteica, aumentano il catabolismo proteico,
stimolano la lipolisi e influenzano la risposta immune e infiammatoria. Il cortisolo induce un processo involutivo del timo che si traduce in
un declino della normale funzionalita timica, con conseguente riduzione della risposta immunitaria. | glucocorticoidi contribuiscono alla
regolazione della pressione sanguigna e rappresentano un fattore essenziale nella risposta organica allo stress. La secrezione di ACTH &
regolata dall’ormone di rilascio della corticotropina (CRH) e dalla vasopressina (ADH). Il cortisolo esercita un’azione di feedback back su
ipofisi e ipotalamo provocando una riduzione dei livelli di ACTH e CRH. In condizioni basali (non-stress), la produzione di cortisolo segue
un pronunciato ritmo circadiano, con livelli piu elevati nelle prime ore del mattino e livelli inferiori nelle ore serali. In condizioni di stress, si
verifica una perdita del ritmo circadiano.

Effetti mediati, non sulle ghiandole surrenali: I’ACTH stimola il rilascio di MSH (ormone melanotropo) e di GH (ormone della crescita),
aumenta la lipolisi nelle cellule adipose (lipociti) e induce effetti neurologici (stiracchiamento e shadiglio). La maggior parte di tali effetti &
associabile alla sua derivazione dalla POMC. La lipolisi stimolata da ACTH é significativamente inferiore a quella stimolata dalla
lipotropina (LPH). L’ACTH ¢ un precursore di a-MSH. Nella corteccia surrenale vi sono due tipi di recettori per ACTH, quelli con
Kd=1nM, in numero di 60/cellula soltanto, e quelli con Kd=300nM, in numero di 600.000/cellula. La presenza di recettori per ACTH ad alta
e bassa affinita indica che i tessuti non sono sensibili soltanto alla presenza d ACTH, ma anche alla sua concentrazione.

B. Applicazioni cliniche

Un eccesso di ACTH pud dar luogo ad una sovrapproduzione di cortisolo, possibile causa di sviluppo della sindrome di Cushing. L’eccessiva
produzione di ACTH pud essere provocata dalla presenza di un adenoma pituitario (benigno). Altre cause possibili della sindrome di
Cushing (cortisolo in eccesso) sono la produzione ectopica di ACTH, associabile ad alcune forme di tumore polmonare, e la presenza di
tumori surrenalici benigni o maligni. La causa piu comune della sindrome di Cushing & la somministrazione esogena di glucocorticoidi.

La sindrome di Cushing si accompagna a sintomi quali obesita a livello del tronco contrapposta a dimagrimento degli arti, facies lunare,
gobba di bufalo, assottigliamento della cute, facile comparsa di lividi, debolezza muscolare, ipertensione, aterosclerosi, insufficienza cardiaca
congestizia, edema, irregolarita mestruale, disturbi psichici, osteoporosi, elevata predisposizione alle infezioni, difficolta di cicatrizzazione.
La ridotta secrezione di ACTH da parte dell’ipofisi da luogo alla cosiddetta insufficienza surrenalica secondaria. L’insufficienza surrenalica
terziaria e invece il risultato di una ridotta capacita da parte dell’ipotalamo a produrre I’ormone di rilascio della corticotropina (CRH), mentre
I’insufficienza surrenalica primaria risulta associata ad una ridotta produzione degli ormoni corticosurrenali derivante da distruzione o
alterazione della corteccia surrenale. In tutti i pazienti affetti da insufficienza surrenalica si evidenzia una perdita di peso. Le insufficienze
surrenaliche secondaria e terziaria vengono in parte diagnosticate mediante iniezione di ACTH (Cortrosyn) stimolante la produzione di
cortisolo.



IV.  PRINCIPIO DEL METODO

11 kit DIAsource ACTH-IRMA ¢ un dosaggio immunoradiometrico a due fasi con
separazione coated tube per la determinazione dei livelli di ormone
adrenocorticotropo  umano intatto (ACTH) in plasma EDTA. Anticorpi
monoclonali specifici per il frammento ACTH 1-24 (frammento N-terminale)
sono adesi alla superficie interna del fondo di provette di plastica. In tali provette
viene effettuata la distribuzione di campioni e standard. Dopo un’incubazione di
due ore, la fase di lavaggio provvede alla rimozione di un’eventuale eccesso di
antigene, dei frammenti della regione medio molecolare e C-terminale.

Si procede quindi all’aggiunta di anticorpi policlonali marcati con '#I, specifici
per il frammento ACTH 24-39 (frammento C-terminale). Dopo un’ora di
incubazione e successivo lavaggio, la residua radioattivita legata alla provetta
riflette la concentrazione di ACTH intatto.

V. REATTIVI FORNITI

Reattivi Kit da 96 Volume di
test ricostituzione
Provette sensibilizzate con 5
U anticorpo anti ACTH (anticorpi 2x48 Pronte per I'uso
monoclonali)
| Ab | 1251 | CONC | 1 flacone Diluire 21 x con
- . . 0,650 ml tampone marcato
Marcato: anti-ACTH (Anticorpi | 890 kBgq (veda sezione
monoclonali) marcati con ¥ in tampone VII.C)
fosfato con BSA e sodio azide (<0,1%) :
| TRACER | BUF | 1 flacone Pronto per I’'uso
11 ml
Tampone marcato: Tampone Borato con
siero di pecora, EDTA e azide (<0,1%)

CAL n 1flacone | Aggiungere 5 ml di
Calibratore  zero i plasma umano, | lofiliz soluzione di
contenente timolo e benzamidina ricostituzione

6 flaconi Aggiungere 1 ml di
Calibratore 1-6 (le concentrazioni esatte liofiliz. r??(l)sztzilt?Jr;(ieo(r‘lle
degli calibratore sono riportate sulle
etichette dei flaconi), in plasma umano,
contenente timolo e benzamidina
1 flacone B
| REC | SOLN | 15 ml Pronto per I’'uso
Soluzione di ricostituzione: Tampone
Borato con EDTA e sodio azide (<0,1%)
BUF 1 flacone Pronto per I’uso
Tampone incubazione: tampone fosfato con 6 ml
BSA e azide (<0,1%)
| WASH | SOLN |CONC | 1 flacone Diluire 20 x con
40 ml acqua distillata
Tampone di lavaggio (Tween - NaCl) usando un agitatore
magnetico
| CONTROL | N | 2 flaconi Aggiungere 1 ml di
Controlli: N =1 0 2, in plasma umano, liofiliz. r?gzl)LthZiltzr;?o(rjmle
contenente timolo

Note: 1. Usare lo calibratore zero per diluire i campioni.
2.1 pg della preparazione standard ¢ equivalente a 1 pg NIBSC 74/555
VI.  REATTIVI NON FORNITI

1l seguente materiale é richiesto per il dosaggio ma non é fornito nel Kit.
1. Acqua distillata.

2. Pipette per dispensare 50 pl, 100 pl, 200 pl, 1 ml e 3 ml (Si
raccomanda di utilizzare pipette accurate con puntale in plastica
monouso).

3. Agitatore tipo vortex.

4. Agitatore magnetico.

5. Agitatore rotante (400 rpm)

6. Pipetta a ripetizione automatica 5 ml per i lavaggi.

7. Sistema di aspirazione dei campioni (facoltativo).

8. Contatore gamma con finestra per 21 (efficienza minima 70%)

VII.

VIIL.

PREPARAZIONE DEI REATTIVI

Calibratore: Ricostituire il calibratore zero con 5 ml di soluzione di
ricostituzione e i calibratori 1-6 con 1,0 ml.

Controlli: Ricostituire i controlli con 1,0 ml di Soluzione di ricostituzione.
Marcato: preparare un adeguato volume della soluzione marcato
aggiungendo 50 pl di anti-ACTH'?® ad 1 ml di Tampone marcato.
Utilizzare il vortex per omogeneizzare.

Soluzione di lavoro del tampone di lavaggio: Preparare la quantita
necessaria di soluzione di lavoro del tampone di lavaggio aggiungendo 19
parti di acqua distillata ad una parte di tampone di lavaggio concentrato
(20 x). Usare un agitatore magnetico per rendere la soluzione omogenea.
La soluzione di lavoro va scartata al termine della giornata.

CONSERVAZIONE E SCADENZA DEI REATTIVI

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

Calibratori e controlli sono molto instabili, utilizzarli immediatamente
dopo ricostituzione, congelarli immediatamente in aliquote e mantenerli a
-20°C per 7 settimane. Evitare ripetuti cicli di congelamento-
scongelamento.

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

Dopo apertura del flacone, il marcato & stabile fino alla data di scadenza
riportata sull’etichetta, se conservato a -20°C nel flacone originale ben
tappato.

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

RACCOLTA E PREPARAZIONE DEI CAMPIONI

E’ indispensabile 1’utilizzo di plasma EDTA. Per il prelievo, rispettare le
normali precauzioni.

| campioni prelevati dovranno essere posti immediatamente in ghiaccio o
dispensati in provette preventivamente raffreddate. Se non si procede
subito all’esecuzione del test (entro un’ora), effettuare immediatamente la
separazione in centrifuga raffreddata (2-8°C), e trasferire il surnatante in
una provetta di conservazione in plastica adeguatamente contrassegnata.
Congelare a -70°C o a temperature inferiori, per un massimo di 45 giorni.

| campioni potrebbero non risultare stabili se conservati a -20°C.

Non utilizzare campioni emolizzati o lipemici.

METODO DEL DOSAGGIO

Avvertenze generali

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

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

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

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

Metodo del dosaggio
Numerare le provette sensibilizzate necessarie per dosare in duplicato
ogni standard, campione o controllo. Numerare 2 provette non
sensibilizzate per la determinazione dell’attivita totale.
Agitare brevemente su vortex standard, campioni e controlli. Dispensare
200 pl di standard, campioni e controlli nelle rispettive provette.
Dispensare 50 pl di tampone di incubazione in ogni provetta ad
eccezione di quelle per i conteggi totali.
Agitare manualmente con delicatezza il portaprovette in modo da
eliminare eventuali bolle d’aria.
Incubare 120 minuti a temperatura ambiente in agitazione (400 rpm).
Aspirare il liquido contenuto in tutte le provette, tranne in quelle per
I’attivita totale, facendo attenzione che il puntale dell’aspiratore
raggiunga il fondo delle provette e che aspiri tutto il liquido.
Lavare tutte le provette, tranne quelle per ’attivita totale, con 2 ml di
soluzione di lavoro di tampone di lavaggio, evitando di provocare la
formazione di schiuma.
Aspirare il liquido contenuto in tutte le provette, tranne in quelle per
I"attivita totale.
Lavare nuovamente tutte le provette, tranne quelle per 1’attivita totale,
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| sotto riportati sono forniti a titolo di esempio e non devono essere utilizzati per
calcolare le concentrazioni di ACTH in campioni e controlli al posto della curva

con 2 ml di soluzione di lavoro di tampone di lavaggio e aspirare.

Dopo il secondo lavaggio lasciare decantare le provette in posizione
verticale per due minuti circa e aspirare eventuali gocce di liquido
residue.

Dispensare 100 pl di marcato in tutte le provette, comprese quelle per
P’attivita totale.

Agitare manualmente con delicatezza il portaprovette in modo da
eliminare eventuali bolle d’aria.

Incubare 60 minuti a temperatura ambiente in agitazione (400 rpm).
Aspirare il liquido contenuto in tutte le provette, tranne in quelle per
I’attivita totale, facendo attenzione che il puntale dell’aspiratore
raggiunga il fondo delle provette e che aspiri tutto il liquido.

Lavare tutte le provette, tranne quelle per I’attivita totale, con 2 ml di
soluzione di lavoro di tampone di lavaggio, evitando di provocare la
formazione di schiuma.

Aspirare il liquido contenuto in tutte le provette, tranne in quelle per
P’attivita totale.

Lavare nuovamente tutte le provette, tranne quelle per ’attivita totale,
con 2 ml di soluzione di lavoro di tampone di lavaggio e aspirare.

Dopo il secondo lavaggio lasciare decantare le provette in posizione
verticale per due minuti circa e aspirare eventuali gocce di liquido
residue.

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

CALCOLO DEI RISULTATI

Calcolare la media delle determinazioni in duplicato.
Costruire la curva di calibrazione ponendo in ordinata le medie dei colpi

per minuto (cpm) dei replicati degli standard e in ascissa le rispettive

concentrazioni di ACTH. Scartare i duplicati palesemente discordanti.
Determinare le concentrazioni e controlli per interpolazione sulla curva di
taratura.

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

parametri.

CARATTERISTICHE TIPICHE

standard, che va eseguita per ogni dosaggio.

| risultati della tabella dimostrano che il test ACTH-IRMA non cross reagisce con
frammenti di ACTH, aMSH, BMSH and BEndorfina ma cross reagisce con
ACTH di ratto al 39%.

C. Precisione
INTRA SAGGIO INTER SAGGIO
Siero N <X>+SD CcVv Siero N <X>%*SD CcVv
(pg/ml) (%) (pg/ml) (%)
A 19 175+1,1 6,4 D 15 296+14 4,8
B 20 69,3+2,1 3,0 E 15 1219+75 6,2
C 20 | 386,7+15,1 3,9

SD : Deviazione Standard; CV: Coefficiente di Variazione

D. Accuratezza

TEST DI DILUIZIONE

ACTH-IRMA cpm BIT (%)
Attivita totale 273476 100
Calibratore 0,0 pg/ml 418 02
9,6 pg/ml 1580 0,6
31,2 pg/ml 3836 14
97,2 pg/ml 10839 4,0
295,4 pg/ml 27691 10,1
1006,4 pg/ml 64156 235
1931,9 pg/ml 93486 342

Campione Diluizione Concentrazione Concentrazione
teorica misurata
(pg/ml) (pg/ml)

1 11 - 499,4

1/2 249,7 226,2

1/4 124,8 111,0

1/8 62,4 57,5

1/16 31,2 27,8

1/32 15,6 16,1

1/64 78 7,4

2 171 - 348,4

1/2 174,2 167,5

1/4 87,1 89,9

1/8 435 40,0

1/16 21,8 20,6

1/32 10,9 10,4

1/64 5,4 5,7

| campioni sono stati diluiti con calibratore zero.
TEST DI RECUPERO
ACTH aggiunta ACTH recuperata Recupero
(pg/ml) (pg/ml) (%)

1100,0 1128,0 102,5
550,0 552,5 100,5
275,0 273,8 99,6
137,5 149,0 108,4

XML

A.

CARATTERISTICHE E LIMITI DEL METODO

Sensibilita

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

Il limite di rilevazione, definito come concentrazione apparente piu tre deviazioni
standard, del valore di cpm medio dello standard zero, & risultato pari a 1,16
pg/ml.

B.

Specificita
In seguito ad aggiunta di peptidi possibilmente interferenti in campioni di plasma
EDTA contenenti rispettivamente bassi e alti livelli di ACTH si é andata a

misurare la risposta apparente dell’ACTH.

E.

Tempo trascorso tra I’aggiunta dell’ultimo calibratore e il campione
Come mostrato nella seguente tabella, il dosaggio si mantiene accurato anche
quando un campione viene aggiunto nelle provette sensibilizzate 30 minuti dopo
I’aggiunta del calibratore.

TEMPO TRASCORSO
0 10 20 30
c1 546,1 563,9 563,4 568,9
c2 86,6 88,7 89,0 85,9
c3 44,4 44,4 42,9 43,2
c4 1224 123,0 122,6 121,0

Analita aggiunto a plasma EDTA Livello Analita aggiunto a plasma EDTA Livello
con livello basso di ACTH ACTH con livello medio di ACTH ACTH
osservato osservato
(pg/ml) (pg/ml)
Niente 0,9 Niente 34,5
ACTH frammento 1-17 100000 pg/m| 0,8 ACTH frammento 1-17 100000
ACTH frammento 18-39100000 pg/m 71 pg/ml 25,0
ACTH di ratto 1000 pg/ml 364,7 ACTH frammento 18-39 100000
aMSH 100000 pg/ml 18 pg/ml 335
BMSH 100000 pg/ml 0,9 ACTH di ratto 1000 pg/ml 450,0
BEndorfina 100000 pg/ml 11 aMSH 100000 pg/ml 31,6
BMSH 100000 pg/ml 33,0
BEndorfina 100000 pg/ml 32,8

F.

Effetto hook
Un campione di plasma EDTA contenente livelli di ACTH pari a 69000 pg/ml da
luogo a un segnale superiore a quello del calibratore a concentrazione piu elevata.

XIV. LIMITAZIONI

Campioni di pazienti che abbiano assunto preparazioni a base di anticorpi
monoclonali murini a scopo diagnostico o terapeutico potrebbero
contenere anticorpi umani antimurini (HAMA). Tali campioni, quando
testati con metodiche basate sull’impiego di anticorpi monoclonali
murini, potrebbero produrre valori falsamente elevati o ridotti.
Nell’esecuzione di tecniche di immunodosaggio in vitro, la presenza in
campioni di siero umano di anticorpi eterofili che possono reagire con
immunoglobuline reattive pud dar luogo ad interferenze.

Pazienti sistematicamente esposti al contatto con animali o con prodotti
derivanti da siero animale possono essere oggetto di tale tipo di



interferenza, con conseguente riscontro di risultati anomali in caso di
presenza di anticorpi eterofili. Si raccomanda pertanto di valutare
attentamente i risultati relativi ai pazienti con sospetta presenza di tale
tipo di anticorpo.

Qualora i risultati non fossero in linea con le altre osservazioni cliniche si
rendera necessaria la raccolta di ulteriori informazioni prima della
formulazione di una diagnosi.

XV. CONTROLLO DI QUALITA’ INTERNO

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

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

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

XVI. INTERVALLI DI RIFERIMENTO

Questi valori vengono dati solo come guida; ogni laboratorio deve stabilire i
propri intervalli normali di valori.

Il range dei livelli di ACTH in 47 pazienti normali, espresso in percentili da 5% a
95% era compreso tra 9,6 e 49,7 pg/ml.

XVIl. PRECAUZIONI PER L’USO

Sicurezza

11 kit & solo per uso diagnostico in vitro.

Il kit contiene ?°I (emivita: 60 giorni) emettente raggi X (28 keV) e y (35.5 keV)
ionizzanti.

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

Usare sempre guanti e camici da laboratorio quando si manipola materiale
radioattivo. Le sostanze radioattive devono essere conservate in propri contenitori
in appositi locali che devono essere interdetti alle persone non autorizzate. Deve
essere tenuto un registro di carico e scarico del materiale radioattivo. 1l 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. Lo scrupoloso rispetto delle norme
per I’uso di sostanze radioattive fornisce una protezione adeguata agli utilizzatori.
| reattivi di origine umana presenti nel kit sono stati dosati con metodi approvati
da organismi di controllo europei o da FDA e si sono rivelati negativi per HBs
Ag, anti HCV, anti HIV1 e anti HIV2. Non sono disponibili metodi in grado di
offrire la certezza assoluta che derivati da sangue umano non possano provocare
epatiti, AIDS o trasmettere altre infezioni. Manipolare questi reattivi o i campioni
di siero o plasma secondo le procedure di sicurezza vigenti.

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

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

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

Attivita totale Calibratore CAMPIONI
Controlli

pl pl pl
Calibratore (0 - 6) - 200 -
Campioni, controlli - - 200
Tampone incubazione - 50 50
Incubazione 120 minuti a temperatura ambiente in agitazione (400 rpm)
Separazione Aspirare
Soluzione di lavoro 2ml
tampone di lavaggio
Separazione Aspirare
Soluzione di lavoro 2ml
tampone di lavaggio
Separazione Aspirare
Marcato 100 100 10
Incubazione 60 minuti a temperatura ambiente in agitazione (400 rpm)
Separazione Aspirare
Soluzione di lavoro 2ml
tampone di lavaggio
Separazione Aspirare
Soluzione di lavoro 2ml
tampone di lavaggio
Separazione Aspirare
Conteggio Contare le provette per 1 minuto
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Leer el protocolo completo antes de usar.

ACTH-IRMA

I.  INSTRUCCIONES DE USO

Radioinmunoensayo para la determinacion cuantitativa in vitro de hormona adrenocorticotropa humana (ACTH) en plasma con
EDTA.

I. INFORMACION GENERAL

A. Nombre: DIAsource ACTH-IRMA Kit
B. NOmero de Catélogo: KIP0061 : 96 tests

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

Para cuestiones técnicas y informacién sobre pedidos contactar:
Tel : +32 (0)10 84.99.11 Fax : +32 (0)10 84.99.91

111. INFORMACION CLINICA

A Actividades Bioldgicas

La hormona adrenocorticotropa (ACTH o corticotropina) es una hormona polipeptidica sintetizada (a partir de de POMC, proopiomelanocortina) y secretada
a partir de corticotropas en el I6bulo anterior de la hip6fisis en respuesta a la hormona liberadora de la corticotropina (CRH) secretada por el hipotalamo.
Esta formada por 39 aminoacidos con un peso molecular de 4540 Da.

La ACTH regula la sintesis de esteroides en la corteza suprarrenal. La ACTH estimula la secrecion de cortisol en las glandulas suprarrenales. El cortisol y
otros glucocorticoides aumentan la produccion de glucosa, inhiben la sintesis de proteinas y aumentan la degradacion proteica, estimulan la lip6lisis e
influyen en las respuestas inmunolégicas e inflamatorias. El cortisol induce la involucién del timo que es un deterioro de la funcién timica normal que se
explica en parte por su capacidad de reducir la respuesta del sistema inmunitario. Los glucocorticoides ayudan a mantener la presién sanguinea y constituyen
un componente esencial de la respuesta corporal al estrés. La secrecion de ACTH esta regulada por la hormona liberadora de la corticotropina (CRH) y la
vasopresina (ADH). El cortisol realiza un sistema de retroalimentacion negativa sobre la hipéfisis y el hipotdlamo suprimiendo los niveles de ACTH y CRH.
En condiciones basales (sin estrés), el cortisol se secreta en respuesta a un ritmo cardiaco pronunciado, con niveles mayores a primer hora de la mafiana y
con niveles menores a ultima hora de la tarde. En condiciones de estrés, se produce un pico en la variacion circadiana.

Efectos no mediados por la glandula suprarrenal: La ACTH estimula la liberacién de MSH (hormona melanotrépica) y GH (hormona del crecimiento),
aumenta la lipdlisis en las células grasas (adipocitos) e induce efectos neurolégicos (como el estiramiento y el bostezo). Mucho de esto esté relacionado con
su origen a partir de POMC. La lip6lisis producida por ACTH es mucho mas débil que la de la lipotropina (LPH). La ACTH es un precursor de la a-MSH.
En la corteza suprarrenal, hay dos tipos de receptores de ACTH, uno con una KD =1 nM, pero s6lo existen aproximadamente 60 por célula, mientras que el
otro tiene una KD = 300 nM, pero con aproximadamente 600.000 por célula. La presencia de receptores de alta y baja afinidad por la ACTH, significa que
los tejidos no sélo son sensibles a la presencia de ACTH, sino también a su concentracion.

B. Aplicacion clinica

Demasiada ACTH puede resultar en una superproduccién de cortisol que puede provocar un sindrome de Cushing. Dichos niveles elevados de ACTH
pueden ser provocados por un adenoma hipofisario benigno. Otras causas del sindrome de Cushing (demasiado cortisol) incluyen una produccién ectépica
de ACTH, como ocurre en algunos tumores pulmonares, y tumores y canceres suprarrenales. La causa mas comun del sindrome de Cushing es una ingestion
exdgena de glucocorticoides.

Los sintomas del sindrome de Cushing incluyen obesidad troncular, degeneracion de las extremidades, cara de luna, joroba de grasa, adelgazamiento de la
piel, propensién a los hematomas, debilidad muscular, hipertension, arterosclerosis, fallo cardiaco congestivo, edema, alteraciones menstruales, alteraciones
psicolégicas, osteoporosis, aumento de infecciones y problemas de cicatrizacion.

Una secrecion reducida de ACTH por la hipdéfisis se denomina insuficiencia suprarrenal secundaria. La insuficiencia suprarrenal terciaria esta provocada por
un fallo en la produccién hipotaldmica de hormona liberadora de la corticotropina (CRH) mientras que la insuficiencia suprarrenal primaria se define como
una pérdida de hormonas adrenocorticotropas debida a la destrucciéon o lesion de la corteza suprarrenal. Todos los pacientes con una insuficiencia
suprarrenal presentan pérdida de peso. La insuficiencia suprarrenal secundaria y terciaria se diagnostica en parte mediante la inyeccion de ACTH
(Cortrosyn) para ver la estimulacion de la produccion de cortisol.



IV.  PRINCIPIOS DEL METODO

DIAsource ACTH-IRMA es un ensayo inmunorradiométrico de dos pasos basado
en la separacion en tubos recubiertos. Permite determinar la hormona
adrenocorticotropa  humana (ACTH) en plasma con EDTA. Se acoplan
anticuerpos monoclonales especificos para el fragmento 1-24 de la ACTH
(fragmento N terminal) a la superficie inferior e interior de los tubos de plastico.
A los tubos se afiaden calibradores o muestras. Tras 2 horas de incubacion, los
lavados eliminan el posible exceso de antigeno y los fragmentos de la regién
media y C-terminal.

Se afiaden anticuerpos policlonales marcados con 1'% especificos para el
fragmento 24-39 de la ACTH (fragmento C terminal). Tras 1 hora de incubacién
y de los lavados, la radioactividad restante unida al tubo refleja la concentracion
de ACTH intacta.

V. REACTIVOS SUMINISTRADOS

Reactivos 96 test Reconstitucion
Kit
Tubos recubiertos con anti 2x48 Listo para uso
ACTH (anticuerpos
monoclonales)

1 vial Diluir 21 x con
| AD | 1251 | cone | 0,650 ml tampon marcador
TRAZADOR: anti-ACTH (anticuerpos 890 kBg (ver seccion VII.C)
polyclonales) marcado con 1'% en tamp6n
fosfato con albimina bovina, y azida
(<0,1%)

BUF 1 vial Listo para uso
11ml
Tampo6n marcador: Tampdn de borato con
suero de oveja, EDTAy azida (<0,1%)
1 vial Afiadir 5 ml de
CAL n liofilizado solucién de
reconstitucion
Calibrador cero en plasma humano con
thymol y benzamidina
6 viales Afadir 1 ml de
CAL “ liofilizados solucion de
CalibradoresN=1a5 reconstitucion
(mirar los valores exactos en las etiquetas)
en plasma humano con thymol y
benzamidina
REC 1 vial Listo para uso

15 ml
Solucion de reconstitucion: Tampon de
borato con EDTA y azida sédica (< 0,1%)

INC BUF 1 viall Listo para uso
Tampon de incubacion: Tampon fosfato 6m
con albumina bovina y azida (<0,1%)
1 vial Diluir 20 x con agua
WASH LN N ; L
| S | so |co C | 40 ml destilada (utilizar
Solucion de lavado (Tween 20 - NaCl) agitador magnético)
2 viales Afadir 1 ml de
liofilizados solucion de
Controles-N =10 2 reconstitucion
en plasma humano y thymol

1.Para diluciones de muestras utilizar calibrador cero.
2.1 pg de la preparacioén del calibrador es equivalente a 1 pg NIBSC
74/555

Nota:

VI. MATERIAL NO SUMINISTRADO

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

1.  Agua destilada

2. Pipetas de 50 pl, 100 pl, 200 pl, 1 ml'y 3 ml (Se recomienda el uso de
pipetas precisas con puntas desechables de plastico)

Vortex

Agitador magnético

Agitador de tubos (400rpm)

Jeringa automatica 5 ml (tipo Cornwall) para el lavado

o0 AW

7.
8.

VII.

VIIL.

=

Sistema de aspiracion (opcional)
Contador de radiaciones gamma para medir 1> ( minima eficiencia 70%)

PREPARACION DE REACTIVOS

Calibradores:Reconstituir el calibrador cero con 5,0 ml de solucién de
reconstitucion y los calibradores 1-6 con 1,0 ml.

Controles: Reconstituir los controles con 1,0 ml de solucién de
reconstitucion.

Marcador: Preparar un volumen adecuado de solucién marcadora
afiadiendo 50 pl de anti ACTH 1'% a 1 ml de tampdn marcador.

Solucion de lavado de trabajo: Preparar el volumen necesario de
Solucién de lavado de trabajo mezclando 19 partes de agua destilada por 1
parte de Solucién de lavado (20x). Utilizar un agitador magnético para
homogeneizar. Desechar la solucion de lavado de trabajo no utilizada al
final del dia.

ALMACENAJE Y CADUCIDADES DE LOS REACTIVOS

Antes de abrir 6 reconstituir todos los componentes de los kits son estables
hasta la fecha de caducidad indicada en la etiqueta, si se guardan a 2-8°C.
Los calibradores y controles son muy inestables, por lo que deben
utilizarse inmediatamente después de la reconstitucion, congelarse
enseguida en partes alicuotas y mantenerse a —20° C durante 7 semanas.
Evitar congelar y descongelar sucesivamente.

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

Después del primer uso, el trazador es estable hasta la fecha de caducidad,
si se guarda en el vial original cerrado a -20°C.

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

RECOGIDA Y PREPARACION DE MUESTRAS

Se debe usar plasma con EDTA y hay que tomar las precauciones habituales
para una venopuncion.

Las muestras deben ser tomadas e inmediatamente colocadas en hielo o
transferidas a tubos previamente enfriados. Separar inmediatamente en una
centrifuga refrigerada (2-8 °C). Si no se van a ensayar inmediatamente (en
una hora), transferir el sobrenadante de plasma a recipientes plasticos de
almacenamiento etiquetados y congelar a una temperatura de -70 °C o
inferior hasta un maximo de 45 dias.

Puede que las muestras no sean estables si se almacenan a -20 °C.

No usar muestras hemolizadas o lipémicas.

PROTOCOLO

Notas de manejo

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

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

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

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

Protocolo

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

Agitar brevemente los calibradores, muestras y controles y dispensar 200
pl de cada uno en sus respectivos tubos.

Dispense 50 pl de tampén de incubacion en cada tubo, excepto los de los
recuentos totales.

Agitar suavemente con la mano la gradilla que contiene los tubos para
eliminar cualquier posible burbuja de aire.

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

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

Lavar los tubos con 2 ml de Solucién de lavado de trabajo (excepto los
de Cuentas Totales) y aspirar. Evitar la formacién de espuma durante la



adicion de la Solucion de lavado.

8. Aspirar el contenido de cada tubo (excepto los de Cuentas Totales)

9. Lavar de nuevo con 2 ml de Solucién de lavado de trabajo (excepto los de
Cuentas Totales) y aspirar.

10.  Después del Gltimo lavado, dejar los tubos en posicion inversa durante 2
minutos y aspirar él liquido restante.

11.  Dispensar 100 pL del trazador en cada tubo, incluyendo los tubos
correspondientes a las Cuentas Totales.

12.  Agitar suavemente con la mano la gradilla que contiene los tubos para
eliminar cualquier posible burbuja de aire.

13.  Incubar durante 60 minutos a temperatura ambiente en agitacion
constante (400 rpm).

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

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

16.  Aspirar el contenido de cada tubo (excepto los de Cuentas Totales)

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

18.  Después del Gltimo lavado, dejar los tubos en posicién inversa durante 2
minutos y aspirar él liquido restante.

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

XI.  CALCULO DE RESULTADOS

1. Calcular la media de los duplicados.

2. Representar las c.p.m. (ordenada) para cada calibrador frente a las
concentraciones de ACTH (abscisa) y dibujar una curva de calibracion por
los puntos de calibracion, rechazando los extremos claros.

3. Leer la concentracién para cada control y muestra por interpolacién en la
curva de calibracion.
4. Métodos computarizados de computacién de resultados pueden ser

utilizados para la construccién de la curva de calibracién. Si se utiliza un
sistema automético de calculo de resultados, se recomienda usar la
representacion grafica “ 4 parametros”.

XIl. EJEMPLO DE RESULTADOS

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

ACTH de rata 1000 pg/ml 364,7 ACTH de rata 1000 pg/ml 450,0
o-MSH 100000 pg/ml 18 o-MSH 100000 pg/ml 316
B-MSH 100000 pg/ml 09 B-MSH 100000 pg/ml 330
p-endorfina 100000 pg/ml 11 B-endorfina 100000 pg/ml 32,8

Esto demuestra que ACTH-IRMA no presenta reaccion cruzada con los
fragmentos de ACTH, MJMSH, [1TIMSH y [l-endorfina pero si existe con la
ACTH de rata en un 39%.

C. Precision

PRECISION INTRA-ENSAYO PRECISION INTER-ENSAYO

Suero N <X>+SD CcVv Suero N <X>+SD Ccv
(pg/ml) (%) (pg/ml) (%)
A 19 175+1,1 6,4 D 15 29,6 +1,4 4.8
B 20 69,3+2,1 3,0 E 15 1219+75 6,2
C 20 386,7+ 15,1 39
SD : Desviacién Estandar; CV: Coeficiente de Variacién
D. Exactitud
TEST DILUCION
Muestra Dilucién Concent. Concent.
Tedrica Medida
(pg/ml) (pg/ml)
1 11 - 499,4
1/2 249,7 226,2
1/4 124,8 111,0
1/8 62,4 57,5
1/16 31,2 27,8
1/32 15,6 16,1
1/64 7.8 7.4
2 11 - 348,4
12 174,2 167,5
1/4 87,1 89,9
1/8 435 40,0
1/16 21,8 20,6
1/32 10,9 10,4
1/64 54 57

Las muestras fueron diluidas con el calibrador cero.

TEST DE RECUPERACION

ACTH-IRMA cpm B/T (%)
Cuentas Totales 273476 100
Calibrador 0,0 pg/ml 418 0,2
9,6 pg/ml 1580 0,6
31,2 pg/ml 3836 14
97,2 pg/ml 10839 4,0
295,4 pg/ml 27691 10,1
1006,4 pg/ml 64156 23,5
1931,9 pg/ml 93486 34,2

XIl. REALIZACION Y LIMITACIONES

A Limite de deteccion

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

El limite de deteccion, definido como la concentracién aparente con tres
desviaciones tipicas sobre los recuentos medios a una unién nula, fue de 1,16
pg/ml.

B. Especificidad

Se afiadieron péptidos posibles de interferencia a un plasma con EDTA vy niveles
bajos y altos de ACTH. Se midi6 la respuesta aparente a ACTH.

Analito afiadido a un Nivel de Analito afiadido a un Nivel de
plasma con EDTA y niveles bajos ACTH plasma con EDTA y niveles medios ACTH
de ACTH observado de ACTH observado
(pg/ml) (pg/ml)
Nada 0,9 Nada 34,5

fragmento 1-17 de ACTH 100000 fragmento 1-17 de ACTH 100000
pg/ml 08 pg/ml 25,0
fragmento 18-39 de ACTH 100000 fragmento 18-39 de ACTH 100000

pg/ml 7,1 pg/ml 33,5

ACTH afadido ACTH Recuperado Recuperado
(pg/ml) (pg/ml) (%)
1100,0 1128,0 102,5
550,0 552,5 100,5
275,0 2738 99,6
1375 149,0 108,4
E. Tiempo de espera entre la dispensacion del ultimo calibrador y la de

la muestra

Como se muestra a continuacion la precision del ensayo se mantiene incluso en el
caso de dispensar la muestra 30 minutos después de haberse adicionado el
calibrador a los tubos recubiertos.

TIEMPO DE ESPERA

0 10 20 30"
c1 546,1 563,9 563,4 568,9
c2 86,6 88,7 89,0 85,9
c3 44,4 44,4 42,9 43,2
c4 1224 123,0 122,6 121,0

F. Efecto “hook”

Una muestra de plasma con EDTA y una concentracion de ACTH de 69000
pg/ml tienen una sefial superior a la concentracion de calibrador mas alta.



XIV. LIMITACIONES

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

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

Pacientes que en forma rutinaria estdn en contacto con animales o
productos derivados de suero animal, pueden tender a presentar esta
interferencia y se pueden observar valores anémalos en caso de haber
presencia de anticuerpos heteréfilos. Evalle cuidadosamente los
resultados de aquellos pacientes sospechosos de tener estos anticuerpos.

Si los resultados no concuerdan con otras observaciones clinicas, sera
necesario obtener informacién adicional antes de hacer un diagnostico.

XV. CONTROL DE CALIDAD INTERNO

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

- Si es conveniente, - cada laboratorio puede utilizar sus propios pools de
controles, los cuales se guardan en alicuotas congeladas. No congelar y
descongelar méas de dos veces.

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

XVI. INTERVALOS DE REFERENCIA

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

El alcance de los niveles de ACTH levels en 47 pacientes normales, expresado
como percentilos de 5% a 95% fue 9,6 a 49,7 pg/ml.

XVII. PRECAUCIONES Y ADVERTENCIAS

Seguridad

Para uso solo en diagndstico in vitro.

Este kit contiene 1'% (vida media : 60 dias) emisor de rayos X (28 keV) y de rayos
v (35,5 keV) ionizantes.

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

Todo el manejo de producto radiactivo se hard en una area sefializada, diferente
de la de paso regular. Debera de utilizarse un libro de registros de productos
radiactivos utilizados. El material de laboratorio, vidrio que podria estar
contaminado radiactivamente deberd de descontaminarse para evitar la
contaminacion con otros is6topos.

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

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

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

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

No fumar, beber, comer 6 utilizar cosméticos en el &rea de trabajo. No pipetear
con la boca. Utilizar ropa de proteccion y guantes.

XVIII.BIBLIOGRAFIA
1. SMITH IA, FUNDER JW.

Proopiomelanocortin processing in the pituitary, central nervous
system and peripheral tissues.

Endocrin Rev. 1988; 9:159-179.
2. LUMPKIN MD.
The regulation of ACTH secretion by IL-1.
Science 1987; 238:452-454.
3. MILLER WL.
Molecular biology of steroid hormones synthesis.
Endocrin Rev. 1988; 9:295-318.
4. FRASER NL.
Storage of biological sample.
NASA Cr- 1967; 781.
5. RAFF H.
Intraoperative measurement of adrenocorticotropin (ACTH) during
removal of ACTH-secreting bronchial carcinoid tumors.
J. Clin. Endocrinol. Metab. 1995; 80:1036-1039.
6. GOVERDE HJ.
Multiple forms of bioactive and immunoreactive adrenocorticotropin
in human pituitary and blood of patients with Nelson’s syndrome.
J. Clin. Endocrinol. Metab. 1993; 77:443-447.
7. GOVERDE HJ.
The bioactivity of immunoreactive adrenocorticotropin in human
blood is dependent on the secretory state of the pituitary gland.
Clin. Endocrinol. (Oxf) 1989; 31:255-265.
8. LAMBERT A.
On the stability in vitro of bioactive human adrenocorticotropin in
blood and plasma.
Clin. Endocrinol. (Oxf) 1985; 23:253-261.
9. KRIEGER DT.
Human plasma immunoreactive lipotropin and adrenocorticotropin in
normal subjects and in patients with pituitary-adrenal disease.
J. Clin. Endocrinol. Metab. 1979; 48:566-571.
10. KRIEGER DT.
Physiopathology of Cushing’s disease.
Endocrine Review. 1983; 4:22-43.
11.  GANONG WF.
ACTH and the regulation of adrenocortisol secretion.
N Engl J Med. 1974; 290-1006.

XIX. RESUMEN DEL PROTOCOLO

CUENTAS CALIBRADOR MUESTRAS
TOTALES ES CONTROL(ES)

() ()} (n)
Calibradores (0 al 6) - 200 -
Muestras, controles - - 200
Tampon de incubacion - 50 50
Incubacion 120 minutos a T.A en agitacion constante (400 rpm)
Separacion - aspirar
Solucién de Lavado - 2,0ml
Separacion - aspirar
Solucién de Lavado - 2,0ml
Separacion - aspirar
Trazador 100 100 100
Incubacion 60 minutos a T.A en agitacion constante (400 rpm)
Separacion - aspirar
Solucién de Lavado - 2,0ml
Separacion - aspirar
Solucién de Lavado - 2,0ml
Separacion - aspirar
Contaje Contar los tubos durante 60 segundos
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Awpaote 0AOKANPO TO TPOTOKOALO TPV GO TN XP1ION.

ACTH-IRMA

1.  XPHXHTIA THN OIIOIA IIPOOPIZETAI

Kit avocopadiopetpikod mpocdioptopod yio try in Vitro tocotikn pétpnon mg avipdmiving Ao10TpOTon 0pprovg
(ACTH) o EDTA mAdopa.

Il. T'ENIKEX IAHPO®OPIEX
A. Epmopwun ovopoocia:  Kit ACTH-IRMA g DIAsource
B. ApwOpog kararoyov:  KIP0061: 96 eetdoelc

I Koaraokevaleror oo tnv:  DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue du Bosquet, 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgium.

INa teyvikn on0sia | TANpoopieg 6YETIKA PE TOPAYYEMES ETKOILVOVI|GTE OTA:
TnA.: +32 (0)10 84.99.11 Fax: +32 (0)10 84.99.91

I1l. KAINIKO YIIOBA®OPO

A Buoloyikés opdoeig

H o¢lowtpoémog opuovn (ACTH 1 koptikotpomivny) eivor o moAvmentidikhy opudvn m omoio cvvtibetar omd v POMC (mpo-
OTOHELAVOKOPTIVN) KoL EKKPIVETOL O KOPTIKOTPOPO KUTTAPO TOL TPOsHlov AoBoD TG VIOPLONG MG ATOKPION GTNV KOPTIKOEKALTIVY
(CRH), v omoio amelevbepdvet o vrobdhapog. Amoteleiton and 39 apuvoéa kot o poplokd g Bapog eivor 4540 Da.

H ACTH pvbpilet  ovvBeon tov ctepoeddv 610 erotd tov enveppdiov. H ACTH dweyeipet v €xkpion kopTiloAng and to emveppidia.
H xoptildoAn kot GAAo YALKOKOPTIKOEWN av&dvouy TV mapay®yq YAUKOLNG, avacTéAAovV TN GUVOEST TPOTEIVOV Kot owEAVOLV ToV
Kkatoolopd tovg, dieyeipovv ) AwdAlvon kot emnpedlovy avoGOAOYIKEG KOl OvTIPAEYHOVAdELS avTwdpacels. H koptildAn endyst v
VIOGTPOPT] TOL OOV adéva, TV EKTTMON INAASH TG PVGLOAOYIKNG AELTOVPYING TOV. £TO YEYOVOG 0T, OPEIAETOL EV LEPEL 1] IKAVOTNTA TNG
VO KATAOGTEAAEL TNV OVTIOPOGT) TOV 0VOGOTOMTIKOV GUOTHHOTOS. . Ta yAvkokoptikoeldny fonbovv 6t dlathpnon g ApTnpLoKiG TLECNG Kot
OmoTELOVV 0VGIMOEG GLOTATIKO TG OvTidpacng Tov opyavicpob oto otpec. H ékkpion g ACTH pubpuileton amd v koptcogkivtivy
(CRH) xat and v avtidovpntkh oppdvn (ADH). H koptildin dpa pe ovatpo®oddtnon oty urdpuo Kot Tov vtoddAapo, avacsTEAAOVTAG
mv ékkpron g ACTH «ar g CRH. H Baociy (0xt vid cvvbnkeg otpeg) ékkpion g koptloing yopaktnpiletor amd évov £udldkpito
KIpKAdo pubud, pe vyniotepa emineda TG TPAOTEG TPOIVEG OPES Kot yapnid emimedo apyd to Ppddv. Xe cuvOnkes oTpeg N KIpKASL
Srakvpavon opprvvetat.

Emdpdoeig mov dev pecorafovvrar omd to emveppidia: H ACTH dieyeipel v anelevbépoon g peravotporivig (MSH), tg avéntiknig
opudvng (GH), av&aver ™ AmdAvon ota MIOKVTTOPA KOl EXAYEL VELPOAOYIKG QOVOUEVD. (OTWG EKTATIKEG KIVIOES KOl XOGHOVPNTO).
TToMég and avtég oxetiCovton pe v mpoérevon g amd v POMC. H Amdhvon mov mpokaiei 1 ACTH eivar apketd acbevéotepn amd
ekeivn g Aotpornivng (LPH). H ACTH givar mpddpopn ovoia g o-MSH.

210 Lo TOV EMVePPLOI®V VITapYXoVV dV0 £idn vrodoyéwv g ACTH: évag pe ynur cvyyévelo KD = 1InM oAl povo mepimov 60 avd
KOtTapo kot évag akoun pe KD = 300nM, alrd mepimov 600.000 avé kdtrapo. H dmapén vrodoyxémv vwning Kot youning ovyyévelog
ACTH onpaivel mog ot 1otoi givat evaicOnrtot oyt povo oty mapovoio g ACTH, 0AAG kot 6T GLYKEVTP®OT TIG..

B. Kiwixn epapuoyn

YrepBohikn ovykévipoon ACTH pmopei vo odnynoet og vreprapaywyn koptiloing n onoia pmopei vo tpokaréoel ovvdpopo Cushing. H
vrepPforikn ovykévipwon ACTH pmopei va mpokinbdei and kakdnbeg adévopo g vrdéeuong. Adeg ortieg tov ovvdpdpov Cushing
(vmepBorn ovykévipwon koptiloAng) mepthapfdvovv v ékxtomn mapaywyy ACTH, n onolo amoavtdror oe opiopévoug OYKovg TV
TVELUOVOV Kol o€ kahonOelg ko kokondelg emveppidiakovg oykovs. H ovvnBéotepn artia tov ovvdpopov Cushing eivon 1 eEmyevig
TPOGANYN YAVKOKOPTIKOESADV.

¥to ovumtdpote tov ovvdpopov Cushing meplapfdvovior Kevipikn Toyvoopkic, oTpoPic GKPOV, TOVGEAVOEDES TPOCMTEID,
GLGOMPELOT ATOVG GTOV OVYEVO, AETTUVON TOL OEPUOTOG, EMPPEMEL OTN OMNUOVPYID EKYLUMOE®DV, HUKH advvapio, vréptaot,
OPTNPLOCKANPVUVOT], GULPOPNTIKY KOPIIOKT| OVETAPKELWDL, OONUO, OLOTOPOYES EUUNVOD PICEMS, YUXOAOYIKEG SLTOPAYES, 0GTEOTOPMOT),
gvaoOncio oTIc AOUMEELS KO KOKT| ETOVAMGT] TOV TPAVHATMV.

H ehottopévn éxxpion ACTH omd v vmdeuon ovopdleton devtepomadng emveppidiaxny ovemdpkeio. Tprromodng emveppidiaxn
avemdpkelo. Tpokodeiton amd v advvapio Tov vroBoddpov va mapdyst koptucoekAvtiviy (CRH) evd og mpotomabng emve@pidiokn
avemdpkelo opieTan 1 AnMAELD EMVEPPLOIKMV OPHOVAV EOLTIOG KOTAGTPOPNG 1 AVETAPKELNG TOV EMVEPPLILKOD PAoov. Olot ot acheveig
e EMVEPPIOLOKT] AVETAPKELD TOPOLGLALOVV amdAeta Bapovg. MEpog TG didyvecng g deutepomadons Kot TG TpLtomafong EXvepPLdtaknig
avemdpkelog  amotehel n ovalimnon g diéyepong  mapayoyns koptildoAng petd  omd  éyxyvon  ACTH  (Cortrosyn).



IV.  BAXIKEX APXEX THX MEOOAOY

H DIAsource ACTH-IRMA eivat pio ovocopodiopetpikn e&étaon dvo Pnpdrov
mov Pacifetor oto doympopd oe emoTpopévo coinvapro. Emtpémer tov
TPoodopiopd g GOwtng avbpdnvng prototpdmov oppudvng (ACTH) og mAdopa
EDTA. H k1o Kot £6m enpAaveln, TV TAOCTIKOV COANVAPLOV £Yel EMOTPmDE]
He povokAmviKG avtichpoata ek yoo o kAdopo 1-24 g ACTH (khdopa
dxpov N). BaBuovountég 1 deiypota mpootifevior ota cowinvapa. Metd and
EMOAON 2 OpdV, OMOUUKPUVOVIOL HE TADOT TLXOV TEPICOEWD OVTLYOVOV,
KAMdopato péong meployg kot Gxpov C. Ilpootifevton onpacuéva pe %I
TOAVKAOVIKG, ovTiodpota, €dikd yioo to kKAdopa 24-39 g ACTH (khéopa
dxpov C).. Metd and endaon 1 dpag kot TAdoN, 1 ToPApEVovco, KaOnAmpévn
0TO GOANVAPLO padilevépyelo. avtikotontpilel Tn ovyKEvipmon g afktng
ACTH.

V. ITAPEXOMENA ANTIAPAXTHPIA

Avtidpostipra Kt 96 AvacvoTtaon
egetdocov
ZoMVEPLOL EMOTPOUEV 2x48 "Etowpo y10. xpion
H pue Avit ACTH
(povokAmVIKG
OVTICOUOTO)
1 purido Apardorte 21 X pe
| Ab | 1251 | CONC | 0,650 ml puOoTikd didhopa
890 kBq (BA evomra VII. C).
IXNHOETHX: Avti-ACTH
(TOAMKAOVIKE OVTIGOUOTO) CNUAGUEVO LLE
B[»divn o8 puOCTIKS StEAVLL
POCPOPIKDOV pe BOELD OPOAEVKOOTIVY
kat alido (<0,1%)
BUF 1 groAido "Etowpo y10. ypiion
11ml
Pobpioticd dihopa: Stdivpa Bopikod pe
opd npofdrov, EDTA ko alidro (<0.1%)
1 puodidio MpocBéicte 5 ml
CAL n Avopromomp Stavpatog
évo [ TailedvionTo
Mndevikdg pabuovopuntig oe avlpdmivo
mAdopa, OupoAN kot Beviopudivn
CAL 6 proAidia MpocBiote 1 ml
Avopiiomonp StAdpaTog
Babpovountic N =1 éwg 6 o avacvetaons
(8eite Tig axpiPeig THéG TAVD OTIG
£TIKETEG TOV PLaAdinV) o avOpdTLVO
mAdopa, OupoAN kot Beviopudivn
REC 1 groAidio "Etowo y10. xpion
15 ml
Ardhopa avacdotaong: dtdAvpa Boptkod
pe EDTA ko alidio tov vatpiov(< 0.1%)
INC BUF 1 puridio "Etowpo yuo xpion
Ao endaons: AGALUO QOGPOPIKOV 6ml
e Boswa Aevkoparivn kot alido (<0.1%)
|WASH SOLN |CONC | 1 praido Apawm‘rs' 20 x He
40 ml OMECTAYUEVO VEPO
Aidopa moong (Tween - NaCl) (xpnclponotnc‘rs
HayvITIKO
avOdELTNPQ).
2 poAidio Mpocdicte 1 mi
[cowrro | w_| wopporoms | Bebimars
Yhkd ehéyyxoo - N =192 &vo AVasLETATS
oe avOpdmivo Thdcpa pue Bupoin

Inpeioon: 1. Xpnowonoteite to pndevikd Pabpovount yio apoidoelg
detypdrov.
2.1 pg tov JWOL HOG TOPACKELACUOTOS OVOPOPAS €ival

wodvvapo pe 1 pg NIBSC 74/555.
VI.  ANAAQXIMA IIOY AEN ITAPEXONTAI

To akdrovba VAKE amortodvior oALG dEv TAPEXOVTOL GTO KIT:

1. Ameotaypévo vepd

2. IMuéteg yo Swavopry: 50 pl, 100 pl, 200 pl, 1 ml kot 3 ml (cvvictdron n
XPNON TIETOV aKPLPELOg [e avarlDOUYLO TAAGTIKG pOYYT)

N AW

VII.

VIII.

IX.

=@

Avopeiktng otpofidicpon

Moyvntikog avadevTipog

Yvokevn avadevong coinvapiov (400rpm)

Avtopat cdpryya tov 5 ml (tomov Cornwall) yio Thoon

THotnua ovappoenong (TpoatpeTiKd)

Mmopei va ypnoonombel omol0cdmoTe amaplOuUnTG OKTIVOV Y HE
duvatdmra pétpnong tov 21 (eddyiotn anddoon 70%).

ITAPAXKEYH ANTIAPAXTHPIOY

BaOpovountés: Ilpaypotomonjote ™V  avocOoTOCT TOL  UNSEVIKOD
Babpovounth pe 5 ml dwwAvpatog avacvotacng ko Tov Babuovountdv 1-
6 pnelml

Yl gréyyov: Avaocvotiote ta VAKG gdéyyov pe 1 ml doddporog
avocHoTAONG.

IywmOétng: Ilpoctowpndote emapkny Oyko  doddpotog  yvnbém
npocBétoviag 50 Ml Avii-ACTH-#1 e 1 ml pvOuioticod StodduaTtog.
XpNoonoote ovapeikt) 6TPoPIMGHOD Y10l VO OLLOYEVOTTOGETE.
Awdlopa mhoong epyaciog: Ilpoetolpudote emapkn Oyko StaAvpATOg
mAoNg epyaciog pe mpoobnkn 19 dykwv aneotaypévov vepol og 1 dyko
Sradvpatog TAomg (20X). XpnoHomooTe LoyVITIKO 0vadELTHPO. YioL TV
opoyevomoinomn. Amoppiyte TO pn xpNOLOTOmUéVO ddAvpe TAVGNG
gpyaciog oto TEA0G TG NUEPAGC.

DPYAAZEH KAl HUEPOMHNIA AHEHY TQN ANTIAPAXTHPIQN

Ilpwv amd t0 Gvorypa 1 TNV OvacVOTOCT, OAO TO GLOTOTIKG TOV KIT
mapapévouy otadepd £mg TV nuepounvio AENG, m omoic avaypapeTaL
OTNV £TIKETA TOV PLOABI0V, EpdoOV dratnpovviol o€ Beprokpaoio 2 Ewg
8°C.

Otv Pobuovountés kor ot opoi eréyyov eivor TOAD  aotabeic.
XPNOOTOOTE TOVG OPECMG HETA amd TNV ovacHoTACT, WOETE AUECMG
og Khdopara kat dwtnpeiote og —20°C yuo 7 efdopddec.

Dpécko, TOPUACKEVACUEVO OldAvpe TAboNG epyooiog Ba mpémer vo
XPNOooToLEiTOL TV 10 NUEPOL

Metd v mpdTn xprion tov, o yvndémg napapével otabepdc wg mv
nuepopnvio ANENG, €pdoov doTnpeitol 6To apykd, EPUNTIKA KAEGTO
QuAidio og Beppoxpacio -20° C.

Toxdv peTofoAéG TG PUOIKNG EUPAVIONG TMV OVTIOPACTNPIOV TOL KIT
£VOEYETOL VOL VTOSNAGVOLY aoTAOE 1) dAAOi®OT.

2YAAOIH KAI IIPOETOIMAXIA AEITMATQN

Tpémer va ypnowomoteiton EDTA mAdopa kot va tnpovviar ot cuvibelg
TPOPULAGEES pAePomapaKéVINOoNG.

Metd ™ cvikoyn|, To delypora TPENEL Vo TOToHETOVVTOL AUESMG GE TTAYO T
G€ TPONYOLUEVOS YuyBEvTa coAnvapla. AlympioTte aUECOG G YOYOUEVN
@uyokevtpo (2-8°C). Av dev efetactovv apécng (evidg pag ®pag)
UETAPEPETE TO VEPKEIUEVO TAGGUO GE KOTOAANAO CNUOCHEVO TAACTIKO
doyeio amobfkevong kot koTaydEte oTovg -70°C 1| TEPLEGOTEPO V1oL £ KO
45 nuépec.

To detypota evdéyetar va pnv mapopeivovy otabepd av dornpndodv ctovg
-20°C.

Mnv xpnopomoteite atploAvpéva 1| MoK SelypaTaL.

AIAAIKAXTA

ZNUELDGELS GYETIKA PE TO YEIPIGPO

Mn XpNOWOTOIEITE TO KIT 1) TO CLOTUTIKA WHETA TNV Muepounvio AEng.
Mnv avapetyvOete VAKA and SopopeTikég maptides Kit. Dépete OAa ta
avtdpactplo oe Heppokpacio dopatiov Tpwv and ™ xpnHom.

Avapeiéte kohd Ola Ta aviidpootipa Kot To defypoto pe  omoAn
avokiviion 1 avadevon. Xpnoonoteite éva kaBopd avorldOIHo pUYYXOG
mmétag yw. TNV TPocOniKn kdbe SopopeTikod avtidpactnpiov kon
SelyOTOG TTPOKEEVOL VOL ATOPUYETE TNV EMUOLVVOT.

H oxpifeioa Pertuidveton pe ypion mmetdv vynAng oxpifeag M
avtopoTomompévoy eEomhopod dwavopng pe mumétec.  Tmpeite toug
APOVOLG ETDACTC.

Ipoctoydote o KoapmoAn Pabpovopnong ywr kabe avaivon kot un
xpnotponoteite dedopéva amd TponyodUEVES AVOAVGELS.

Awdwkacio

ENUAVETE TOL EMOTPOUEVE COANVAPLO €16 STAoVV Yo KOs Badpovounti,
Setypa, vAKO eléyyov. T TOV TPOGIOPIGUO TOV GUVOAKAOV HETPICEWV,
ONUAVETE 2 PUGLOAOYIKA COANVAPLAL.

YtpoPidicte Yoo Alyo Bobupovountés, delypota kot LAIKG €AEyyov Kot
Swaveipete 200 pl amd €K0oTO GE AVTIGTOTYO GOANVAPLO.

Awveipete 50 pl oo to puuictikd didhvpa endoaong e Kabe coAnvapo,
€KTOG amd eKEVaL TOL 0POPOVV TIG peTpnoelg Tov yynBé (“total").



Avadevote ) Bdon otpEng mov TEPLEXEL TO COANVAPLL ATOAG e TO XEPL
v vo amehevfepwBodv Tuydv Torydevpéveg UGAAIdES aépa..

Enwdote eni 120 Aemtd oe Oeppoxpacio dopatiov o€ avadevtipo
cornvapiov otig 400 rpm.

Avappoenote T0 mepleyopevo kabe coinvapiov (e e&aipeon ekeivo mov
aQopohV TIG GUVOMKEG HETPNoELS). BeParwbeite 0Tt To ThaoTikd poyyYog
0V avappoent eBGvel oTov TLOUEVE TOV EMGTPOUEVOL GOANVOPIOL
TPOKEWEVOL VoL apatpeDel OAN 1 TOGOHTNTO TOV VYPOL.

IMAdvere o coinvapia pe 2 ml dtodldpartog midong epyaciog (pe eEaipeon
€KEIVOL TOV APOPOVV TIG GUVOMKEG LETPNOELS). ATOPVYETE TO GYNUOTIGUO
aePOv KATA TN SAPKELD TNG TPOGONKNG TOL SLHADUATOG TAVGTG EPYUTTOG.
Avapponote To mepleyopevo kabe coinvapiov (e eEaipeon ekeivo mov
0POPOVV TIG GUVOMKEG LETPTOELS).

B. Ewwomra

MBové mapepPoriopeve nentiown npootédnkay oe mhdopo EDTA youniod kot
vynrol emmédov ACTH. Metpnrifnke n pawvopeviky andipion ACTH.

9. IMAdvere to cwinvapia kot e pe 2 ml Sodvpartog Thvong epyoasiog (pe
e&aipeon ekeiva TOL APOPOVV TIG GUVOMKES LETPNOELS) KOl OVALPPOPTOTE.

10.  Metd v tehevtaio TAOGT, 0ONOTE T0. COANVAPLY Vo 6Tabovv cg 6pba
0¢om Yo 600 AETTA Ko AVOPPOPNOTE TN GTOYOVO VYPOV TOV OTTOUEVEL.

11.  Awveipete 100 pl yvnbét oe k6bs cwinvipio, copmepihappdavoviog to
N ETLGTPOUEVO COAMVAPLO, Y10, TIC LETPHGELS Tov tvndéTn 121 (“total").

12.  Avodevote ) Bdon oThpiéng mov TEPLEXEL TA COANVAPLO ATOAA [LE TO YEPL
Yo vor omeAenfep®BovV TUYOV TaYISEVUEVEG PLOAAIDES BéPQl.

13.  Enodote eni 60 Aemtd oe Oeppokpacio dmpoatiov og  ovadevthpo
colnvopiov otig 400 rpm.

14.  Avoppopriote T0 TepeyOpevo Kabe coinvapiov (pe eEaipeon exeiva Tov
aPOPOVV TIG GLVOMKES peTpnoets). Befawwbeite 61t 0 MAaoTKd pOyYOg
TOV avappoenT EOAvEL 6TOV TLOUEVE TOV EMGTPOUEVOL GCOANVOPIOV
TPOKEWEVOL VoL apatpeDel OAN 1 TOGOHTNTO TOV VYPOL.

15.  ITAbverte o coinvapla pe 2 ml doddpatog mhdong epyaoiog (pe eEaipeon
EKELVOL TOV APOPOVV TIG GUVOMKEG HETPNGELS). ATOPVYETE TO GYNUATIOUO
aepov KaTd TN SApKELD TG TPOSONKNG TOL SLKAVUATOG TAVONG EPYAGIaC.

16.  Avoappoonote To mepieyOpevo kabe coinvapiov (ne eEaipeon exeiva mov
aPOPOVY TIG GUVOAKEG LETPNOELS).

17.  TAbdvere to colnvapio kot Al pe 2 ml Stoddpoartog Thvong epyaciog (ue
e€aipeon ekeiva TOL APOPOVV TIG GUVOMKES UETPTGELS) KOL OVOPPOPTIGTE.

18.  Metd v televtaio TAvon, apnote To. coAnvaplo vo otafodv cg dpbia
0¢om Yo 600 AETTA KoL AvOPPOPNOTE TN GTOYOVO VYPOL TOV OTTOHEVEL

19.  YmoPdAdete og pétpnon ta cornvapia og anopBunt aktivov v yio 60
devtepOrenTaL.

Xl.  YIIOAOTIEMOZX TQN AIIOTEAEXMATQN

=

Ymohoyiote T péon Tiun TV SITAGV TPOGSIOPIGUAOV.

2. TOPACTAOTE YPOPIKA TIG C.p.m. (KpoVoeLg ova Aemtd) (tetayévn) yio Kabe
PBoBpovount) évavtt g avtictoyng ovykévipoong g ACTH
(tetpumpévn) kot oyxedidote por KopmoAn Pabpovounong pécwm Tmv
onpeiov tov fabuovountn, anoppiyte TIG ELPOVEIS U1 OTOSEKTES TUEC.

3. AwPdote TN ovykévipoon Y k@Oe VAKO eréyxov Ko Osiypo pe
mapeUPoAn otV KapumOAn Badpovounong.

4, Avayoynq odedopévev pe T Ponbetr mAektpovikod vmoloywot OHa

OMAOTOU|GEL VTOVG TOVG VTOAOYIoHOVS. Edv ypnowylomoteitar avtopatn

enelepyncio.  OMOTEAECUAT®OV, OULVIOTATOL  TPOGOPUOYN  KOUTOANG

AOYLOTIKNG GLVAPTNONG 4 TOPAUETPOV.

XIl.  TYIIIKA AEAOMENA

Ta okdrovba dedopéva mpoopiloviar poévo og eme&nynon Ko dev TPEmeL Vo
APNOLOTOOVVTOL TOTE VT TNG KAUTVANG BoBLOVOUNONG TTPOLY LOTIKOD XPOVOL.

Avolvépevn oveio mov Hopotnp Avalvépevn oveia Tov Mopotp

apoctiédnke oc mhaopa EDTA npévo wpootéOnke ot mhdopa EDTA npévo

Fopnrob emmédov ACTH eminedo pécov emmédov ACTH eminedo

ACTH ACTH

(pg/ml) (pg/ml)
Tinoto 0,9 Tinota 34,5
ACTH «Adopa 1-17 100000 pg/ml 0,8 ACTH «Adopa 1-17 100000 pg/ml 25,0
ACTH xAéopo 18-39 100000 pg/ml 71 ACTH x\éopa 18-39 100000 pg/ml 33,5
ACTH apovpaiov 1000 pg/ml 364,7 ACTH apovpaiov 1000 pg/ml 450,0
aMSH 100000 pg/ml 18 aMSH 100000 pg/ml 316
BMSH 100000 pg/ml 0,9 BMSH 100000 pg/ml 33,0
B-evdopgivn 100000 pg/ml 11 B-evdoppivn 100000 pg/ml 328

Avtd omodewcviel 6t o mpoodopopds IRMA yie ACTH dev mapovoidlet
dwwotavpovpevn ovtidpaon pe kidopoto g ACTH, aMSH, BMSH, kot B-
evdopeivs. IMapovoldlel mot6c0 Sotavpodpevn ovtidpacn pe v ACTH
apovpaiov oto 39%.

T. Axpifera
T'TA TON IAIO ITPOXAIOPIZEMO METAEY AIAOOPETIKQN
ITPOZAIOPIEMON

Opég N <X>=T.A. | Z.A. | Opég N <X>=T.A. | ZA
(pg/ml) (%) (pg/ml) (%)
A 19 17511 6,4 D 15 296+14 4.8
B 20 69,3+2,1 3,0 E 15 1219+75 6,2

C 20 386,7 £ 15,1 3,9

T.A.: Tomwn andrhion, Z.A.: Zovteleotng SloKOHaVeNg

ACTH-IRMA cpm B/T (%)
2uvolkn pétpnon 273476 100
Babpovountig 0,0 pg/ml 418 0,2
9,6 pg/ml 1580 0,6
31,2 pg/ml 3836 14
97,2 pg/ml 10839 4,0
295,4 pg/ml 27691 10,1
1006,4 pg/ml 64156 235
1931,9 pg/ml 93486 34,2

A. OpBétTa
EEETAYXH ANAKTHXHX
Mpootedeica ACTH AvaxtnOgica ACTH Avaxtnon

(pg/ml) (pg/ml) (%)
1100,0 1128,0 102,5
550,0 552,5 100,5
275,0 2738 99,6
1375 149,0 108,4

EZETAXZH APAIQEIHE
Agiypa Apaioon OsmpnTiKiy Metpn0sica
GUYKEVTPOON GUYKEVTPMON
(pg/ml) (pg/ml)

1 1/1 - 499,4

1/2 249,7 226,2

1/4 124,8 111,0

1/8 62,4 57,5

1/16 31,2 27,8

1/32 15,6 16,1

1/64 7.8 74

2 1/1 - 348,4

12 174,2 167,5

1/4 87,1 89,9

1/8 435 40,0

1/16 218 20,6

1/32 10,9 10,4

1/64 54 57

XIll. AITOAOXH KAI IIEPIOPIXMOI

A ‘Opro aviyvevong

YrmoPinkov ce mpocdiopiopd eikoot pndevikoi Pabpovopntés pali pe éva
oOvoro GAav Babuovountdv. To 6pro avixvevons, opillotevo MG 1 PULVOLLEVIKT]
GLYKEVIPMOGT TPV TUTIKAOV AMOKAIGEMV TAV® omd TIG PHECEG KOTAUETPNOELS OF
undevikn déopevon, nrav 1.16 pg/ml.

Ta detypata apaiddnkay pe undevikd Padpovount.

E.

dgiyparog

Mecodwdotnpe petolv tng dwavopng teievtaiov Padpovounti ko

‘Onmg eaiveTal 6T GUVEYELD, TO. ATOTEAEGULOTO TOV TPOGILOPLGUOD TOPALEVOLY

0p0a axdpa kot otav Sravépetar va detypo 30 Aentd petd v npocbnkn twv
Bodpovopmtdv oTo EMOTPOUEVE COANVAPLAL.



MEZOAIATTHMA
0 10 20' 30

C1 546,1 563,9 563,4 568,9

c2 86,6 88,7 89,0 85,9

c3 44,4 444 42,9 43,2

c4 122,4 123,0 122,6 121,0

XT. ®awopevo aykiotpov (hook)
Agiypa EDTA mldopatog pe ovykévipwon ACTH tng tdéng twv 69000 pg/ml
divel onpa Tve amnd Ty vYNAOTEPN GLYKEVTPOGN ToL BodpovounT.

XIV. IIEPIOPIXMOI1

- Agtypoto.  amd  oobeveic mov  €youv  AdPel  mapoaokevdcupoTo
HOVOKA®VIKOV QVIIGOUGTOV TOVIIKOD Yot oKomovg ddyveong M
Oepomeiog, evOeXOLEVOG VO TEPEYOLV OVOPOTIVOL OVTIGOUOTO OVTi-
moviikod (HAMA). e avtd ta deiypata pmopovv va mapoatnpndovv
YeVddS avénuéves N Yevdmg UEIMUEVEG TWES, OTOV EAEYXOVTAL pE KIT
TPOGOOPIGHOV TTOV XPNGULOTOOVYV LOVOKAWMVIKG AVTIGMLLOTO TOVTIKOV.

— Ta  €TEPOPIMIKE  AVTICOUOTO. OTOV  avOpOTVO 0pd  UTOPOVV Vo
aVTIOPACOVV e AVOGOGOAIPIVEG TMV avTdpacTnpimV, TPOKOADVTOG
mapeUPOAN G€ in Vitro avocoTPOGOoPIGHOVG.

Acbeveic mov ekrtifevron toktikd oe {®o M Tpoidvta {mikod opod
evdegyopEvag va givan emppeneis og ovtiv v mopepforn). [laboroywég
TIWEG  pmopodv  va.  mopatnpnbodv o€ WOPOLGID  ETEPOPIMKAOV
avticopdtov. A&woloyeite pe mpocoyn ta amotEAECUOTO 0GOEVDV,
GTOVG OTOI0VG VIAPYEL VIOYIO AVTAOV TOV UVTICOUATOV.

Edv 1o amotedéopoto Oev  givor  oOpQ@VE  pPE  OANES  KAIVIKEG
TOPUTNPNCELS, Oa ypelootel N ARYN TEPAUTEP® TANPOPOPIOV TPV OO
™ 0€om ™G Srbyveong.

XV. EXQTEPIKOX IIOIOTIKOX EAETX0X

- E&v to amoteléopota mov AapBdvovrar yur o vAkd gléyyov 1 f/kar to
VAo eléyyov 2 de Ppickovrot evidg Tov mediov Tiudv mov kabopiletar oy
eTikéto.  ToL  Qukwiov, to  amoteAéopoto  dev  givar  dvvord  va
xpnoponombody, ektdg edv €xer dobel wavomomtiky e€nynon Yo v
ACLULPOVIOL.

- Edv eivon emBountod, kabe epyoactiplo pmopei vo dnpovpynoet o Sikd tov
petypoto SetyudTmv EAEYYOV, T OTOi0 TPETEL VOL SLLTPOVVTOL KATEYVYUEVH
og KAaopato. Mnv KatoyOyeTe-anoyvyeTe TEPLGGOTEPO AT dVO POPEC.

- To kpuriplo amodoyng yio ™ Spopd HeTAE) TOV SIMADV AmOTEAECUATOV
Tov detypdtmv Oa tpénet va Bacilovtat oe 0pbEG EPYASTNPLOKES TPUKTIKES.

XVI. AIAXTHMATA ANADPOPAX

Ot tyég mapéyovtat mo kdtom povov g odnyds. Kabe epyaoctiplo Ha mpémet va
KkaOlEpdEL TO S1KO TOL TEGI0 PUGIOAOYIKAV TIUMV.

To medio twav tov emmédov g ACTH oe 47 ¢uoioloyikolg acBeveis,
EKQPOCUEVO OG TTOGOGTO €mi TO1G €KaTd 5% £ 95%, Ntav 9,6 wg 49,7 pg/ml.

XVIl. IIPODPYAAZEIY KAI IIPOEIAOIIOIHXEIY

Aocgpdigio

Moévo yia Srayveotikn xprion in vitro.

To kit avtd mepiéyel 1o 2 1 (Xpdvog nuiong: 60 Nuépeg), pa padievepyr| ovcio
1N omoia ekmépmet ovilovoa axtwvoPoria X (28 keV) kary (35.5 keV).

Avtd 10 padievepyd mpoildv givar duvatd va petapepbel kot va ypnopomomOei
poévo and e€ovolodotnuéva aropo. H ayopd, @Oiagn, yprion kot avtorioyn
POOIEVEPYDV TPOTOVTI®V VLIOKEWTOL OTN Vopobesio ™G YMpog TOv TEAKOV
xpnotn. Ze kapio mepintwon dev Tpémet vo yopnyeitatl To Tpoidv o€ avOpdTovg
N {oa.

Ohog 0 yepopds tov podlevepyod VAKOD Oo mpémel va ekteleiton og
KaOOPIGHEVO YDPO, HOKPLE amd XMPOVLG TOKTIKNG OEAEVONG. XTO €PYOOTNPLO
mpEMEL va, dlotnpeitat nuepordyto yo Ty moporafn kot T eOAAEN padievepydv
viukov.  Efomliopds kor yvdiwve okevn tov epyactnpiov, to omoio Oo
Hmopovsay va. LOALVOOUV pe paditevepyEg ovaies, Ba Tpémel va QUAGGCOVTOL g
Eexp1oTd XMPO Yo TNV TPOANYN ETUOAVVOTS TOV SL0POPOV PadloIGOTOTOV.
Toyov dppoés padievepydv vypdv Tpémet vo kabapilovtol opécms GOUPMVA LE
115 Swadikacieg acpdietag amd padievépyeta. Ta padievepyd amdPAnta mpénet va
AmOPPINTOVTIOL GUUPMVO HE TOVG TOTIKOVG KOVOVIGHOVG KOl TIG KaTevhuvnpieg
odnyieg tv apydv mov &ouvv dikmodocio 6to gpyactipo. H tipnon tov
BooIKOV KOVOVOV 0CQAAELNG OO PASIEVEPYELD TOPEYEL ETUPKT TPOGTAGIOL.

Ta ovototikd avBpdmvov aiflotog mov mepLafivovial 6To KIT avtd £XovV
eheyyOel pe pebodovg eykexpiuéveg otnv Evpdmn f/kar amd tov FDA kot €xet
Swamiotdel 6TL eivar apvnTikd wg mpog v mapovsio HBSAQ, avti-HCV, avti-
HIV-1 kot 2. Kapio yvoot) pébodog dev eivar duvatd vo mopéyet mAnpn
dao@aiion 6TL Tapdywyo. Tov avOpdTvoL aiptatog 6 Ha petaddoovy nratitida,
AIDS 1 dAheg Aopmdéers. Emopévec, o yepiopds avidpaotnpiov, derypdtov
0po¥ 1 TAdopatog Oo Tpénet va yivetal GOUEOVO. 1E TIG TOTkES Stadikacies mepl
AGQALELOG.

Oha 1o {okd mpoidvta kot Tapdywyo Egovv cvAdexfel and vyu) Loa. Ta Bosia
GLGTOTIKG TPOEPYOVTAL amd YDpeS Omov dev £xet avapepbel BSE. Ilop' OA' avtd,
GLOTOTIKO OV TEPLEYOLV (mkéG ovoieg o mpémel v avtipetomilovior ®g
SVVNTIKOG LOAVGLLOTIKA.

Amo@elyete  OTMOWONTOTE  E€MOPT)  TOL  OEPUOTOC  HE  AVTIOPOGTIPLOL
(xpnowomoteitor alido Tov vorpiov wg cuvinpntikd). To alidio oto kit AVTd
EVOEYETOL VO, OVTIOPACEL e LOAVPOO KOt YOAKO TV VIPAVAIKOY COAVOCEMY Ko
Vo, GYNUOTIGEL [e TOV TPOTo anTd Wiaitepo ekpniticd alidw petddimv. Kotd ™
SLapKELDL TOL PNROTOG TAVOTG, EKTAVVETE TNV OMOYETEVLOT UE LEYOAN TOGOTNTO
VEPOV, Y0l TV TTPOANYT TVYOV GLGGMPEVONG alidiov.

Mnv komvilete, unv mivete, unv TpOTE KOl [N XPNGUOTOLEITE KOAAVVTIKG GTO
YOpo epyacioag. Mnv SwavépeTe pE TUIETOL YPNOYLOTOIOVING TO CGTOMHN COC.
XpNOYLOTOLEITE TPOCTATEVTIKO POVYIGHO KOL OVOADGLO, YOVTLOL.
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XIX. IIEPIAHYH TOY IIPQTOKOAAOY

LYNOAIKEE BAOMONO AEITMA(TA)
METPHXEIZ MHTEX Yhké eréyyov
(CU) (k) (u)
Badpovountég (0-6) - 200 -
Agtypato, YAk - - 200
eléyyov
PuBpuoticd Siéropa - 50 50
EMHAONG
Endoon 120 rentd o€ Oeppokpoasio dopotiov pe avadevon otig 400 rpm
Aoy wplopog - Avappoenon
Atdivpo Thvong -
epyaciog 2,0ml
Awyopiopos - Avoppoenon
Ardhopa Tdong
epyaciag - 2,0ml
Aoy opiopog - Avoppoenon
TemOémg 100 100 100
Endaon 60 Lentd og Oeppokpacio dopatiov pe avadevon otig 400 rpm
Aloyopiopog - Avoppoenon
Adhopo TAvoNg
epyaciog - 2,0ml
Awoympiopog - Avappoégnon
Ardhopa Tvong
gpyaciog - 2,0ml
Aloyopiopog - Avoppoéenon
Métpnon Métpnon coinvapiov eni 60 devtepdrenta




Przed zastosowaniem nalezy przeczyta¢ caly protokét.

ACTH-IRMA

PRZEZNACZENIE

Zestaw do oznaczenia immunoradiometrycznego do ilosciowego pomiaru ludzkiego hormonu adrenokortykotropowego
(Adrenocorticotropic Hormone (ACTH)) w osoczu pobranym na EDTA metoda in vitro.

INFORMACJE OGOLNE
Nazwa firmowa: DIAsource ACTH-IRMA Kit
Numer katalogowy: KIP0061: 96 oznaczen

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

Dzial pomocy technicznej oraz informacje dotyczace zaméwien:
Tel: +32 (0)10 84.99.11 Fax: +32 (0)10 84.99.91

INFORMACJE KLINICZNE

Aktywnosé biologiczna

Hormon adrenokortykotropowy (ACTH lub kortykotropina) jest hormonem polipeptydowym syntetyzowanym (z POMC, pro-opiomelanokortyny) z
kortykotropow w placie przednim gruczotu przysadkowego, w odpowiedzi na hormon uwalniajacy kortykotroping (corticotrophin-releasing hormone
(CRH)) wydzielany przez podwzgorze. Sktada sie z 39 aminokwasdéw o masie czasteczkowej 4540 Da.

ACTH reguluje synteze sterydow, ktora zachodzi w korze nadnerczy. ACTH stymuluje wydzielanie kortyzolu z nadnerczy. Kortyzol i inne
glikokortykosterydy zwigkszaja wytwarzanie glukozy, hamuja syntez¢ biatek i zwigkszaja katabolizm biatkowy, stymuluja lipoliz¢ i hamuja
odpowiedz immunologiczng i zapalng. Kortyzol indukuje inwolucje grasicy, co powoduje obnizenie prawidlowego funkcjonowania grasicy, co
czesciowo odpowiada za ograniczenie odpowiedzi uktadu immunologicznego. Glikokortykosterydy pomagaja utrzymac ci$nienie tetnicze i stanowia
podstawowy skladnik odpowiedzi organizmu na stres. Wydzielanie ACTH jest regulowane przez hormon uwalniajacy kortykotroping (CRH) i
wazopresyne (ADH). Kortyzol hamuje zwrotnie przysadke i podwzgorze, obnizajac poziomy ACTH i CRH. W warunkach podstawowych (bez
dziatania stresu), kortyzol jest wydzielany w wyraznym rytmie okotodobowym ze zwyzka poziomu wcze$nie rano i pdézno po potudniu. W
warunkach stresu, zmiennos¢ dobowa jest zaburzona.

Wplyw na inne gruczoty oprocz nadnerczy: ACTH stymuluje wydzielanie MSH (hormonu melanotropowego) i GH (hormonu wzrostu), nasila
lipolize w komorkach ttuszczowych (adipocytach) i indukuje odruchy neurologiczne (takie jak przeciaganie si¢ i ziewanie). Wigkszo$¢ z tych dziatan
jest zwigzana z pochodzeniem substancji od POMC. Lipoliza indukowana przez ACTH jest znacznie stabsza niz przez lipotroping (LPH). ACTH jest
prekursorem a-MSH.

W korze nadnerczy istnieja dwa rodzaje receptorow ACTH, jeden o $rednicy 1 nM, ktory wystepuje w ilosci zaledwie 60 na jedng komorke oraz
drugi o $rednicy 300 nM, ktory wystepuje w ilosci 600 000 na komorke. Wystepowanie receptorow o wysokim i niskim powinowactwie dla ACTH
oznacza, ze tkanki sa wrazliwe nie tylko na wystgpowanie ACTH, ale rowniez na jego st¢zenie.

Zastosowania kliniczne

Zbyt duza ilos¢ ACTH moze prowadzi¢ do nadprodukeji kortyzolu, ktory moze doprowadzi¢ do zespotu Cushing’a. Zbyt duza ilos¢ ACTH moze
wynika¢ z obecno$ci nieztosliwego gruczolaka przysadki. Do innych przyczyn zespotu Cushinga (zbyt duza ilo$¢ kortyzolu) moze zaliczaé si¢
ektopowa produkcja ACTH, wystgpujaca w niektorych ztosliwych guzach pluc oraz w fagodnych i zlosliwych guzach nadnerczy. Najczgstsza
przyczyna zespolu Cushinga jest egzogenne przyjmowanie glikokortykosterydow.

Do objaw6w zespotu Cushinga nalezy otylo$¢ brzuszna, chude konczyny, twarz ksigzyca w pehi, bawoli kark, cienka skora, tatwo tworzace si¢
siniaki, ostabienie, nadcisnienie t¢tnicze, miazdzyca, zastoinowa niewydolno$¢ serca, obrzeki, zaburzenia miesiaczkowania, zaburzenia psychiczne,
osteoporoza, zakazenia i stabe gojenie si¢ ran.

Obnizone wydzielanie ACTH przez przysadk¢ nazywane jest wtorna niedoczynnos$cia nadnerczy. Trzeciorzgdowa niedoczynno$¢ nadnerczy
zwigzana jest z niewydolno$cia podwzgoérza do produkcji hormonu uwalniajacego kortykotroping (CRH), podczas gdy niedoczynnosé pierwotna jest
zdefiniowana jako utrata hormondéw kory nadnerczy, zwigzana ze zniszczeniem lub zaburzeniami kory nadnerczy. Wszyscy pacjenci z
niewydolnoscig kory nadnerczy wykazuja utrat¢ masy ciata. Wtorna i trzeciorzgdowa niewydolno$¢ kory nadnerczy jest czesciowo zdiagnozowana
przez podanie ACTH (Cotrosyn) i obserwacj¢ stymulacji wytwarzania kortyzolu.



IV. ZAGADNIENIA DOTYCZACE METODY

DIAsource ACTH-IRMA jest dwuetapowym oznaczeniem
immunoradiometrycznym, opartym na separacji w oplaszczonych probowkach.
Pozwala na oznaczenie nienaruszonego ludzkiego hormonu
adrenokortykotropowego (ACTH) w osoczu pobranym na EDTA. Przeciwciata
monoklonalne swoiste do fragmentu (N-koncowego) 1-24 ACTH sg dotaczone do
dolnej wewnetrznej powierzchni proboéwek plastikowych. Do proboéwek sa
dodawane kalibratory lub probki. Po 2 godzinach inkubacji, ptukanie usuwa
przypadkowy nadmiar antygenu, fragmenty srodkowe i C-koncowe.

Dodawane sa przeciwciala poliklonalne znakowane '#I, swoiste do fragmentu
ACTH 24-39 (fragment C-koficowy). Po 1 godzinnej inkubacji i plukaniu,
radioaktywno$¢ pozostalych czastek zwigzanych z powierzchnia probowki
odzwierciedla stgzenie ACTH.

V. DOSTARCZONE ODCZYNNIKI

Odczynniki Tlosé¢ Rekonstytucja
96
oznaczen
2x48 Gotowe do

Probowki optaszczone .
zastosowania

przeciwciatami anty-ACTH
(przeciwciata monoklonalne)

1 fiolka Rozcienczyé 21x
| Ab | 1251 | cone | 0,650 ml buforem
Anty-ACTH-1% (przeciwciata poliklonalne) w | 890 kBg znacznikowym (jak
buforze fosforanowym z albuming bydleca i w rozdziale VII. C)
azydkiem sodowym (<0,1%)
| TRACER | BUF | 1 fiolka Gotowe do

11 ml zastosowania

Bufor znacznikowy: Bufor boranowy
zawierajacy surowicg owcza, EDTA i azydek
(<0,1%)

CAL n 1 _fio_lka Dodaé¢ 5 ml
liofil. roztworu do
Kalibrator zerowy w plazma ludzkiej rekonstytucji
zawierajacy tymol i benzamidyng
CAL “ 6 _fio_lek Dodaé¢ 1 ml
liofil. roztworu do
Kalibratory 1-6 w plazma ludzkiej z tymolem i rekonstytucji
benzamidyna (doktadne wartosci na etykietach
fiolek)
| REC | SOLN | 1 fiolka Gotowe do
15 ml zastosowania
Roztwor do rekonstytucji : Bufor boranowy
zawierajacy EDTA i azydek sodowy (<0,1%)
| ING | BUF | 1 fiolka Gotowe do
6ml zastosowania
Bufor do inkubacji: Bufor fosforanowy z
albuming bydlecg i azydkiem (<0,1%)
1 fiolka Rozcieficzy¢ 20x
| WASH ‘ SOLN ‘ CONC I 40 ml woda destylowana
(wykorzystaé
Roztwor pluczacy (Tween 20-NaCl) mieszadto
magnetyczne).
2 fiolek Dodaé 1 ml
| CONTROL | N | liofil. roztworu do
rekonstytucji

Kontrole 1 i 2 w plazma pochodzenia
ludzkiego z tymolem

Uwaga: 1.Do rozcieniczen surowic nalezy stosowac kalibrator zerowy.
2,1 pg preparatu kalibratora jest rownowazne do 1 pg of NIBSC

74/555.
V1. MATERIALY WYMAGANE, ALE NIEDOSTARCZONE

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

1. Woda destylowana

2. Pipety do dostarczania objetosci: 50 pl, 100 pl, 200 ul, 1 mli 3 ml. (zaleca
si¢ stosowanie wilasciwych pipet z jednorazowymi koncowkami
plastykowymi)

Mieszadto wirowe

4. Mieszadto magnetyczne

w

® N o

VII.

VIIL.

=@

Wytrzasarka probowek (400 obr/min)

Strzykawka automatyczna o obj¢tosci 5 ml (rodzaj Cornwall) do ptukania
Uktad do aspiracji (opcjonalnie)

Moze by¢ wykorzystywany jakikolwiek licznik gamma odpowiedni do
pomiaru I (minimalny uzysk 70%).

PRZYGOTOWANIE ODCZYNNIKOW

Kalibratory: Rozpusci¢ kalibrator zerowy za pomocg 5 ml roztworu do
rekonstytucji a inne kalibratory za pomoca 1 ml roztworu do rekonstytucji.
Kontrole: Rozpusci¢ kontrole przy pomocy 1 ml roztworu do
rekonstytucji.

Znacznik: Przygotowa¢ odpowiednia objgtos$¢ roztworu znacznikowego,
dodajagc 50 pl przeciwcial Anty-ACTH-®I do 1 ml buforu
znacznikowego. W celu homogenizacji nalezy wykorzysta¢ mieszadto
wirowe (worteks).

Roboczy roztwor pluczacy: Wiasciwa objetos¢ roboczego roztworu
pluczacego nalezy przygotowac dodajac 19 objetosci wody destylowanej
do 1 objgtosci roztworu pluczacego (20x). Do homogenizacji nalezy
wykorzysta¢ mieszadlo magnetyczne. Niewykorzystany roboczy roztwér
pluczacy nalezy wyla¢ pod koniec dnia.

PRZECHOWYWANIE I DATA WAZNOSCI ODCZYNNIKOW

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

Kalibratory i kontrole sg bardzo nietrwale, nalezy je wykorzysta¢ zaraz po
rozpuszczeniu lub od razu zamrozi¢c w niewielkich objetosciach,
przechowujac w temperaturze —20°C do maksymalnie 7 tygodni. Unikaé
wielokrotnego rozmrazania i zamrazania.

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

Po jego pierwszym zastosowaniu, znacznik izotopowy zachowuje trwato$¢
do podanej daty waznos$ci jezeli jest przechowywany w oryginalnej,
dobrze zamknietej fiolce w temperaturze od -20°C.

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

POBIERANIE I PRZYGOTOWANIE MATERIALU DO BADANIA

Nalezy wykorzystywa¢ osocze pobrane na EDTA i przestrzegaé¢ zasad
zwigzanych z naktuciem zyt.

Prébki nalezy pobiera¢ i natychmiast umieszcza¢ w lodzie lub pobiera¢ do
wczesniej schtodzonych proboéwek. Od razu rozdziela¢c w chlodzonej
wiréwce (2-8°C). Jezeli probka nie jest oznaczona od razu (w ciagu jednej
godziny), nalezy usuna¢ supernatant osocza do wczesniej oznakowanego
plastikowego naczynia i zamrozi¢ w temperaturze -70°C lub nizszej, do 45
dni.

Probki moga nie zachowal trwatosci, jezeli beda przechowywane w
temperaturze -20°C.

Nie nalezy wykorzystywac probek zhemolizowanych lub lipemicznych.

PROCEDURA

Uwagi dotyczace obstugi

Nie wolno wykorzystywa¢ skladnikow zestawu po uplynigciu daty
wazno$ci. Nie wolno miesza¢ materiatéw pochodzacych z réznych serii
zestawOw. Przed wykorzystaniem wszystkie odczynniki powinny osiggnaé¢
temperatur¢ pokojowa.

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

Pipety wysokiej precyzji lub pipety automatyczne poprawiaja precyzje
wykonania oznaczenia. Przestrzega¢ czaséw inkubacji.

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

Procedura

Dla kazdego kalibratora, probki i kontroli nalezy oznaczy¢ oplaszczone

probéwki w badaniach podwojnych. W celu okre$lenia catkowitych

zliczen nalezy oznaczy¢ 2 standardowe probowki.

Krotko wirowaé kalibratory, probki kontrolne i badane, a nastgpnie

dozowac po 200 pul kazdej substancji do odpowiednich probowek.

Dozowa¢ 50 ul buforu do inkubacji do kazdej probowki, z wyjatkiem

probowek do catkowitego zliczania.

Delikatnie potrzasa¢ (r¢cznie) stojak z probowkami, aby uwolni¢ wszelkie

uwigzione pecherzyki powietrza.

Inkubowa¢ przez 2 godziny w temperaturze pokojowej w wytrzasarce
probéwek (400 obrotow na minute).
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Aspirowa¢ zawarto$¢ kazdej probowki (z wyjatkiem probowek do
catkowitego zliczania). Upewni¢ sig, ze plastikowa koncowka aspiratora
osiagneta dno optaszczonej proboéwki, aby usunac caty ptyn.

Plukaé probowki 2 ml roztworu do plukania (z wyjatkiem probowek do
catkowitego zliczania). W trakcie dodawania roztworu ptuczacego nalezy
unika¢ wytwarzania piany.

Aspirowaé zawarto$¢ kazdej probowki (z wyjatkiem probowek do
catkowitego zliczania).

Pluka¢ ponownie probéwki 2 ml roztworu do ptukania (z wyjatkiem
probowek do catkowitego zliczania).

Po ostatnim ptukaniu, pozostawi¢ probowki odwrdcone przez 2 minuty, a
nastgpnie aspirowac pozostate krople ptynu.

Dozowaé 100 pl znacznika anty-ACTH-#I do kazdej probowki, w tym
rowniez do nieoptaszczonych probowek do catkowitego zliczania.
Delikatnie potrzasa¢ (rgcznie) stojak z probowkami, aby uwolni¢
wszelkie uwigzione pgcherzyki powietrza.

Inkubowa¢é przez 1 godzing w temperaturze pokojowej w wytrzasarce
probowek (400 obrotéw na minute).

Aspirowa¢ zawarto$¢ kazdej probowki (z wyjatkiem probowek do
calkowitego zliczania). Upewni¢ sig, ze plastikowa koncowka aspiratora
osiagneta dno optaszczonej proboéwki, aby usunac caty ptyn.

Plukaé probéwki 2 ml roztworu do ptukania (z wyjatkiem probowek do
calkowitego zliczania). W trakcie dodawania roztworu pluczacego nalezy
unika¢ wytwarzania piany.

Aspirowa¢ zawarto$¢ kazdej proboéwki (z wyjatkiem probowek do
calkowitego zliczania).

Plukaé ponownie probowki 2 ml roztworu do plukania (z wyjatkiem
probowek do catkowitego zliczania).

Po ostatnim ptukaniu pozostawi¢ proboéwki odwrocone przez 2 minuty, a
nastgpnie aspirowaé pozostate krople ptynu.

Zlicza¢ probowki w liczniku gamma przez 60 sekund.

OBLICZANIE WYNIKOW

Obliczy¢ $rednig oznaczen podwojnych.

kratke wykreslic c.p.m. (rzgdna) dla kazdego kalibratora wobec
odpowiadajacego stgzenia CT (odcigta) oraz wykresli¢ krzywa kalibracji
przez punkty kalibratora, odrzucajac oczywiste warto$ci odbiegajace od
linii $Srodkowe;j.

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

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

PRZYKEAD DANYCH TYPOWYCH

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

fragment 18-39 ACTH 100000 pg/ml|
Szczurzy ACTH 1000 pg/ml
aMSH 100000 pg/ml
BMSH 100000 pg/ml
BEndorfina 100000 pg/ml

71
364,7
18
0,9
11

fragment 18-39 ACTH100000 ng/ml

Szczurzy ACTH 1000 pg/ml
aMSH 100000 pg/ml
BMSH 100000 pg/ml
BEndorfina 100000 pg/ml

335
450,0
316
33,0
32,8

Dane $wiadcza o tym, ze ACTH-IRMA nie reaguje krzyzowo z fragmentami
ACTH, aMSH, BMSH i BEndorfiny, natomiast reaguje krzyzowo ze szczurzym

ACTH w 39 %.
C. Precyzja
W SERII POMIEDZY SERIAMI
Surow N <X>+SD Ccv Surow N <X>+SD Ccv
ica (pg/ml) (%) ica (pg/ml) (%)
A 19 17511 6,4 D 15 296+14 4,8
B 20 69,3+2,1 3,0 E 15 121975 6,2
C 20 386,7 £ 15,1 39
SD Odchylenie standardowe; CV: Wspotczynnik zmiennosci
D. Dokladnosé
BADANIE ODZYSKU
Probka Kalcytonina Stez. zmierzone Odzysk
dodana (pg/ml)
(pg/ml) (%)
1 1100,0 1128,0 102,5
550,0 552,5 100,5
275,0 2738 99,6
137,5 149,0 108,4
BADANIE ROZCIENCZENIA
Prébka Rozcienczenie Stez. teoretyczne Stez. zmierzone
(pg/ml) (pg/ml)
1 11 - 499,4
12 249,7 226,2
1/4 124,8 111,0
1/8 62,4 57,5
1/16 31,2 27,8
1/32 15,6 16,1
1/64 7,8 7,4
2 171 - 348,4
12 174,2 167,5
1/4 87,1 89,9
1/8 435 40,0
1/16 21,8 20,6
1/32 10,9 10,4
1/64 54 57

ACTH-IRMA cpm BIT (%)
Zliczanie catkowite 273476 100
Kalibrator 0,0 pg/ml 418 02
9,6 pg/ml 1580 06
31,2 pg/ml 3836 14
97,2 pg/ml 10839 4,0
295,4 pg/ml 27691 10,1
1006,4 pg/ml 64156 235
1931,9 pg/ml 93486 34,2
XUI. DZIALANIE I OGRANICZENIA
A Granica wykrywania
Dwadziescia kalibratorow zerowych oznaczano wraz z zestawem innych
kalibratoréw. Granica wykrywania, zdefiniowana jako przyblizone
stezenie trzech odchylen standardowych ponad przecigtng ilos¢ zliczen na
poziomie wigzania zerowego, wynosita 1,16 pg/ml.
B Swoistos¢

Do osocza pobranego na EDTA, zawierajacego wysoki i niski poziom ACTH,

dodano mozliwe peptydy interferujace.

Oznaczano przyblizona odpowiedz

ACTH.
Analit dodany do osocza EDTA Obserwo Analit dodany do osocza EDTA Obserwo
zawierajacego ACTH w niskim wany zawierajacego ACTH w $rednim wany
stezeniu poziom stezeniu poziom
ACTH ACTH
(pg/ml) (pg/ml)
Nic 09 Nic 345
fragment 1-17 ACTH 100000 pg/ml 0,8 fragment 1-17 ACTH 100000 pg/ml 25,0

Probki zostaly rozcienczone przy pomocy kalibratora zerowego.

E. Opoznienie czasowe

Jak pokazano w tym miejscu i ponizej, wyniki oznaczenia pozostaja
doktadne nawet wtedy, kiedy probka jest dozowana po 30 minutach po
dodaniu kalibratora do optaszczonych probowek.

0 10' 20" 30
c1 546,1 | 5639 5634 | 5689
c2 86,6 88,7 89,0 85,9
c3 44,4 44,4 42,9 43,2
c4 1224 | 1230 1226 121,0

F. Efekt hook'a

Probka osocza pobranego na EDTA, zawierajaca ACTH w stgzeniu 69000
pg/ml, daje sygnat przekraczajacy najwyzsze stezenie kalibratora.

XIV. OGRANICZENIA
- Prébki od pacjentéw, ktérzy w celach diagnostycznych lub
terapeutycznych otrzymywali preparaty z mysich przeciwciat

monoklonalnych, moga zawiera¢ ludzkie przeciwciala anty-mysie
(HAMA). Probki takie, oznaczane z uzyciem zestawOw testowych



wykorzystujacych mysie przeciwciala monoklonalne, moga wykazywaé
wartosci falszywie zawyzone lub zanizone.

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

Pacjenci rutynowo eksponowani na zwierzeta lub produkty z surowic
zwierzgcych moga wykazywaé sklonnos¢ do takich interferencji i w
razie obecnosci przeciwciatl heterofilnych wystepowa¢ moga u nich
nieprawidlowe wyniki testow. Wyniki oznaczen probek od pacjentow z
takimi przeciwciatami nalezy interpretowac z ostroznoscia.

Jezeli wyniki nie s3 zgodne z obserwacjami klinicznymi, przed
postawieniem rozpoznania powinny by¢ uzyskane dodatkowe
informacje.

XV. WEWNETRZNA KONTROLA JAKOSCI

- Jezeli wyniki uzyskane dla kontroli 1 i 2 nie znajduja si¢ w zakresie
okreslonym na etykiecie fiolki, wyniki nie moga zosta¢ wykorzystane
dopdki nie uda si¢ znalez¢ whasciwego wyjasnienia tego odchylenia.

- Jezeli to konieczne, kazde laboratorium moze wykona¢ wilasne probki
zbiorcze w celach kontrolnych, ktére powinny by¢ zamrozone w matych
objetosciach. Nie wolno zamraza¢ i rozmraza¢ wigcej niz jeden raz.

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

XVI. ZAKRESY REFERENCYJNE

Wartosci  sa przedstawione wylacznie w celach orientacyjnych, kazde
laboratorium powinno opracowaé whasne wartosci referencyjne.

Zakres pozioméw ACTH u 47 zdrowych pacjentéw, wyrazonych jako grupa od
5% do 95% percentyla, wynosit od 9,6 do 49,7 pg/ml-

XVII. SRODKI OSTROZNOSCI I OSTRZEZENIA

Bezpieczenstwo

Tylko do diagnostyki in vitro. Zestaw zawiera '?°| (Okres potowicznego rozpadu:
60 dni), emitujacy promieniowanie jonizujace X (28 keV) i y (35.5 keV). Ten
produkt radioaktywny moze by¢ transportowany i wykorzystany wylaczne przez
osoby autoryzowane; zakup, przechowywanie, stosowanie i wymiana produktow
radioaktywnych podlega regulacjom prawnym kraju uzytkownika koncowego. W
zadnym wypadku produkt nie moze by¢ podawany ludziom lub zwierzetom.
Obstuga materiatow radioaktywnych powinno by¢ przeprowadzana w miejscach
do tego przeznaczonych, z dala od miejsc ogoélnej uzytecznosci. W laboratorium
musi byé przechowywany rejestr przyje¢ i przechowywania materialow
radioaktywnych. Wyposazenie laboratorium oraz szklo, ktore moze by¢ skazone
substancjami radioaktywnymi powinno by¢ oddzielone w celu uniknigcia
krzyzowego zanieczyszczenia roznych radioizotopow.

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

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

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

Unika¢ kontaktu skory z odczynnikami (zawieraja azydek sodowy jako $rodek
konserwujacy). Azydek znajdujacy si¢ w zestawie moze reagowa z miedzig i
olowiem w ukladzie kanalizacyjnym tworzac zwiazki o wiasciwosciach
wybuchowych. W czasie ptukania odprowadzany ptyn nalezy ptuka¢ duzymi
objetosciami wody, aby zapobiec kumulacji azydkow.

Nie wolno pali¢, spozywaé napojow ani pokarméw, badz uzywac kosmetykow w
miejscu pracy. Nie pipetowa¢ ustami. Zaktada¢ ubranie ochronne i rgkawiczki
jednorazowe.
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XIX.  PODSUMOWANIE PROTOKOLU

CALKOWITA KALIBRATORY PROBKA(I)
LICZBA KONTROLE
ZLICZEN ul ul
pl
Kalibratory (0-6) - 200 -
Prébki, kontrole - 200
Bufor do inkubacji - 50 50

Inkubacja 2 godziny w temperaturze pokojowej ze wstrzasaniem z predkoscia
400 obr/min

Rozdzielenie - aspiracja

Roztwor pluczacy - 2,0ml

Rozdzielenie - aspiracja

Roztwor pluczacy - 2,0ml

Rozdzielenie - aspiracja

Znacznik 100 100 100

Inkubacja 1 godzina w temperaturze pokojowej ze wstrzasaniem z predkoscia
400 obr/min

Rozdzielenie - aspiracja

Roztwor pluczacy - 2,0ml

Rozdzielenie - aspiracja

Roztwor pluczacy - 2,0ml

Rozdzielenie - aspiracja

Zliczanie Zliczanie proboéwek przez 60 sekund




IIpoyereTe Heusi MPOTOKOJI Npeau ynorpeda

ACTH-IRMA

l. YIIOTPEBA

KuT 3a UMyHOpaJAMOMETPHYCH aHAJM3 3a KOJMYECTBEHO ONpPENC/sIHE WH BUTPO HAa YOBELIKHS
anpenokoptuxoTporer xopmoH (ACTH) B mansma ¢ Etunenanamun terpaonerna kucenuna (EDTA).

1. ObIlIA HH®OPMALIHA

A. TlateHTOBaHO HMe: DIAsource ACTH-IRMA Kit
B. KarayioxkeHn Homep: KIP0061: 96 tecta

C. Ipoun3sBeneHo or: DIAsource ImmunoAssays S.A.

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

3a TexHn4YecKa MMOMOIII UJIH noquKa:
Teu.: +32 (0)10 84.99.11 daxke: +32 (0)10 84.99.91

1. K/THWHUYEH IIPETJIE]]

A. Buonozuuna akmuenocm

AnpenokoptukoTponHusT XOopMOoH (ACTH wnum  KOpTHKOTpOMH) € TONMIENTHACH XOpMOH, cuHTesupan (or POMC —
HPOONTHOMENAHOKOPTHH) U OTACISH OT KOPTUKOTPO(UTE B MPEAHATa 4acT Ha XHIO(HU3HATA jKJIe3a B OTTOBOP HAa XOPMOHA KOPTHKOTPOTIHH-
ocoGoxasamy xopMoH (CRH), ocBoGoxaaBan ot xumoranamyca. CbCToM ce OT 39 aMHHOKHCEIMHH C MOJIEKYJIHO Teryio oT 4540 Da.
ACTH perynupa cuHTe3a Ha CTEPOMIM OT HAAOBOpEYHATa KOpa M CTUMYJMpA OTACISHETO Ha KOPTU30J] OT HAAOBOPEYHUTE JKIIE3H.
KopTtH30mbT 1 Ipyry NIMKOKOPTUKOU/IH TTOBHIABAT IIPOU3BOCTBOTO HA IVIIOKO3a, CIIMPAT CHHTE3a Ha NPOTEHHH U MOBHUIIABAT Pa3jiaraHeTo
WM, CTUMYJIIpAT JIMIIOJIN3aTa U OKa3BaT BIMSHIE BHPXY UMYHOJIOTHIHHTE W BB3MAIUTEIHN peakiuy. KopTH30IbT Npei3BUKBA HHBOIYLHS
Ha TUMYCa, KOETO ¢ MOHIDKaBaHe Ha HOPMAJIHOTO JIEACTBHE Ha THMYyCa, KOETO OT YacTH OOSCHsBA CIIOCOOHOCTTA My [1a HAMAISBA PEAKIMHUTE
Ha UMyHHaTa cHcTeMa. [JIMKOKOPTHKOMIMTE CHoMaraT 3a MO/IbPIKaHe Ha KPHBHOTO HAJSITAHE U Ca OCHOBEH KOMIIOHEHT IIPH pearnpaHeTo
Ha TstoTo Ha crpec. Ornemsirero Ha ACTH ce perynmpa ot KopTHKOTponHH-ocBoGoxaBamus xopmor (CRH) u anTHmmypernaHus
XOpMOH, HapuyaH oie BazonpecuH (ADH). KopuzonbT ce Bpblua 10 xunodusara u xunodanamyca, 3a 1a noarucue nusara Ha ACTH u
CRH. Ilpu HOpManHH (HECTPECOBH) YCIOBHUS, KOPTH3OIBT CE OT/ENS C SICHO M3pa3eH JCHOHOIICH PHTHM, C BUCOKH HHBA PaHHO CYyTPHH U C
HUCKH HHBa Beuep. [Ipy cTpecoBH ycIIOBUS ICHOHOITHOTO H3MEHEHHE € PUTHICHO.

HecBbp3anu ¢ HanowOpeunute xuesn epextn: ACTH ctumynupa ocBoboxnaBanero Ha MSH (MenaHormr-ctuMynupang xopmon) u GH
(XOPMOH Ha pacTexa), MOBUIIIABA JIUIOJIN3aTa B MACTHUTE KJICTKHU (aUIOIMTH) U MPEIU3BUKBA HEBPOJIOTMYHU €(eKTH (KaTo MPOTIraHe u
npo3sBane). ToBa uma Bpb3ka ¢ dakra, ye e cunTesupan or POMC. Jlunomusata, npenussukana or ACTH e nocra no-cimaba B cpaBHEHHE C
tasu ot smnotponuna (LPH — nunorpomnen xopmon). ACTH e npekypcop na o-MSH.

B HanOwapeunara kopa uma asa Buga perentopu 3a ACTH, enunumst ¢ KD = 1nM, Ho camo okouo 60 Ha KJeTka, 10Kato Apyrusar uma KD =
300 nM, HO ¢ okono 600,000 Ha Kietka. Hanmmumero Ha BHCKO M HHCKO-apuHHTEeTHH perentopu 3a ACTH o3navaBa, 4e ThKaHHTE ca
4yyBcTBHTENHN He caMo KbM ACTH, HO 1 KbM HeroBaTa KOHIICHTpAIIHSI.

B. Kaunuuno npunazaue

Ipekaneno romxsimo Hammune Ha ACTH moxke s1a ToBeJie 10 MPEKOMEPHO OTAENSHE Ha KOPTH30J, KOETO OT CBOSI CTPaHa MOJKE Jia MPHYHHH
curapoM Ha Kymmnr. Fomsimoro konmyectBo Ha ACTH moxke na Obie TPUYMHEHO OT TOOPOKAavYeCTBEH TyMOp Ha xunoduzata. CHHAPOMBT
Ha KymmHr (mpekajaeHoO MHOTO KOPTH30J) € MPUYUHSBA U OT €KTOMUYHO npousBexaaHe Ha ACTH, cpemano npu Hskou 0enoapoOHM
TYMOpH, KakTO W HpH JNOOPOKAYeCTBEHM M 3JOKAYECTBEHH TYMOpPH Ha HanObOpeuHHTe ie3n. Haif-uecTo cpemiaHara mpuduuHa 3a
[PHUYHHSIBAHE HA CHHAPOMA Ha KyIIMHT € eK30reHHOTO MoeMaHe Ha TITHKOKOPTUKOMIH.

CumnToMuTe Ha CHHApoMa Ha KyIIMHT BKIIIOYBAT 3aTNIBCTSBAHE OKOJO KOPEMHATa O0ONacT, KpaiHO H3TOLIeHHe, JyHOOOpasHO JHIie,
OuBoiCcKa TIbpOWIIA, M3THHABAHE HA KOXKATa, MOJATIMBOCT KBM OXJIy3BaHHsA, ClabOCT B MYCKYJHTE, XHIIEPTEH3MS, apTepOCKIepo3a,
KOHTeCTHBHA ChPAEYHA HEJOCTATHUHOCT, €eMa, HepeJOBHA MEHCTPYyaIys, (QHU3HOIOIHIHY CMYIICHHS, OCTEON0p03a, MOBHIICHN HH(EKIUI
1 0aBHO 3apacTBAIH PaHU.

Ionmxenoro ornensue Ha ACTH or xumodmusara ce Hapuua BTOpPUYHA HanOBOpeuHa HENOCTAaThYHOCT. TpernyHa HaaOBOpedHa
HEJOCTaTPYHOCT Ce INPUYHHABA KOraTto XumogaaaMychT He IPOU3BEXIa KOPTHUKOTPOIHH-ocBoOOXrmaBam xopMoH (CRH), mokxarto
IbPBUYHATA HAJ0BOpEYHA HENOCTATHYHOCT CE OHpeeNs Karo 3aryda Ha aApeHOKOPTHKAIHH XOPMOHH, IOpaiy YHHINOXKABaHE HIIH
HapaHsBaHe Ha HanObOpeuHaTa Kopa. [Ipy BCHYKM MalMeHTH, CTpaJalll OT HaAObOpeyHa HEAOCTaThYHOCT ce HabuiroaBa 3aryba Ha TerJo.
Bropuunara u TperndHata HagOBOpeUHa HEJOCTATBYHOCT OT YacTH ce auarHoctuumpa c¢ umxeknus or ACTH (Kopuson), xato ce Tbpen
CHMyanys Ha MPOU3BEXKIaHe Ha KOPTH3O0IL.



V. IIPUHIIUIIH HA METO/IA

DIAsource ACTH-IRMA e nByeTaneH HMyHOPaAUMETPUUCH aHATIN3, Oa3HpaH Ha
cernapaiys Ha HOKpUTH enpyBeTku. Toil 103BOMIsABA ONPEENISHETO HA LSIOCTHUS
anpeHokopTuxorporneH xopmoH (ACTH) B mmasma ¢ EDTA. MoHOKIOHATHI
aHTHTeNa, XapakTepHu 3a 1-24 ACTH ¢parmenta (N-TepMuHaneH ¢parmeHr) ce
NPHUKPENBAaT KbM JOJHATA M BBTPEIIHATA IIOBBPXHOCT HAa ILIACTMACOBUTE

enpyBeTkd. KbM TsX ce 100aBAT KanruOpaTopy WIH HPOOH.

Crnen nBydacoa

MHKYyOalusi ype3 W3MHBA CE OTCTpaHsABa CIIydalHHsS W3JIMIIBK Ha AHTUICHA,
cpenuute u C-repmuHanuu ¢parmMenTd. JJ00aBsAT ce MOIMKIOHATIHUTE aHTHTENA,
mapkupanu ¢ %I, xapaxrtepuu 3a 24-39 ACTH ¢parmenta (C-TepmunHaneH
¢parmenr). Cnen exHovacoBa HMHKyOamusi W Cliel HM3MHBaHE, OCTaTbhbuHATa
PaaMOaKTUBHOCT, CBBbp3aHa C eNpyBeTKaTra, OTpa3sBa KOHLEHTpalusATa Ha

wsutoctanss ACTH.

V. HU3IOI3BAHH PEATEHTH
Pearentn Kur 3a Ipurorpsine
anaan396
EnpyBeTku, OKpUTH ¢ aHTH- 2x48 ToroB 3a ynorpeba
U ACTH (MOHOKJIOHAIIHH aHTHTENa)
1 (axon Pa3zrBapsi ce 21X ¢
| Ab | 125) | CONC | 0.650 ml Mapkupai 6ydep (Bx.
Antn-ACTH-'%| (monuksonamau 890 kBq Pasren VII. C)
aHTuTena) BbB (ocharen Oydep ¢
BOJICKH CepyMEH anOyMHH 1 HATPHCB
asun (<0.1%)
1 ¢nakon
TRACER BUF 11 ml T'otoB 3a ynorpeda
Mapxupar 6ydep: Boparen 6ydep ¢
oBun cepyM, EDTA u azux (<0,1%)
CAL n 1 pakon
nodunusup Jo6asere 5 ml
Hysies Kanubparop: B 40OBeIIKH IU1a3ma anm BB3CTAHOBUTEIICH PasTBOP
C TUMOI 1 OeHaMu
6 ¢nakona Jo6asere 1 ml
o3P BB3CTAHOBUTEIIEH Pa3TBOP
Kanubparopu 1-6 B yoBewku riazma ¢ aHu
THMOJ ¥ GeHgamu. Brok TounuTe
CTOMHOCTH Ha €THKETUTE Ha (IAKOHUTE.
| REC SOLN | 1 dnaxon I'oTos 3a ynorpe6a
15ml
Bo3cranosutenen pasrBop: boparen
Oydep ¢ EDTA u narpues azux (<
0.1%)
| INC | BUF | 1 qm?;:fﬂ 6 I'oToB 3a ynorpeba
HWuky6auonen 6ydep: Pocaten
Oydep ¢ Boscku anbyMuH U a3u
(<0,1%)
wasH | soun | cone 1 dmaxon Paspenere 20X ¢
40 ml JIeCTHIINpaHa BOJa
(u3ron3BaiiTe MarHUTEH
W3musany pasreop (NaCl-Tween 20) ceraparop)
“ 2 ¢nakona JoGasere 1 ml
mobumm3up Ipecs3aaBar pasTBop
aHu (PEKOHCTUTYUPAILLL
KonTposu 1 1 2 B yoBemkH miazma ¢ PA3TBOP)
THMOJT

3abenexka: 1. M3non3BaiiTe HyeBHs KaIMOPaTOp 32 CEPYMHUTE Pa3perkaaHus.
2. 1 pg ot xamubpaTopuus mpemnapar ce pasusisa Ha 1 pg or NIBSC

74/555

V1. CPEJ/][CTBA, KOUTO HE CE OCUT'YPABAT

CJ'IGHHI/ITS MaTepuay ca HeO6XOI[1/IM1/I, HO HE C€ OCUT'YpPsBAT B Ha6opa:

1.  [ecrunupana Boja

2. Tunern or: 50 pl, 100 pl, 200 pl, 1 ml u 3 ml (upenopwusa ce
M3MOJ3BAHETO HA MPEUU3HM [HMIETH C HAKpalHMIM 32 eJHOKpaTHa

ymotpeba ).
3. 3aBHXpAII CMECHTEN

© N oA

VII.

VIII.

=

Knarero ycrpoiictso 3a enpyserku (400 oGopora B MUHYTa)

MaruuTeH cenapatop

5 ml aBromarnuna cipuanoska (tun Cornwall) 3a n3muBane
Acnupaiionta cuctema (o u3oop).

BesikakbB ramMa Gposid, KOMTO MOXKeE /1a U3MEpPH yHOTPEOEHOTO KOJIHYECTBO
15| (Munumanen kananurer ot 70%)

IIPUTI'OTBAHE HA PEATEHTA

Kamm6paropu: PekoHcrutyupaiite Hynesus kanmubparop ¢ 5 ml
Ipecw3aasant paztBop ( PEKOHCTUTYUPAIL] PABTBOP), a ocrananute
kaymbparopu ¢ 1 ml pekoHCTHTYHpal pa3TBop.

Konrponu: PekoHcruryupaiite kontpoiure ¢ 1 ml pexoHcTurympain
pasTBop.

Mapkupane © NpUrOTBETE AOCTaThueH o0eM Mapkupamn pa3sTBOp KaTo
no6asute 50 pl or Antu-ACTH-'?I kpM 1 ml or Mapkupamus Gydep.
HW3mnon3Baiite BOPTEKC, 3a 1a XOMOTCHU3HPATE.

PaGoren m3muBauy pa3tBop: Iloarorsere agexBaTeH 00eM OT paGOTHUS
W3MHUBAIL Pa3TBOpP 4ype3 nobaBsHeTo Ha 19 obema necTunupana Boaa KbM 1
o6em ot n3muBamust pasreop (20X). M3nonsBaiiTe MarHUTEH cenaparop, 3a
la XOMOTreHW3uparte. I3XBBpiere HEynoTpeOEHOTO KOJIMYECTBO OT
pabOTHHS U3MHBALL Pa3TBOP B Kpas Ha JICHS.

CBbXPAHEHHE U CPOK HA I'OJHOCT HA PEATEHTHTE

Beuuky KOMIIOHEHTH Ha KUTa ca CTaOMIIHY [0 JaTaTa Ha CPOKa Ha FOJHOCT,
MOCOYEH Ha ONAKOBKAaTa, PH TeMIiepaTypa Ha cbxpaneHue ot 2 °C o 8°C
Hpeay OTBapsiHE WIIH PEKOHCTUTYHPAHE.

Kambparopute M KOHTPOJINTE ca TBBpPAE HECTaOMIHH, U3ION3BaiiTe TH
HETIOCPEJICTBEHO CpeJl PEKOHCTUTYHPAHETO, 3aMpa3eTe TI'M BedHara B
AIMKBOTH U I'Ml chXpaHsBaiite npu —20°C B IpoabJDKEHUE Ha 7 CeMUIIA.
H30srBaiiTe mocneaBamiy MUKIM Ha 3aMpa3siBaHe-pa3MpassiBaHe.

Ilpsicho npuroTBeHus PaGoTeH wn3MuBam pas3TBOp TpsiOBa ma Obue
W3IO0NI3BaH CHIIUS JICH.

Crnen mepBaTa ymoTpeba, Tpeiicepa € cTaOMIEH 10 HM3THYaHE CpOKa Ha
TOIHOCT, aKO Ce ChXPaHsABAa B OPUTHHAIHUS JOOpe 3aTBOpeH (NIAKOH IIPH
temnepatypu -20°C.

Ilpomenn BbB (u3MYECKHsS BHI HAa PEArcHTUTE HA KHTA WHIMLUPAT
HECTaOWIIHOCT WM HETOTHOCT.

CbBbUPAHE HA ITPOFHUHTE H ObPABOTKA

TpsoBa na ce msnmomsBa EDTA mmazma, kato ce B3eMar oOW4YaitHuUTE
[PEAa3sHd MEPKH NP BEHOITYHKIIHS.

TpsOBa na ce cpbepar oOpas3uy U BeqHAra Jia ce MOCTaBAT B JICA WM Ja ce
U3TETJIAT B HPEABAPUTEIIHO OXJIAZCHH €NpyBeTKH. BesmHara pasnernere B
oxianeHa neHrpogyra (2-8°C). Ako He ce B3emaT mpoOHM 3a aHaIH3
BeqHara (B paMKUTE Ha €IMH 4Yac), OTCTpPaHeTe OCTaHajara Ha
HOBBPXHOCTTA IUIa3Ma B IOAXOMSANIO HAANMCAH IUIACTMAacoB CBJA 3a
chXpaHeHHe u 3ampasete 1pu -70°C wim mo-HICKa TeMIIepaTypa 3a CpoK He
MO-IBABT OT 45 aHu.

O6pasuute MOXKe Ja He OCTAHAT CTAOWIIHH, aKo ce chxpausBar mpu -20°C.
He u3nomn3BaiiTe XeMOIM3UPaHA WK JIHIIEMIYHH 0Opa3I.

ITPOLIEJTYPA

O0mu OeJ1eskKu

He wnsnonspaiite knTa MM KOMIIOHEHTHTE My CIIEJl JlaTaTa Ha M3THYaHe
cpoka Ha roaHocT. He cmecBaiite MaTepuany OT pa3IuuHH HapTHIN
kutoBe. [lpeam ymotpeba ocTaBeTe BCHYKH pEareHTH Ha CTailHa
TeMIepaTypa.

BHumarenHo cMecBaiiTe BCHYKM pEareHTH C MNpoOUTE upe3 HEKHO
pakialiaHe WX BBPTEIMBO pa3MecBaHe. 3a Ja H30erHeTe KpbhCTOCAHA
KOHTaMWHAIIUsA, M3M0J3BaiiTe YUCT NHUIIETCH HAaKpalHMK 3a €IHOKpaTHa
ynotpeba 3a 100aBSHETO Ha BCEKH PEareHT KbM ChOTBETHATA PO0Oa.
Bucoko mnpenusupaHnTe NHNETH WIM aBTOMATHYHHTE IMIETH OHXa
no06pun TogHocTTa. ChoOpassiBaiiTe ce ¢ BPEMETO 3a HHKYOAIHs.
IMoxarorere KaMuOpalOHHA KPUBA 32 BCSIKO M3MEPBaHE H HE M3MOI3BaliTe
JTAHHHU OT NIPEAUIIHYI H3MEPBaHHUS.

IIpoueaypa

OsHaueTe fABC IO [BE IOKPUTUTE CNPYBETKH 3a BCEKH Kamubpatop,
KOHTpoJia ¥ Ipoda. 3a onpernersiHe Ha 00wmus Opoil uMIyJsicH, o0o3HaveTe 2
HOPMAJIHH €TIPYBETKH.

Paz0bpraiiTe 3a KpaTko KanuOpaTOpuTe, HPOOUTE M KOHTPOIUTE BBPXY
BopTekc 1 pasnpezenete 200 pl oT Bcekn OT TAX B CbOTBETHHTE ENPYBETKH.
Pasmpenenere 50 Ml mHKyGaumonen Oydep BBB BCsKa CIpyBeTKa C
U3KIIOYCHHE Ha Te3U 3a OOIM H3MEpBaHUSL.
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BuuMartenHo paskiaTtere ¢ pbKa IOCTaBKaTa C ENPYBETKHTE, 3a Ja
0CBOOOMTE EBCHTYAIHH BB3AYIIHH MEXYPH B THX.

WuxyObupaiite 3a 2 gaca mpu cTaifHa Temmeparypa B KJIATEIIO YCTPOUCTBO
3a enpyBetkH (400 060poTa B MUHYTA).

Acnpupaiite ChABPKAHUETO Ha BCSAKA €MPYBETKAa (OCBEH ENPYBETKHUTE 3a
omperensHe Ha oOmust Opoil UMmyicu). YBepeTe ce, 4e IIAaCTMACOBHAT
Kpail Ha acMpaTopa JOCTUra JBHOTO Ha OKPHUTATa eNpyBETKa, 3a 11a MOXKe
J1a OTCTPAHH IsIaTa TEIHOCT.

Wsmnakuere empysetkute ¢ 2 Ml or V3muBamms pasrtBop (OCBeH
eMpyBETKUTE 3a ONpeleisiHe Ha o0 Opoil MMITyJCH) M AcIHpUpaiTe.
M36srBaiiTe Nosly4aBaHeTo Ha IIHA [0 BpeMe Ha J00aBsHeTo Ha PaGoTHus
WM3MHBAI Pa3TBOP.

Acnupupaiite ChIbp)KaHUETO Ha BCSKA ENPYBETKA (OCBEH ENPYBETKHUTE 3a
ompesesHe Ha oOIHs Opoil NMITyJICH).

V3mnakHere 0THOBO enpyBetkuTe ¢ 2 Ml or M3muBams pa3tBop (ocBeH
€NPYBETKUTE 32 ONpe/essiHe Ha oOLust Opoit UMITYJICH) U actipupaiire.
OcraBeTe e€NpPYyBETKHTE B U3MPABEHO IIOJOXKEHHE 32 JBE MUHYTH U
acIUpHpaliTe OCTAHATNTE KAIIKH TeYHOCT.

Pasnpenenere 100 pl or antu-ACTH-°| Tpeiicep BbB BesAka enpyBeTka,
BKJIIOYUTEINIHO U B €IPYBETKTUTE O€3 MOKPUTHE 32 OOLINS OPOH HMITYJICH.
BuuMarenHo paskiatere ¢ pbKa IOCTaBKaTa ¢ CHNpPYBETKHTE, 3a Ja
0CBOOOJMTE EBEHTYAIHH Bb3AyLIIHH MEXYPH B TAX.

Nukybupaiite 3a 60 MuHyTH IpH cTaifHa TeMmeparypa B KIaTello
ycTpoiicTBo 3a enpyBeTku (400 060poTa B MHHYTa).

Acnupupaiite ChAbP)KAaHUETO Ha BCSAKA €NPYBETKA (OCBEH ENpPYBETKHTE 3a
omnpezensHe Ha oOmus Opoif mmmyncu). YBepeTe ce, Y€ ITaCTMACOBHUST
Kpail Ha acIIHpaTopa JOCTUra JHHOTO Ha MOKpPHTATa eIpyBeTKa, 3a 1a MOXKE
J1a OTCTPAHH LsaTa TEYHOCT.

Wsmnakuere enpyBetkure ¢ 2 ml or M3muBamms pastBop (OcBeH
eNPYBETKUTE 3a ONpelesiHe Ha oOmus Opoil MMITyJCH) M acIHpHpaiTe.
M306srBaiiTe mosyyaBaHeTO Ha IsTHA [0 BpeMe Ha 100aBsiHeTo Ha PaboTHUs
HM3MHBAII Pa3TBOP.

Acnipupaiite ChIABPKAHUETO Ha BCSKA €NPYBETKAa (OCBEH ENPYBETKHUTE 3a
omnpezensHe Ha o0uus Opoit umItyscu).

W3miakHere 0THOBO enpyBetkuTe ¢ 2 Ml ot M3muBarus pa3tBop (ocBeH
eTPYBETKUTE 3a ONpPEAEIITHE Ha 00 Opoi HMITYJICH) U acTIpHpaiiTe.
OcraBeTe eNpyBEeTKUTE B U3NPaBEHO IOJOXKEHHE 3a [BE MUHYTH H
acIUpUpaliTe OCTAHAIUTE KAIKU TEUHOCT.

OruereTe enpyBeTKHUTE B rama Opostd 3a 60 cexyHIu.

KOHILIGHTpALMs. TPH CTAaHAAPTHH OTKIOHEHMS HAJ CPeAHMs Opoil mpu HyJeBO
cbp3Bane ¢ 1.16 pg/ml.

B.

Cneuuduynoct

EBenrtyanHo mpeuemu mentuau ce nodaseHH kbpM ImasmMa EDTA ¢ Hucko n
Bucoko HuBO Ha ACTH. U3mepeno u siBHata peakuus nHa ACTH.

Jlo6aBeH aHAIM3HPAH MaTepHAJ Haomiona || Jo6aBen anann3upan marepuani kbMm | Hadmo
kbM EDTA niasma ¢ HHCKO HHBO BaHO EDTA naa3ma cbe CpelHO HHBO Ha | JaBaHO
Ha HHBO Ha ACTH HHBO
ACTH ACTH Ha

(pg/ml) ACTH
(pg/ml)

Humo 0,9 Humo 34,5
ACTH 1-17 ¢parmental00000 pg/m 0,8 ACTH 1-17 ¢parmenta 100000 pg/ml 25,0
ACTH 18-39 ¢parmental00000 pg/m 71 ACTH 18-39 ¢parmenta 100000 pg/ml 335
ACTH ot mrbx 1000 pg/ml 364,7 ACTH ot mnbx 1000 pg/ml 450,0
oaMSH 100000 pg/ml 18 oaMSH 100000 pg/ml 31,6
PMSH 100000 pg/ml 0,9 PMSH 100000 pg/ml 33,0
B-ennopdun 100000 pg/ml 11 B-ennopdun 100000 pg/ml 328

ToBa moka3sa, ue ACTH-IRMA He naBa kpbcTOocaHa peakiusi ¢ (GpparMeHTUTe
ACTH, aMSH, BMSH u B - ennopduna, Ho maBa kpbcTocana peakmust ¢ ACTH
oT rbx npu 39%.

C.  IpeuusHoct
110 BPEME HA U3IIUTBAHETO MEXAY U3IIMTBAHETO
Cepym N <X>%S.D. Ccv Cepym N <X>#S.D. Ccv
pg/ml (%) pg/ml (%)
A 19 175+11 6,4 D 15 296+14 4,8
B 20 69,3+2,1 3,0 E 15 1219+75 6,2
C 20 386,7+15,1 3,9

SD : CranzmaptHo otkioHenue; CV: KoedunueHt Ha Baprarms

H3YUCITABAHE HA PE3YJITATHTE

V3uncnere cpeHOTO apUTMETUYHO Ha PE3yJTaTHTE, HOIy4YEHH OT JBE IO
JIBE CIIPYBETKHTE.

Hanecere (Ha opauHartara) OposST Ha MHHYTa 3a BCEKH KanuOpatop (o0
Opoil wummyiacu B MuHYTa) crnpaMo (Ha aOcuucata) CbOTBETHATa
xonnenTpaunst Ha ACTH wu HadepraiiTe KanuOpalMOHHa KpHBa IIpe3
KaIHOPAHOHHNTE TOYKU KAaTO HE BKIIIOYBATE TOUKHUTE, KOUTO OYECBHIHO HE
MPUHAIEKAT KbM Ta3U KPUBA.

Ilpouerere KOHIEHTpamMUTE 3a BCSKAa KOHTpoNa W mpoba upes
HHTEpIOJINpaHe BbPXY KaInOpalinoHHaTa KPUBA.

Te3u M34MCIEHHUST MOTaT fa Ce YJIECHAT 4pe3 aCHCTHPAHO pedylupaHe Ha
JaHHATE IIOCPEACTBOM KOMIIOTBP. AKO ce€ H3I0J3Ba aBTOMAaTHYHA
o0paboTka Ha pe3yinTaTHTe, c€ MpenopbuBa MpWIaraHeTo Ha 4-
napamMeTpoBa JIOTMCTHYHA (QYHKIIMOHAIHA KPHBA.

XAPAKTEPHH /JAHHH

JlaHHKTE, U3JI0KEHH TIO-JI0JTy Ca CaMo 3a WIIOCTpALUs U HUKOTa He OuBa j1a ce
M3MOJI3BAT BMECTO UCTUHCKATA KaJMOpalMOHHA KPUBA.

ACTH-IRMA cpm B/T (%)

O6u Gpoit 273476 100
KaauGpatop 0,0 pg/ml 418 0.2
9,6 pg/ml 1580 0,6
31,2 pg/ml 3836 14
97,2 pg/ml 10839 4,0
295,4 pg/ml 27601 10,1
1006,4 pg/ml 64156 235
1931,9 pg/ml 93486 34,2

XI.  H3INBJIHEHHUE H OTPAHUHYEHUA

A.

OnpeesieH JIMMAT

I[BaHaI[eCCT HYJIEBU Kam/l6paT0pa ca OWIM W3MMTaHU 3aeJHO C KOMIUICKT OT

IpyTH KaauOpaTOpH.

JlumMuThT Ha OTKpHUBAHE, ONPEACICH KaToO sBHaATa

D. TouHocT
TECT C PA3SPEXXJIAHE
Teoperuuna H3mepena
Ipo6a Pa3zpexnane KOHUEHTpanus KOHIEHTPALHs
(pg/ml) (pg/ml)
1 11 - 499,4
12 249,7 226,2
1/4 124,8 111,0
1/8 62,4 57,5
1/16 31,2 27,8
1/32 15,6 16,1
1/64 7,8 7,4
2 11 - 348,4
12 174,2 167,5
1/4 87,1 89,9
1/8 43,5 40,0
1/16 21,8 20,6
1/32 10,9 104
1/64 54 57
IpoOute ca Ouam pas3peneHH ¢ HyJIeB KaauOparop.
BB3CTAHOBUTEJIEH TECT
Bb3cranoBen
Tpo6a Lloﬁa(se;lm/—})CTH ACTH Bmcm(;;/o;msane
pe (pg/mi) °
1 1100,0 1128,0 102,5
550,0 552,5 100,5
275,0 2738 99,6
137,5 149,0 108,4
E. H3mecTBaHe BHB BpeMeTO

Kakto e moka3aHoO MO-10Ny, pe3ylTaTHTEe OT AaHAJIU3UPAHHUTE INPOOH
OCTaBaT TOYHM, AOPH M KOrato ce mpurortss mpoba 30 MuHYTH cieq
J006aBsIHETO Ha KAIMOpaTopa KbM MOKPHTH E€IPYBETKH.
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C1 546,1 563,9 563,4 568,9
c2 86,6 88,7 89,0 85,9
C3 44,4 444 42,9 43,2
C4 122,4 123,0 122,6 121,0
F. Edexrt Ha kKyknukaTa

Ipo6a ot masma EDTA ¢ xonuentpauust sta ACTH 69000 pg/ml naBa pesynrar
HaJl Hali-BUCOKaTa KOHLEHTpalus Ha KanuOparopa.

XIV. OI'PAHUYEHHA

- IIpo6u oOT manmueHTH, KOMTO ca MpPHENHd [pemapaTd OT MHIIN
MOHOK/IOHAJIHM AaHTHTENa 3a JMarHOCTHKA WM JICYEHHe, MoraT Ja
CBABPIKAT YOBENIKH aHTH-MumM anTtutena (HAMA). Tesu npobu morar na
MOKaKaT WX (alNBO MOBHUIICHU, WIH HAMaJIeHH CTOMHOCTH, KOTaTo ce
TECTBAT C KUTOBE, KOMTO M3IOJI3BAaT MUK MOHOKJIOHAIHN QaHTUTEIA.

- XeTepouIHHTE aHTHTENa B YOBEIIKHS CEpyM MoOrar Ja pearupar ¢
peareHTHUTE UMYyHOTJIOOYJIMHH, CMYII[aBaiK1 HH BUTPO UMYHOTECTOBETE.
TMarmenTy, PYTMHHO H3JI0XKEHH HA JKMBOTHM WIH Ha IMPOIYKTH OT
JKMBOTHHCKH CEepyM, Morar Ja ObIaT NpeapasloNioKeHH KbM Te3d
CMYILEHUS] XU MOTaT Ja ce HaOJIo/aBaT aHOMAJIHU CTOMHOCTH B ClIy4ail Ha
HaJIMuMe Ha XeTepoduiHM aHTHTEna. BHHMaTenHo mpeleHsBaiiTe
pe3yiTaTuTe Ha NANUEHTH, 32 KOUTO MMa IOJO3DPCHUS, Y€ MMAaT OT Te3H
aHTHUTENIA.

AKO pe3yJTaTUTe He ca ChbBMECTHMH C APYTH KIMHUYHU HAOIIIOACHUS, e
ce M3MCKBa JOITbJIHUTENIHA HH(OPMAIWS IIPe/H IIOCTAaBsIHE Ha UArHo3a.

XV. BBTPEIIIEH KAYECTBEH KOHTPOJI

- Axko pesynrature, noaydeHu 3a Konrpona 1 w/mnm Konrpona 2 He ca B
pPAaMKUTE Ha HUBOTO, yKa3aHO Ha CTHKETa Ha (IakoHa, TO pe3yiTaTHTe He
MoraT Ja ObJJaT U3I0JI3BAHU, OCBEH aKO HE Ce IPEeJOCTaBH 3a0BOJIMTEIHO
00sICHEHHE HA TOBA HECHOTBETCTBHE.

- ITo »xenanue, Besika 1abOpaTOpysi MOXKE J1a CH HAalPaBU COOCTBEH KOMILIEKT
OT KOHTPOJIHHM [IpoOH, KOUTO TPsiOBa J1a ce ChXpaHsBAT 3aMPa3eH! B KPaTHH
CBOTHOLICHHUSI.

- Kpurepuurte 3a mpuemaHe Ha pasiukaTta OT IBOMHHTE pe3yNTaTH Ha
npobute Tpsi6Ba 1a ce ommpar Ha JloOpara JlaboparopHa IIpakTnka.

XVI. PE®EPEHTHH HHTEPBAJIU

CroitHOCTHTE, TTOKa3aHH T10-JI0JTy, Ca MPEJOCTaBEHN CaMo 3a HAITbTCTBHE; BCSKA
naboparopusi TpsiOBa J1a YCTaHOBH CBOM COOCTBEH HOpMajieH 0OXBaTr Ha
CTOWHOCTH.

JlmanaszonsT oT pasmmuen HuBa Ha ACTH npm 47 HOpMamHM NalWeHTH,
U3pa3eHy KaTo KpUBY Ha pasnpeneneHue 5% - 95%, e 9,6 — 49,7 pg/ml-

XVIL. IIPEJJITA3HA MEPKH U IIPEJ]YIIPEK/IEHUA

Be3zonacHocT

Camo 3a in Vitro guarsHocTuka.

To3u Habop chabpxka 2| (momyxusoT: 60 aHM), emuTHpan] Houusupamm X (28
keV) u y (35,5 keV) puenust.

To3u paJuoakTHBEH MPOAYKT MOXE Jia ce MPEeHAcs U Jia Ce M3I0JI3Ba CaMo OT
OTOPM3HMpPAHH JIHI[A; MOKYMKATa, ChXPAaHEHHETO, yHoTpebaTa M pa3MsHAaTa Ha
PaZMOAKTHUBHH MPOAYKTH Ca MPEIMET Ha 3aKOHOAATEJIICTBOTO HA JbpXKaBara, Ha
KpaitHus motpedurern. To3u npoayKT He OMBa B HUKAKbBB Cllydail /@ ce mpuiara
Ha XOpa HJIH )KHUBOTHH.

BopaBeHeTo ¢ paJuakTUBHUS IPOIYKT TPsiOBa Ja ce U3BBPIIBA B OINpE/eeHa 3a
LeJITa TEPUTOPHSl, lajled OT peryJIsspHU 30HH Ha NpeMuHaBaHe. B naboparopusTa
TpsibBa fa ce MOAABpXA [JHEBHHMK 3a MOJyYaBaHETO M CHXPAHEHHETO Ha
pajHoaKTUBHH Marepuaid. JlaGopaTopHaTa eKHIIMPOBKA M CTHKJIAPHUS, KOHTO
Morar Jia ObJaT KOHTAMHHUPAHU C PaJMOaKTHBHH CyOCTaHIMH, TpsiOBa 1a Gbaar
OTJENCHH C el Ja ce H30erHe KPBCTOCAHAa KOHTAMHHAILMS C Pa3iddHH
PaZHON30TOIH.

BesikakBH  paJiMiOaKTHBHH HPBCKM TpsOBa Ja ce I0YMCTBAT He3abaBHO B
CBOTBETCTBUE C MPOLEAYPHTE 3a paJualiioHHa Oe30macHOCT. PajuoakTHBHUTE
OTHagplM TpsAOBAa Ja Ce M3XBBPIAT, CICABAHKM MECTHHTE Hapenou u
PBKOBOJICTBA Ha BIACTHTE, YHPAKHABAIIM IOPUCAUKIMATA, HAJl JabopaTopuuTe.
IpunbpkaHeTo KbM OCHOBHHTE MpaBWia 3a paJUIMOHHA 0e30MacHOCT
OCHTYpSIBaT aJIeKBaTHa 3alllUTA.

YoBemkuTe KpbBHU KOMIIOHCHTH, BKJIIOYCHH B KHTa, ca OMJIM TECTyBaHH 4pe3
onobpenu ot Espomeiicku w/nm FDA (AMepukaHCKa areHIMs IO XPaHUTE U
JIeKapcTBaTa) METOAM M ca Janu oTpuuareieH pesyirar 3a HbsAg, antu-HCV,
autu-HIV-1 u 2. Hama u3BecTeH MeTo, KOWTO Ja aBa MbJHA FapaHIys 33 TOBa,

4ye YOBEUIKMTE KPBbBHHU JepuBaTh He npeHacar xenarur, CIIMH wmm npyru
napexnun. ETo 3amo, 6opaBeHeTo che peareHTUTE, CEPyMHHUTE WIIH ILIA3MCHUTE
npobu Tps6Ba f1a Obe B CHOTBETCBUE C MECTHUTE MPOIETYPH 110 OE30IIaCHOCT.
Beuuky KMBOTMHCKM TNIPORYKTH M JIepUBAaTH ca OWIM CbOMpAaHM OT 37paBU
JKHBOTHH. BolCKHTe KOMIIOHEHTH ca ¢ IpOU3XOA OT CTpaHH, Kbaeto BSE
(Boncka cepymHa eHuedanonaTus) He ¢ Owra ycraHoBsBaHa. HesaBHcHMO oOT
TOBa, KOMIIOHEHTHTE, ChIbPIKAIM >KMBOTUHCKM cyOcTaHuMM TpsibBa Ja ce
TpeTUpaT KaTo HOTEHI[HAIHO HH(PEKIHMO3HH.

M30srBaiiTe KaKbBTO M Ja OWIIO KOXKEH KOHTAaKT C PEareHTHTe (ChABPXKAT
HATPUEB a3H]] KATO KOHCEPBAHT). A3HIBT B TO3M KUT MOXE J1a Pearupa ¢ 0J0BOTO
U MeATa BbB BOJONPOBOAHHTE MHCTAJIAIMU KaTO MO TO3M HAUMH CE IOJTydaBaT
CHJIHO €KCIUIO3UBHHU METaJIHU a3uau. [lo BpeMe Ha M3MUBHUS €Tall, NIPOMHIITE
ChC CHJIHA M OOWJIHA CTPYs BOJA KaHAIM3ALUATa, 3a Ja u3berHere GpopMupaHeTo
Ha a3uju.

He mymere, He mmiiTe, He sDKTe W HE CH claraiite Ko3MeTHka B paboTHaTa
teputopus. He mnunerupaiite ¢ ycra. M3nossaiite 3amurHO OOJIEKIO MU
PBKaBHIIY 33 €HOKpaTHA ynoTpeba.
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XIX. OBOBLIEHUE HA ITPOTOKOJIA
OBLIA KAJIUBPATOPU MIPOBA (1)
AKTHUBHOCT KOHTPOJIN
ul ul ul
Kamu6paropu (0-6) - 200 -
po6H, KOHTPOIH - - 200
Nuky6anuonen 6ydep - 50 50
VisxcyGarms 2 yaca mpu craifHa TemnepaTtypa ¢ paskianiane 400 o6opora
B MUHYTa
Cenapauus - Acnupupaiite
Vi3muBalil pa3TBop - 2ml
Cemnapaus - acrnupupaiire
Vi3muBalil pa3rBop - 2ml
Cenapauys - acrupupaiite
Tpeiicbp 100 100 100
VisxcyGarmns 60 MUHYTH TIpH CTaiiHa TemIeparypa ¢ paskiaiiane 400
00opoTa B MUHYTa
Cenapauust - acrpupaire
V3muBali pa3rsop - 2ml
Cenapauust - acrpupaire
W3muBari pasrsop - 2ml
Cenapauust - acrpupaiire

Bpoene

Ortyerere enpyBeTkuTe 3a 60 ceKyHan




TmaTreJbHO 03HAKOMHUTBCS nepen nmoJib30BaHUEM.

ACTH-IRMA

HPEJIIOJIATAEMOE UCIIO/IB30OBAHHE

KOMIUIEKT KOJMYECTBEHHOTO PAIMOUMMYHHOTO aHaIK3a JIst N VItro KOJM4eCTBEHHBIX H3MEPESHHUH YEI0BEIECKOrO
anpenoxoptukoTponHoro ropmona (ACTH) B mmazme DI TA.

OBIIJAA HHD®OPMAILIUA
IHarenTroBannoe nassanue: DIAsource ACTH-IRMA Kit
Homep nmo katanory:  KIP0061: 96 tectoB

H3roroBuTeb: DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue du Bosquet, 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgium.

3a TexHHYeCKOH KOHCYIbTalMed WK M0 0GopMIIEHNI0 3aKa3a o0pamaTbes:
Ten: +32 (0)10 84.99.11 ®daxc: +32 (0)10 84.99.91

KITHHUYECKAA KAPTHHA

Buonozuueckas akmuenocmo

AnperoxopTHKOTporHbelid TopMoH (ACTH miam KOpPTHKOTPOIWH) SBISIETCS CHHTE3MPOBAHHBIM MOJIMIIENTHAHEIM TOPMOHOM (U3
TIPOOTMOMETTAHOKOPTHHA), KOTOPBIA CEKPEeTH3MPOBAaH M3 KOPTHKOTPOIIOB TEpeIHEH NOIM HpHjaaTka Mo3ra Onmarojapsi TOPMOHY
KopTHKOTponuH-puwin3uHr pakropa (CRH), Beinensiemoro runoranamycom. Coctout u3 39 amuHokucior. MosekynsipHblid Bec 4540
Ja.

ACTH perympyer CHHTE3 CTepOMIOB Kophl HaimodedHHKoB. ACTH cTHMynupyeT ceKkpeluio KOpTU30Ja M3 Hal04E€YHHKOB.
Koptuson u apyrue TIIIIOKOKOPTHKOHIB! YBEIHUYMBAIOT BBHIPAOOTKY TJIIOKO3BI, 3aMEIULIIOT CHHTE3 HPOTEHMHA U YCHJIMBAIOT
pacIIeruieHle MPOTENHOB, CTUMYJIMPYIOT PacIIeNIEHHue SKUPOB U BIHUSIOT Ha MMMYHOJIOTUYECKYIO M BOCHAINTENBHYIO PEAKIIUIO.
Kopruson wuHmymupyer perpeccuto TUMyca, (YHKIHS KOTOPOTO, B CBOIO O4Yepelb, OTBEYAaCT 3a BO3MOXKHOCTH OCIAONEHHS
pearupoBaHHs HMMYHHOH CHCTEMBI. [JIIOKOKOPTHUKOHIBI MOMOTAlOT IOAAEPIKHBATh KPOBSIHOE JaBleHHE H (OPMHUPOBATH
JIOCTAaTOYHOE KOIUYECTBO KOMIIOHEHTOB pearnpoBanus Tena Ha crpecc. Cekpermst ACTH perymupyeTcss KOpTHKOTPOIHH -PHIU3HHT
ropmoroM (CRH) u Baszomnpeccurom (ADH). KopTison Bo3zelicTByeT Ha runodus u runotagaMmyc Juist nojgasineHns yposaeit ACTH
u CRH. ITlpu ucxomHbIX ycloBHAX (OTCYTCTBHE CTpecca) KOPTHU30J BBIPaOATHIBACTCS B HOPMAIBHOM LIMPKAJHOM pUTME: Oolee
BBICOKHE yTPEHHHE yPOBHH H 00JIee HU3KHUE BeuepHue. B ycmoBusx cTpecca MUPKaIHBIA pUTM COHBaeTCS.

OnocpenoBansble dQdexTsl He HammodeuHbx jxene3: ACTH crumymupyer Boinenenne MSH (Menanorpormua) u CTI (ropmon
POCTa), YCHIIMBAET PACIIEIUICHHE XUPOB B KHUPOBBIX KIETKAX (aJUIOLUTAX) U MHAYLUPYET HEBPOJIOTHYECKHe G QeKThl (Hanpumep,
HOTATUBAHHE M 3€BOTY). MHOXeCTBO (GYHKIMI CIeZyeT M3 ero HPOOINHMOMETaHOKOPTUHOBON NpHpoAbl. Pacmiennenue >XHpoB c
TIOMOIIBIO aJIPeHOKOPTUKOTPOITHOTO TOPMOHA MPOUCXOINT Topas3jio ciabee, 4eM paclieruieHne ¢ noMolpko Jmmnorponuna (LPH).
ACTH sBistercst mpekypcopom a-MSH.

B xope nHanmoyeuHnkoB umeeTcs aBa THna perentopo ACTH: ogun ¢ KD = InM, Ho Tonbko 60 Ha KIIETKY, B TO BpeMs Kak y
npyroro KD = 300nM, so npumepHo 600 000 Ha kierky. [IpucyTcTBHE pernenTopoB BHICOKOTO M HU3KOro cpoactBa mis ACTH
03HAYyaeT, YTO TKAHU YyBCTBUTEIIHBI HE TOJBKO K NpucyTcTBHI0 ACTH, HO M K €ro KOHLEHTPaIHH.



Knunuueckoe npumenenue

Tepensositok ACTH MoxkeT npuBecTH K H30BITOYHOMY BBIPaOATHIBAHHIO KOPTU30JIA, YTO CIIOCOOHO IMOBNIeYb CHHApOM KyinuHra.
Tlepensositok ACTH MoxeT BO3HHKHYTh M3-32 aJeHOMBI runodusa B Jerkoit gopme. Jpyrumu npuunHamu cuxapoma Kymrmxra
(mepen30bITOK KOPTU30J1a) MOXKET CTaTh dKTomu4Yeckoe BbipadatbiBanne ACTH, uto HaGmomaeTcss HHOrAA IPH OMYXOJH JIETKHX, a
TaKXKe JIETKHE M 3JI0Ka4eCTBEHHbIC (DOPMBI OIyXOJIH HaanodedyHukoB. Hambonee wactoit mpuumHoi cunapoma Kymmera siBisercs
9K30T€HHOE MOMalaHue TIIOKOPTUKONOB BHYTPb.

K cummnromam cuszapoMa KymmmHra oTHOCHTCS TpyHKaldbHOE OXKHPEHHE, KpaiiHee HCTONIEHHE, JIyHOOOpa3Hoe JINIo, "Obrauii ropo",
UCTOHYECHHE KOXXH, O0Opa3oBaHHE TIeMaToM, MbIIIeYHass CIa00CTh, THIEPTOHMS, AaTepOCKIepo3, 3acTOWHAas cepAedHas
HEJ0CTaTOYHOCTb, OTEYHOCTb, HAPYIICHHE MEHCTPYaIbHBIX LHUKJIOB, NCUXOJIOTMYECKHE PACCTPOHCTBA, OCTEONOPO3, COKpAIICHHE
CONPOTUBIAEMOCTH HHMEKIUSM U IIOXO0E 3a)KUBIICHNE PaH.

Tonmxennass cexkperuss ACTH runodusom Ha3bBaeTCsi BTOPUYHOW —HEJOCTATOYHOCTBIO  HAAMOYEYHHUKOB. TperuuHas
HEJOCTATOYHOCTh HAJMIOYEYHHKOB BO3HUKAET WH3-3a NPEKpAlleHHs BHIPAOATHIBAHUS TUIIOTATaAMyCOM KOPTHKOTPOIHH-PHIM3UHT-
ropmora (CRH), HO mpum 5TOM mepBHYHAs HEJOCTATOYHOCTh HAANOYCYHHKOB OIpENETIeTCS Kak yTepss TOPMOHOB KOPBHI
HAJMOYEYHHKOB H3-3a pa3pyLICHHS WIM HapymeHHs (YHKIUM KOPHl HAANOYEYHHMKOB. Y BCEX IANUEHTOB, CTPaJAIOIIHX
HEJOCTATOYHOCTBIO KOPBI HAJIIOYCYHHKOB, OTMEYaeTCss MHOTeps Beca. BTopuuHas M TPeTHYHAs HEIOCTATOYHOCTh KOPBI
HaJINOYEYHUKOB B HEKOTOpoi Mepe muarHoctupyercs unbekuued ACTH (Cortrosyn) u HaOmroneHHeM 3a CUMYJISLUEH
BBIPaOATBIBAHUS KOPTH30JIA.



IV. HA YEM OCHOBAH METO/

DIAsource ACTH-IRMA MIPEACTABIACT coboit JBYXCTYIECHUYATbIH
KOJINYECTBEHHBIN paJIMOMMMYHHbIA aHAJIN3 HA OCHOBE CENapaliy B OKpaLIeHHOH
npobupke. MeTo MO3BONSACT BBIABUTH HMHTAKTHBIM aJpEHOKOPTHKOTPOIHBII
ropmoH yenoBeka (ACTH) B mnmasme DJITA. MOHOKIOHANBHBIE aHTHTENA,
npucymme ¢parmenty 1-24 ACTH (N-xkoHueBodl ¢dparMeHTt), Kpemnsrcs Ha
HIDKHEH BHYTpEHHEH IOBEPXHOCTH IUIACTHKOBOH mpoOupku. B mpobupky
n00aBIsIOTCS  KamuOpatopsl wiM  obpasmbel.  Ilocte 2 wacoB HMHKyOammu
MIPOMBIBKOH YIANAIOTCS CllydaiHble M3JIHMIIKH aHTUTE€HA, CPEeAHEPEruoHapHbIe U
C-KoHIIeBBIE ()ParMEeHTEL

[obaBnsoTca NonMKNoHanbHble aHTUTena ¥l orsocammecs K
¢parmentam 24-39 ACTH (C-konueBoit ¢parment). Ilocne yaca mHKyOauuu u
NIPOMBIBKH PaAHMOAKTHBHBIE OCTAaTKM, HAINIIINE Ha MPOOUpPKE, OTPaXKaloT
unTaktHble ACTH koHUEHTpauuu.

V. PEATI'EHTbBI B KOMIIVIEKTE

Pearentni Kou-o PactBop st
a30aBJICHUS
96 TecToB p
TIpoGHPKH, HOKPHITEIE 2x48 I'0TOBO K HCHOIB30BAHUIO
antu-ACTH
(MOHOKJIOHAJIbHBIE
1 dnako: Pazgectn 21X
| Ab | 1251 |KOHIIH| raxor .
0,650 M WHANKATOPHEI Oydep
890 xbk (cm. paspen VIL. C)
Antu-ACTH-*?[ (nonuknoHabHbIe
antutena) B pocparHom Oydepe, Obramit
ansOymuH 1 a3uj Hatpus (<0.1%)
MAPKEP | BY® | 1 ¢pnakon | T'OTOBO K HCTONB30BAHHIO
11 M
Wnpukatopuslii 6ydep: Boparnslii 6ydep
¢ oBeubei ceiBOpoTKOit, DJATA u asunom
(<0.1%)
1 ¢paxon JlobaBuTh 5 M1
noduL. pacTBopHTes
HyneBoii kannbpaTop B uesoBe4ecKon
m1a3Me, THMOJI U OEH3aMUInH
6 dakona Jo6aButs 1 M
nodu. pacTBopHTes
Kamubparops! 1-6 B uenoBeueckoit
ia3Me, THMOJ U OeH3aMHIHH (CM.
TOYHbIC JAHHbIC HA YTUKETKE)
| BCT. | PACT | 1 ¢pnakon | ['OTOBO K HCTIONB30BAHHIO
15 mn
BoccranapnuBaroumii pactsop: bopaThblii
6ydep ¢ DATA u asunom narpus (<0.1%)
| UHK. | BY®. | 1 ¢pnakon | ['OTOBO K HCTIONB30BAHHIO
6 M
Huky6arnmonnslii Oydep: docdarHbrii
6ydep, Obrunii anpoymun u azug (<0.1%)
1 ¢maxon PacrBoputs 20 X
NMPOM | PACTB | KOHII 40 Mt JMCTHITMPOBAHHOM
bIB. P. HTPT. BOJIOH (HCIIONB30BATH
MAarHUTHBIN CMECHTEIb)
IpombiBounsiii pactop (Teun 20-NaCl)
2 ¢hmakona Jlo6aButs 1 M
KOHTPO.1 | Ne | o pacTBOpHTEIIS
KontponbHble Mapkeppl 1 w2 B
YeJIOBEYECKOH MI1a3Me ¢ THMOJIOM

ITpumeyanus: 1. Jlns  pazOaBieHUsT CHIBOPOTKH HCIOJB30BATh
HYJIEBOH KaIMOPOBOYHBIH MapKep.
2. 1 nr mpuroroBneHust kammbpartopa skBuBadeHTHO 1 nr HUBCK
74/555

V1.  JOHOJIHUTE/IbHbBIE MATEPUAJIbI H PEAT'EHTbI

Heo6x0nMBI CIIEAYIOIINE MaTepHaIbl, OTCYTCTBYIOIINE B KOMIUIEKTE IIOCTABKH:

1. JluctunnupoBaHHas BOJa

2. Iunerkn s orMepuBanust: S50 pl, 100 pl, 200 pl, 1 Mo u 3 Mo
(PEKOMEHAYeTCS  MCIONB30BaTh TOYHBIC [JO3aTOPBl  CO  CMEHHBIMH
UIACTUKOBBIMU HAKOHCYHHKAMH)
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Boprekc-mukcep

MaruuTHbI cMecuTensb

Ieitkep as mpobupox (400 06/MumH)

IHnpun-aromar 5 mi (Tun "KOpHYyou'") AJ1st IPOMBIBKU

AcrnparoHHast cuctema (Jirobast)

MO>XHO HCIOIB30BaTh MOOOH raMMa-CYeTUHK C TyBCTBUTEIBHOCTBIO JIO
1251 (MuH. pousBoauTEnbHOCTS 70%).

IIOAT'OTOBKA PEAT'EHTA

Kanuopartopsl: Paz6aButh HyneBoil Kamubpatop 5 i1 pacTBopa, a Apyrue
kanubpaTopsl - 1 M pacTBOpA.

Kontpoabubie 00pa3ubl: Pa30aBUTh KOHTPONBHBIC 00pasmbl B 1 M
JUCTUIIUPOBAHHON BOJBL.

Mapkep: IIpUroTOBHTH JOCTATOYHOE KONHMYECTBO PAcTBOpa MapKepa,
no6asus 50 pl antu-ACTH-1 na 1 mn Gydepa mapkepa. Hcnonbsys
BOPTEKCHBII CMECHTENb, TIATEIbHO IepPeMelIaTh.

Pa6ounii npoMbIBOUHBI pacTBOp: [IpHUroTOBUTH HOCTATOUHEINH 00BEM
paboyero pactBopa, n06aBuB 19 00BEMOB IUCTHIUIMPOBAHHOW BOJBI K 1
00beMy HPOMBIBOYHOTO pacTtBopa (20x). Mcmoip3oBaTh MarHHTHBII
CMECHTEINb Ul CMEIINBaHUs. Pab0dyi0 IPOMBIBOYHYIO KUAKOCTh B KOHIIE
JULSL CITUTb.

CPOK I'O/THOCTH U XPAHEHHA PEATEHTOB

B 3aKymOpeHHOM HCXOIHOM COCTOSIHHH BCE KOMIIOHEHTHI B KOMILICKTE
CTaOWJIBHBI IO 3aBEPIICHHUsI CpOKa T'OJHOCTH, YKa3aHHOTO Ha JITHKETKE,
IIPU YCIOBUM XpaHeHus ot 2 1o 8°C.

Kanubpatopsl ¥ KOHTpOJBbHBIE  00pasubl  OONANalOT  HU3KOU
cTaOWIbHOCTRIO.  Mcnonp3oBaTh  HEMEIJIEHHO IIOCHE  Pa3BENCHUS.
3aMOpO3UTh HEMEUIEHHO U XPAHUTh B AJIMKBOTAX He Oojiee 7 HeAesb IpH
T -20°. - W3berath mocleqyromux IMKJIOB pPa3sMOPaXHBAaHUS H
3aMOpaKUBAHMUSI.

CBeXENpUroTOBJICHHBIA PabOYMii PacTBOp MJIsl NPOMBIBKH  CIEAYET
HCIIONB30BATh B TOT XK€ JEHb.

ITocne mepBOro HCIOIB30BaHUS MapKep OCTAaeTCs CTaOMIBHBIM 0
HCTEYCHHSI CPOKA TOJHOCTH IIPU YCIOBUM XPAaHEHHS B OPUTHHAIBHOM
repmeTnyHOM (takone npu T -20°C.

duznyeckre H3MEHEHNs BHEITHEr0 BHAA PEarcHTOB MOTYT YKa3bIBaTh Ha
HeCTabMIIBHOCTD MITH Pa3pyIICHHE.

CBbOP U IIPUTOTOB/IEHHE OBPA3L|OB

Crenyer ucnoms3oBate ODJITA-tmmasmy. Ilpnm BeHOmyHKIMH COOIONATH
OOBIYHBIE MEPBI IPETOCTOPOKHOCTH.

OO0pa3upl  0TOOpaTh ¥ TIOMECTUTh HEMEJICHHO Ha Jie[ WIM B
MPeIBAPUTENIFHO OXJIAXKICHHBIC ITHIIETKH. HeMemIeHHO cenmaphpoBaTh B
oxyiaxaeHHoi uentpudyre (2-8°C). Eciam aHanm3 He OCYyIIECTBISETCS
HEMEUICHHO (B TCYEHHE Yaca), YIaliTh OTCTOSHHYIO IUIa3My B TIIATEIHHO
MapKHPOBaHHBIH IUIACTHKOBBII COCYX W XpaHUTh 3aMOpokeHHOH mpu T -
70°C u Huxe 10 45 nHe.

Ipu remnepatype -20°C 00Opasibl CTAHOBSATCS HEYCTOMYMBBIMU.

He nomyckaercss HCHOJIB30BaTh I'€MOJIM3UPOBAHHBIE WM JIHIIEMHYECKUE
00pasipl.

HOPATOK JEHCTBHH

Oopauenne

3amperaercsi UCIOIb30BaTh KOMIIOHEHTHI B KOMILIEKTE MOCIHIE UCTCUSHHUS
CpOKa TOJHOCTH.  3amlpeniaeTcs CMENIMBaTh MaTepHalbl M3 Pa3HBIX
KOMIUIEKTOB IOCTaBKH. J[0 Hayaja MOJIb30BAaHMS JOBECTH TEeMIEpaTypy
peareHToB /10 KOMHATHOH.

TmatensHO mepeMemaTb BCE pEareHThl M 00paslbl  YMEPEHHBIM
B30anThIBaHWEM. Bo  u30exaHWe — NEPEKPEeCTHOrO  3arpsA3HEHUs
PEKOMEH/IYeTCs HCIONb30BaTh YUCTBIE OJHOPA30BbIE HAKOHEYHUKH K
MUIETKE A7 J00aBJICHUS peareHTa u oopasua.

Jlnst Gojpluell TOYHOCTH PEKOMEHIYETCsl HCIOJIb30BAaTh BBHICOKOTOYHBIC
MUMETKH  WIM  aBTOMATU3UPOBAHHOE  KalelbHOe  00OpYIOBaHHE.
Co0:r01aTh HHKYOAIIMOHHBII TEPHO/I.

IToAroTOBUTH TpPagyWPOBOYHYIO KpPHBYIO JUII Kakmoro ceanca. He
JIOTTYCKAETCsI UCTIOIb30BaHUE JaHHBIX MPEABIIYIIEro CeaHca.

Iopsinok aeiicTBuii

ITomeTnTh OKpamIeHHbIE TPOOUPKH KOHTPOIBLHOTO HOBTOpA IS KaXKIOIO
kanubpatopa, 00pasna U KOHTPOIbHOTO oOpasma. Jlns obmero mopcdyera
MapKHpOBaTh 2 00bIYHbBIE IPOOHPKH

B36onTats KkamuOpaTopsl, 00paslbl M KOHTPOIBHBIC
nomectuts 200 il KaXKI0r0 B COOTBETCTBYIOIIYIO IPOOUPKY.

MapKepel, H
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IMomectuts 50 pl wukyOaumonHOro Oydepa B Kaaylo NpoOHpKY 3a
HCKIIFOYEHHEM IPeAHAa3HAYEeHHBIX JUIS CYMMapHOT'o IOCYeTa.

YMepeHHO BCTPSAXHYTh HITATHB C MPOOHPKAaMU BPYUYHYIO JUIS yJaleHUS
IIy3bIPHKOB BO3/yXa.

BeimepkaTe 2 MHHYTHI IIpH KOMHATHOH TeMIlepaType Ha Mieiikepe Uit
npooupok (400 06/MuH).

IIpoxyTh BO3MYXOM COJEPIKMMOE KaXJOH NPOOUPKM (32 MCKIIOYEHUEM
CYMMapHOTO HOfcYeTa). YOeOUThCS, YTO IIIACTHKOBHIH HAKOHEUHUK
acIupaTopa JOCTUraeT MOHIA OKPAIICHHOH NMpOOHPKHU, M BCS XKUAKOCTH
yJajeHa.

ITpombITh mpoOHPKU 2 MII NPOMBIBOYHOTO PAacTBOpa (32 HCKIIOUEHHEM
CyMMapHOTO TojcyeTa).  I30eraTtp BCHEHHMBaHUWS IpH J00aBICHHU
pabouero NPOMBIBOYHOIO PACTBOPA.

ITpoxyTh BO3LYXOM COIEPKHMOE KaKAOH MPOOHPKH (32 HCKIIOUEHHEM
CYMMapHOTO [O/ICUETa).

CHOBa MpPOMBITH MPOOUPKM 2 MI HPOMBIBOYHOIO pactBopa (3a
HCKIIFOYEHHEM CyMMapHOTO IOJICUETa) U IIPOLYTh BO3LYXOM.

IMocne mocnenHeil NPOMBIBKH OCTaBUTh NPOOHPKHA B BEPTHKAILHOM
10JI0’KEHHMH Ha JIB€ MUHYTHI. 3aTe€M IIPOLyTh OCTABILIYIOCS BJIAry.
Jo6asuts 100 pl mapkepa antu-ACTH-'®1 B kaxayro HpoGUpKy,
BKJIIOYAsi HEOKPAIICHHEIE, TS OOIIEero MocYeTa.

YMepeHHO BCTPSAXHYTh LITATHB C IPOOMPKAMU BPYUHYIO I yAaJCHHS
ITy3BIPEKOB BO3/yXa.

BeinepxaTe | MUHYTBI IpM KOMHATHOM TeMIIepaType Ha Lieiikepe Uit
npodupok (400 06/muH).

ITpomyTh BO3MYXOM COIEP)KMMOE KaKHOH NPOOHPKH (32 HCKIIOYEHHEM
CYMMapHOTO Hojcyera). YOeOUThCS, YTO IUIACTHKOBBIH HAKOHEYHHK
acIupaTopa JOCTUraeT MOHLA OKPAIIEHHOW NMPOOUPKHU, U BCS XKUIKOCTH
yJaneHa.

ITpoMbITh IPOOHPKH 2 MII NPOMBIBOYHOTO PAacTBOpa (3a HCKIIOYEHHEM
CyMMapHOro rmojcyera). M30eratb BCHEHMBaHMSA IpU J100ABICHUU
paboyvero NpoOMBIBOYHOTO PacTBOPA.

ITpomyTs BO3XYXOM COIEPXKMMOE Ka)KHOH IPOOMPKH (32 HCKIIOYEHHEM
CYMMAapHOTO IOJICYETA).

CHOBa TPOMBITH INPOOMPKH 2 MIJI HPOMBIBOYHOTO pacTBopa (3a
HCKIIFOYEHHEM CyMMapHOTO IIOJICYETa) H IIPOLYTh BO3LYXOM.

Ilocne mocnenHeil NMPOMBIBKM OCTABUTh INPOOUPKU B BEPTUKAIBHOM
TIOJIO’KEHHUH Ha B MUHYTHI. 3aTe€M IIPOJYTh OCTaBIIYIOCS BIIATY.
OcymiecTBUTh HOJCYET B NPOOHpKax raMMa-cueTIHKOM B TeueHue 60
CEeKyHII.

IIO/JICYET PE3YJ/IbTATA

PaccuuraTh cpequuii mokaszaTesnb KOHTPOJIBHOTO aHAIN3A.

MOCTPOUTH rpaduK I/MHUH (OpANHATA) TS KAKAOTO KammOpaTopa MpOTHB
cootBeTcTByIOmel KkoHmeHTpamn ACTH (abGcumcca) W HauepTHThH
rpaJyHpOBOYHYIO KPUBYIO Uepe3 IpagyHpOBOUYHbIC TOUKH. OUYeBHIHBIMU
TIPOBaIaMH UM BCIIECKaMH 3HAUSHHUN MOXKHO IpeHeOpeyb.

CunTaTh MOKa3aTeIN KOHIICHTPAINH JUTS KaXKJOT0 KOHTPOJIFHOTO MapKepa
¥ 00pasia 3a CYeT HHTEPIIOJLILUN Ha TPayHPOBOYHON KPHBOIL.
ABTOMAaTH3MPOBaHHOE CBEJCHHE [aHHBIX YHOPOCTHT moacueT. Ecmu
HCTIONBb3yeTCs aBTOMAaTHYecKass 00paboTKa pe3yNbTaToB, PEKOMEHIYETCs
BOCIOJIB30BAaThCSl  4-TIapaMEeTPUUYECKHM  JIOTHCTHYECKUM  CIOCOOOM
TIPUNACOBBIBAHUS KPHBOM.

THIIOBBIE /IAHHBIE

Crenyronye JaHHBIE TPECTABIEHBl HCKIIOUHTENBHO Ui wWnmocTpanun. He
JOIyCKaeTcsl UX HCHOJB30BaHHE KOTJa-THOO BMECTO IPaTyHpOBOYHOI KPHBOH,
oTobpaxaromieil pealbHOe BpeMsi.

XIl. XAPAKTEPHCTHKH

B.

Iopor o6Hapy:keHHst

HccienoBanock ABajuaTh HyJIEBbIX KaJnOpaTOpOB COBMECTHO C APYTUMH
kanubpatopamu. [loporom obHapy»keHUs, 3asBICHHBIM Kak d((heKTHBHAs
KOHIIEHTpanus, TPU CTAaHJAPTHBIX OTKJIOHEHUS BBIIE CPEIHUX
MoKa3ateJieil IpH HyJIeBOM CBA3bIBAHKH, ObUT MOKa3atespb 1,16 or/mi.

CneuuduyHocTh

B D/ITA-mnasmy c¢ BbicokuM M Hu3kuM ypoBHemM ACTH Obuim no0OaBiieHbI

MOTEHIMAIBHO HMHTep(EepUPYIOIIHe NEeNTH/IbL.

Wsmepstace 3 dexTrBHAs

ACTH-peakuus

K nmknemy no6apieno Habmiona || K cpennemy no6asieno uccaenyemoe | Habmonas
HccTeyeMoe BellecTBo BIIHiiCS BelIecTBO mmiics
ACTH yposens B /ITA-ni1azme YPOBeHb ACTH yposens B /ITA-n1azme YPOBeHb
ACTH ACTH
(nr/mun) (r/ma)
Huuero 0,9 Huuero 34,5
®parment ACTH 1-17100000 rir/mix 0,8 ®parment ACTH 1-17100000 rir/m 25,0
®parment ACTH 18-39100000 rir/mug 71 ®parment ACTH 18-39100000 rir/mu 335
Mpimunsiii ACTH 1000 rr/mi 364,7 Mpiunsiit ACTH 1000 nr/ma 450,0
aMSH 100000 rir/mn 18 aMSH 100000 nr/mix 31,6
BMSH 100000 rir/mu 0,9 BMSH 100000 nr/mmx 33,0
Bounopdun 100000 nr/mx 11 Bounopdun 100000 /v 3238

N3 tabauupr BupHo, yto ACTH-IRMA He naeT HepeKkpecTHYI0 Peakiuio ¢
¢parmentamu  ACTH, oMSH, BMSH u p-sumopduna, HO mNEpPEKpecTHO
pearupyet ¢ MpiuuasiM ACTH npu 39%.

C. Tounocts
BHYTPUAHAJIMTUYECKAS MEXAHAJIMTUYECKAS
ChiBO Ne <X>=*CrT. K.B. ChiBO Ne <X>=*CrT. K.B.
poTka Otk (%) poTka Otk (%)
(nr/mur) (nr/ma)
A 19 175+1.1 6,4 D 15 296+1.4 4,8
B 20 69.3+2.1 3,0 E 15 121.9+75 6,2
C 20 386.7 +15.1 39

C.O.: Crannapraoe otknonenue; K.B.: Kosddunuent Bapuaryu

ACTH-IRMA W/MMH. B/T (%)
OO6uwmii cuer 273476 100
Kasnu6patop 0,0 /Mt 418 0,2
9,6 tr/mia 1580 0,6
31,2 nr/ma 3836 14
97,2 nr/mn 10839 4,0
295,4 nir/man 27691 10,1
1006,4 nr/mn 64156 23,5
1931,9 nr/mn 93486 34,2

D. TouyHoCTH
TECT HA BOCCTAHOBJIEHUE
OGpasen JlobdaBiieHHbBIIT BoccraHoBieHHbBI Boccranos.ienue
ACTH ACTH (%)
(mr/mur) (mr/mur)
1 1100,0 1128,0 102,5
550,0 552,5 100,5
275,0 2738 99,6
137,5 149,0 108,4
ITPOSA HA PA3FABJIEHUE
Obpasen PazbaBienne Teoperuu. H3mepennas
KOHUTP. KOHITP.
(nr/mar) (nr/mar)
1 171 - 499,4
12 2497 226,2
1/4 124,8 111,0
1/8 62,4 57,5
1/16 31,2 27,8
1/32 15,6 16,1
1/64 78 7,4
2 171 - 348,4
1/2 174,2 167,5
1/4 87,1 89,9
1/8 43,6 40,0
1/16 21,8 20,6
1/32 10,9 10,4
1/64 5,4 57

O0pasibl pa36aBIsIIUCh HYJIEBBIM KaTHOPaTOpOM.




E. 3anepikka
Kak moka3aHo HmKe, pe3yJdbTaThl HCCICIOBAHHS OCTAIOTCS TOYHBIMH,
naxe korpa oOpasen pasOaBisuics depe3 30 MUHYT mocie N0OaBiIeHHs
Kanubparopa B OKpalIeHHbIC TPOOHPKH.

o 10' 20' 30'
c1l 546,1 563,9 563,4 568,9
c2 86,6 88,7 89,0 85,9
c3 44,4 44,4 42,9 43,2
Cc4 1224 | 1230 122,6 121,0

F. Xyk-3¢pext
O6pazery DJITA-mnasmbl ¢ konueHtpaumeir ACTH 69000 mor/mi
CHUTHAJIM3UPYET, KOT/a KOHLICHTPALHs BBILIE KOHLCHTPALMU KaanopaTopa.

XIV. OrPAHHYEHHA

- Marepuansl, B3AThle y  NAlUEHTa, IIOIy4YaBIIEro  IIperapaTrsl
MOHOKJIOHAJIbHBIX aHTUTE MBIIIY U JUaTHOCTHKU MM TePalluH, MOTYT
comep)kaTh dYenoBedecKre aHTUMBIIHMHBIE aHTHTena (HAMA). Takxue
00pasibl B pe3yibTaTe TECTUPOBAHHUA C NPUMEHEHUEM KOMILIEKTa ULt
aHAJIN30B, COAEPXKALIEro MBIINHBIE MOHOKIOHAIbHBIE aHTUTENIA, MOTYT
J1aBaTh KaK OIIMOOYHO 3aBBIICHHbIE, TAK H 3aHIDKEHHBIEC TIOKAa3aTEeIH.

- HeiirpodunbHble aHTHTENAa B YEJIOBEYECKOW  CHIBOPOTKE MOTYT
B3aUMO/ICHICTBOBATh C pEareHTOM HMMMYHOIJIOOYJIHHA, NPEeMATCTBYIOIUM
HOPMaJIbHOMY MMMYHOJIOTHIECKOMY aHaJH3y in Vitro.

ITanueHTs!l, OOBIMHO NPUHUMAIOIIME MPOAYKTHI, IONy4YEHHBIE U3
JKMBOTHBIX MJIH CBIBOPOTKH )KUBOTHBIX, MOTYT OBITh IIPEIPACIIONIOKEHBI K
TaKOMY BO3ZICHCTBUIO, U €CJIU IMPHCYTCTBYIOT HEUTPO(UILHBIE aHTUTENA,
HE HCKIIOYAIOTCA aHOMallbHble IoKasaTend. CrefyeT TIIATEIbHO
MIPOBEPSTh PE3yNbTAaThl AHAIM30B IALUEHTa, Y KOTOPOrO, BO3MOXKHO,
HMMEIOTCS TAKUE aHTUTENA.

Ecnu pe3ynpTaThl He COOTBETCTBYIOT KIMHUYECKUM HAOMIOEHUSIM, TOTIa
UL IOCTAHOBKH AMArHO3a HOTpeOyeTcsl OMOoNHUTEIbHAs HHOPMALKS.

XV. BHYTPEHHHH KOHTPOJIb KAYECTBA

- Ecnu pesynbrarhl, MONyYEHHBIE MO KOHTPOJIbHOMY oOpasiy 1 w/mmm 2
HaXOAATCS 3a IpeJeIaMy yKa3aHUH Ha dTUKEeTKe, TOr/1a, €CIIH OTCYTCTBYET
YIOBIICTBOPUTENILHOE OOBSCHEHHE, TaKHe pPe3yJIbTaThl MCIOJb30BaTh He
JIOIyCKAeTCs.

- Kaxnas nabopatopuss MOXET C€O3[4aTh  COOCTBEHHBIH  KOMILJIEKT
KOHTPOJIBHBIX 00pa3oB, KOTOpBIE CIEAyeT XpaHHTh B aJHMKBOTax
3aMOPO’KCHHBIMH.

- Kpurepyem  mpuemieMoro Ha  CiIydail  pacXOXICHHH  MEXIy
KOHTPOJIBHBIMH ~ pe3yilbTaTaMH 1o  oOpa3maM  CllefyeT  CYUTaTh
yCpeAHEeHHYIO Ta00paTOPHYIO MPAKTHUKY.

XVI. PE®EPEHTHBIE HHTEPBAJ/IbI

Toka3zarenn HuXe NpeAIaraloTCcs NCKIIOUUTENBHO B BUJIE pyKoBoACTBA. Kaknas
7TabopaTopHs JOJDKHA CaMOCTOSITETbHO YCTaHOBUTH CBOW COOCTBEHHBIN DN
MoKas3arenen.

Pan ypoemeit ACTH y 47 OOBMHBIX TNANMEHTOB, BBIPAKCHHBIA B BHJE
npoueHTmwIel ot 5% 10 95%, cocrasisi ot 9,6 1o 49,7 nr/mit.

XVIN. OPEJYIIPEK/IEHHA H MEPBI IIPE/IOCTOPOKHOCTH

Mepui 6e3onacnocmu

ToJIBKO JUIst IMATHOCTHKH N Vitro.

B sTom kommuiekte Haxomutcs 21 (mepuos momypacnana: 60 ameit), akTuBHas
nonmsupytomas X (28 keV) u y (35.5 keV) panuanms.

K ofpamenuio ¢ 3THM paJHOaKTHBHBEIM HPOAYKTOM JOMYCKAIOTCS TOJBKO
YIIOJTHOMOYEHHBIE Jmna. IlpuoOpeTeHne, XpaHeHHe, [OJb30BAaHHE H OOMEH
pPaIUOaKTUBHBIX IPOJYKTOB OCYHIECTBIIETCS B pPaMKaX 3aKOHOJATENbCTBA
CTpaHbl ToJib30BaTeNsd. [IpodyKT 3anpenieHo MPUMEHATh Ha JTIOJISAX U )KUBOTHBIX.
OOpanieHne C pajHOaKTHBHBIM IPOIYKTOM OCYIIECTBISICTCS TOJNBKO B
CIIeIMANbHO IOATOTOBICHHBIX MECTaX B CTOPOHE OT OXUBICHHBIX yYacTKOB
nestenbHocTH. JlaGopartopust 00s3aHa BECTH JKypHal PErMCTPALMH BBIJAYH U
XpaHEHHs paJHOAKTHBHBIX MAaTEpHajoB.  3arpsA3HEHHOE pPaJMOAKTHBHBIMHU
BellecTBaMU J1Ia0OpaTOpHOE O0OpyJOBaHHE H CTEKIIHHYIO IIOCYHy CIeLyeT
COZlep)KaTh OTIEIBHO BO M30€XKaHUE NEPEKPECTHOTO 3arps3HEHMs Pa3IUYHbIMH
PaavOU30TONAMH.

JI106b1e yTeUKH PaJ0aKTHBHEIX BEIIECTB JAODKHBI OBITH HEMEIUICHHO yCTPAHEHBI
COTJIACHO MepaM 0e30ITaCHOCTH MO 0OPAIIECHHIO C PaJIOAKTHBHBIMHU BEIICCTBAMH.

VTunuzaius pagHoaKTHBHBIX OTXOJOB OCYLIECTBISIETCS COIJIACHO MECTHBIM
MPENUCAHNUAM U YKa3aHHSM JIHL, OTBEUYAKOMIKX 3a jaboparoputo. ColmroneHue
OCHOBHBIX IpPaBWJI 0E30MaCHOCTH MO OOpalIeHHI0 C PaJUOAKTHBHBIMH
BEIIECTBAMU 00ECIIEUMBACT JIOJKHBIN YPOBEHb 3aILIUTHI.

KOMIIOHEHTBI 4eI0BEYEeCKONH KPOBH, BKIIOYECHHBIE B KOMIUIEKT, TECTHPOBAHBI
COTJIACHO YTBEP)KICHHBIM €BPONECHCKMM METOJaM W/WIM METOAWKE YTpaBICHUS
[0 KOHTPOJIFO 3a npoiykTamu U JekapctBaMu FDA. OHM npu3HaHbL
nHeratuBHbIMU 1u1s1 HbsAg, antu-HCV, antu-HIV-1 u 2. Hu oquH U3 M3BECTHBIX
METOJIOB HE MOXKET IapaHTHPOBATh, YTO MPOHM3BOJHBIC YEIOBEUYECKON KPOBU HE
nepenocat renatut, CITA/] nnu unble nadekiuu. Takum oOpasom, ¢ oOpasuamu
peareHTa, CBHIBOPOTKH WJIM IUIa3Mbl CJIEAyeT 00pamarhCs COTrJIacHO MECTHBIM
MpaBUJIaM TEXHUKH 0€30MaCHOCTH.

Bce npomyKThl JKMBOTHOTO HPOHCXOXKICHHS OTOMPAIHMCh TOJNBKO OT 30POBBIX
JKUBOTHBIX. BBIUbM KOMIIOHEHTBI OTOMPAIOTCS B cTpaHax, rae TI'D He 3amedeHa.
OfHaKO KOMIIOHEHTBI C COJICpIKAHMEM JKMBOTHBIX — 0OOpasloB  ClienyeT
paccMaTpuBaTh Kak MOTCHIHAIbHO KOHTarHO3HbIE.

M30erath KOHTaKTa Y4acTKOB OTOJICHHOW KOXH C peareHTamu (a3uj HaTpus B
Ka4yeCTBE aHTHCENTHKA). A3WJ B KOMIUICKTE MOXET pearupoBaTh CO CBUHIIOM U
MeIbl0 Ha IUIOMOMPOBKE M, TAKMM 00pa3oM, CO3/1aBaTh B3PHIBOONACHBIC a3UIIbI
MeTaiioB. Ha a3rame NpPOMBIBKM pPAaKOBUHY CIIEAyeT OOWJIBHO IPOMBIBAThH
0OJIBIINM KOJIIMYECTBOM BOJIBI BO N30€KAHHE OTIOKEHHS a3U/I0B HA CTCHKAX.
3amnperaercst KypuTh, MUTh, IPUHUMATD MHUIY WIH HAKIAAbIBATH KOCMETHKY Ha
pabodeM MecTe. 3amperraeTcst OCyLIECTBISATh JO3UPOBKY PTOM. I[l0JIb30BaTHCS
3aLIMTHOM OJICXKI0H U OTHOPa30BBIMH MIEPUATKAMH.
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XIX. CBO/IKA I10 ITPOTOKOJ1Y

OBLIMI CYET KAJIUBPATOPBI OBPA3EI
pl ul (OBPA3IIbI)
KOHTPO.IbHBI
" OBPA3EL
i

Kamu6paropst (0 - 200 -
6) - 200
O6pasuel, - 50 50
KOHTpOJIbHBIE
o0pasibl
HWHKyOarmoHHbIH
Oydep
Wuky6anms 2 yaca npu koMHatHO# T. B30anteiBanue npu 400 06/mMun
Cenapauus - MPOAYTH
[IpombiBouHBIit - 2,0
pactBOp - IpoAyTH
Cenapauus - 2,0
IIpoMbIBOUHBIIT - NpoayTh
pacTtBOp
Cenapanuus
Mapxep 100 100 100
Wuky6anms 1 yaca npu komHaTHoit T. B36anteiBanue mpu 400 06/MuH
Cenapauus - HpoayTh
[IpombiBouHBIit - 2,0
pacTBop - MPOIYTh
Cenapauus - 2,0
IIpoMbIBOYHBIIT - TPOAYTh
pacTtBOp
Cenapauus
Toncuer Cunratb npooupku 60 cekyH][
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