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C-PEP II-RIA-CT

I.  INTENDED USE

Radioimmunoassay for the in vitro quantitative measurement of human C-Peptide in serum.

I. GENERAL INFORMATION

A. Proprietary name : DIAsource C-PEP II-RIA-CT Kit
B. Catalog number : KIP0409 : 96 tests
C. 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

1. CLINICAL BACKGROUND

A. Biological Activity

Insulin is synthesized in the beta-cells of the islets of Langerhans as a precursor molecule, proinsulin.
In the secretory granules of the beta-cells, proinsulin is cleaved into insulin and into a 31-amino-acid
peptide, called the Connecting Peptide or C-Peptide. Insulin and C-Peptide are secreted in equimolar
amounts. However, because of its longer half-life, the plasma concentration of C-peptide is higher than
that of insulin.

The determination of plasma C-Peptide allows an assessment of the endogenous insulin production,
even in the presence of exogenous insulin administration or in the presence of circulating anti-insulin
antibodies.

Moreover, the determination of C-Peptide in urine provides a reliable index of the insulin production
when blood sampling is difficult or when an integrated estimation of C-Peptide secretion over a period
of several hours is requested.

B. Clinical applications
Assessment of residual beta-cell function in diabetics under insulin therapy
Detection and monitoring of the remission phase of type | diabetes
Adjunct in the differential diagnosis between type | (insulin-dependent) and type Il (non-
insulin-dependent) diabetes
Diagnosis of insulin-induced factitious hypoglycaemia
Contribution to the diagnosis of insulinoma (insulin suppression test)
Prognostic index of foetal outcome in pregnant diabetic women
Evaluation of insulin secretion in liver disease
Monitoring of pancreatectomy
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PRINCIPLES OF THE METHOD

ixed amount of *°| labelled Tyr-C-Peptide competes with the C-Peptide to be

measured present in the sample or in the calibrator for a fixed amount of antibody
sites being immobilized to the wall of a polystyrene tube. Neither extraction nor
chromatography is required. After 3 hours incubation at room temperature, an
aspiration step terminates the competition reaction. The tubes are then washed
with 3 ml of wash solution and aspirated again. A calibration curve is plotted and

the

C-Peptide concentrations of the samples are determined by dose interpolation

from the calibration curve.

V. REAGENTS PROVIDED
Reagents 96 Tests | Colour Reconstitution
Kit Code
Tubes coated with 2% 48 orange Ready for use
anti C-Peptide
A 25, 1 vial red Add 6 ml distilled water
9 lyophil.
175 kBq
TRACER: *#|odine labelled Tyr-C-
Peptide (HPLC grade) in phosphate
buffer with bovine gelatin and azide
(<0.1%)
CAL “ 1 vial yellow | Add 3 ml distilled water
Lyophil.
Zero Calibrator in  human serum
and thymol
CAL 5 vials yellow | Add 1 ml distilled water
Lyophil.
Calibrators-N =1t0 5
(see exact values on vial labels) in
human serum and thymol
1 vial brown | Dilute 70 x with
‘ WASH ‘ SOLN I CONC ‘ 10 ml distilled water (use a
magnetic stirrer).
Wash solution (TRIS-HCI)
2 vials silver | Add 1 ml distilled water
| CONTROL | N | Lyophil.
Controls - N =1 or 2
in human plasma with thymol
Note : 1. Use the zero calibrator for sera dilutions.
2. 1 ng of the calibrator preparation is equivalent to 1 ng NIBSC IRR
13/146
VI.  SUPPLIES NOT PROVIDED

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

1.
2.

© N0~ W

VII.
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Distilled water

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

Disposable polystyrene tubes (12 x 75 mm)

Vortex mixer

Magnetic stirrer

5 ml automatic syringe (Cornwall type) for washing

Aspiration system (optional)

Any gamma counter capable of measuring *?°1 may be used (minimal yield
70%).

REAGENT PREPARATION

Calibrators: Reconstitute the zero calibrator with 3.0 ml distilled water and
the other calibrators with 1.0 ml distilled water.

Controls: Reconstitute the controls with 1.0 ml distilled water.

Tracer: Reconstitute the tracer with 6.0 ml distilled water.

Working Wash solution: Prepare an adequate volume of Working Wash
solution by adding 69 volumes of distilled water to 1 volume of Wash
Solution (70x). Use a magnetic stirrer to homogenize. Discard unused
Working Wash solution at the end of the day
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STORAGE AND EXPIRATION DATING OF REAGENTS

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

After reconstitution, tracer must be used immediately or stored at — 20°C,
until the expiration date.

After reconstitution, calibrators and controls are very unstable, use them
immediately after reconstitution.  For longer storage periods, aliquots
should be made and kept at —20°C for maximally 3 months.

Avoid subsequent freeze-thaw cycles.

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

SPECIMEN COLLECTION AND PREPARATION

Serum samples must be kept at 2-8°C.

If the test is not run within 8 hrs, storage in aliquots at -20°C is
recommended.

Avoid subsequent freeze-thaw cycles.

PROCEDURE

Handling notes

Do not use the kit or components beyond expiry date.

Do not mix materials from different kit lots.

Bring all the reagents to room temperature prior to use.

Thoroughly mix all reagents and samples by gentle agitation or swirling.
Use a clean disposable pipette tip for addition of each different reagent and
sample in order to avoid cross-contamination. High precision pipettes or
automated pipetting equipment will improve the precision.

Respect the incubation times.

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

Procedure

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

Briefly vortex calibrators, controls and samples and dispense 100 ul of each
into the respective tubes.

This operation must be achieved within 15 minutes.

Dispense 50 pl of *lodine labelled Tyr-C-Peptide into each tube, including
the uncoated tubes for total counts.

Shake the tube rack gently by hand to liberate any trapped air bubbles.
Incubate for 3 hours at room temperature.

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

Wash tubes with 3 ml Working Wash solution (except total counts) and
aspirate (or decant). Avoid foaming during the addition of the Working
Wash solution.

Let the tubes stand upright for two minutes and aspirate the remaining drop
of liquid.

Count tubes in a gamma counter for 60 seconds.

CALCULATION OF RESULTS

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

Counts (Calibrator or sample)
Counts (Zero Calibrator)

B/BO (%) = x100

Using a 3 cycle semi-logarithmic or logit-log graph paper, plot the
(B/B0O(%)) values for each calibrator point as a function of the C-Peptide
concentration of each calibrator point. Reject obvious outliers.

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

By interpolation of the sample (B/BO0 (%)) values, determine the C-Peptide
concentrations of the samples from the calibration curve.

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



XIl.  TYPICAL DATA

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

Conversion factor :
From ng/ml to pmol/ml : : 3

E. Time delay between last calibrator and sample dispensing
As shown hereafter, the dispensing of samples must be done within a
maximum delay of 15 minutes after the calibrator dispensing.

C-Peptide cpm B/Bo (%)
Total count 75295
Calibrator 0.0 pmol/ml 17690 100.0
0.09 pmol/ml 14319 80.9
0.29 pmol/ml 11618 65.7
0.95 pmol/ml 6534 36.9
2.98 pmol/ml 3361 19.0
9.94 pmol/ml 1379 7.8

TIME DELAY
Serum 0 5 10° 15’ 20° 30°
pmol/ml
C1 0.66 0.53 0.55 0.61 0.52 0.41
Cc2 2.27 2.14 2.58 1.90 1.79 2.07

XIl. PERFORMANCE AND LIMITATIONS

A Detection limit

Twenty zero calibrators were assayed along with a set of other calibrators.

The detection limit, defined as the apparent concentration two standard deviations
below the average counts at zero binding, was 0.04 pmol/ml.

B. Specificity

The percentage of cross-reaction estimated by comparison of the concentration
yielding a 50% inhibition are respectively:

Compound Cross-Reactivity
(%)
Biosynthetic human Proinsulin 5.6%

Human Glucagon -
Human Insulin -

C. Precision

INTRA-ASSAY PRECISION INTER-ASSAY PRECISION

Serum N <X>+SD CcVv Serum N <X>+SD Ccv
(pmol/ml) (%) (pmol/ml) (%)
A 24 0.28+£0.03 | 10.7 A 21 0.28 £ 0.03 10.7
B 26 1.21+0.04 | 33 B 21 1.12+0.11 9.8
C 24 0.18+0.01 | 56 C 22 0.17 £0.02 11.8
D 24 0.68+0.04 | 59 D 22 0.65 + 0.05 7.7
E 24 1.60+0.11 | 6.9 E 22 1.68+0.12 7.1
SD: Standard Deviation; CV: Coefficient of variation
D. Accuracy
DILUTION TEST
Sample Dilution Theoretical Measured
Concent. Concent.
(pmol/ml) (pmol/ml)
Serum 11 - 6.99
1/2 3.50 3.04
1/4 1.75 1.56
1/8 0.87 0.80
1/16 0.44 0.46
1/32 0.22 0.28
1/64 0.11 0.07
Samples were diluted with zero calibrator.
RECOVERY TEST
Sample added C-Peptide Recovered Recovered
(pmol/ml) C-Peptide (%)
(pmol/ml)
Serum 0.14 0.14 100
0.17 0.19 112
0.22 0.22 100
0.39 0.44 113
1.14 112 98
3.14 3.02 96

XIV. 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.

XV. REFERENCE INTERVALS

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

In a group of 79 normal subjects, the mean human C-Peptide concentration found
was 1.02 pmol/ml (range, based on 2.5% to 97.5% percentiles: 0.59 - 1.56
pmol/ml).

XVI. 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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XVIIl.  SUMMARY OF THE PROTOCOL
TOTAL CALIBRATORS SAMPLE (S)
COUNTS CONTROLS
pl pl ul
Calibrators (0 to 5) - 100 -
Samples, Controls - - 100
Tracer 50 50 50
Incubation 3 hours at room temperature
Separation - Aspirate (or decant)
Working Wash solution 3.0ml
Separation Aspirate (or decant)
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.

C-PEP II-RIA-CT

I.  BUT DU DOSAGE

Trousse de dosage radio-immunologique pour la mesure quantitative in vitro du C Peptide dans le
sérum humain.

Il.  INFORMATIONS GENERALES
A. Nom du produit : DIlAsource C-PEP II-RIA-CT kit
B. Numéro de catalogue: KIP0409 : 96 tests

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

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’insuline est synthétisée dans les cellules béta des ilots de Langerhans comme une molécule de
précurseur, la proinsuline. Dans les granules sécrétoires des cellules béta, la proinsuline est scindée en
insuline et en un peptide de 31 acides aminés, le Peptide de Connexion ou le C Peptide. L’insuline et le
C Peptide sont sécrétés en quantités équimolaires. Pourtant, la concentration en plasma du C Peptide
est plus élevée que celle de I’insuline a cause de sa demi-vie plus longue.

La détermination du C Peptide en plasma permet une évaluation de la production d’insuline endogéne,
méme en cas d’administration d’insuline exogeéne ou en cas d’anticorps anti-insuline circulants.

En plus, la détermination du C Peptide dans 1’urine offre un index fiable de la production d’insuline si
des échantillons de sang sont difficiles a obtenir ou si une évaluation intégrée de la sécrétion de C
Peptide pour une période de plusieurs heures est nécessaire.

B.  Applications cliniques
Evaluation de la fonction résiduelle des cellules béta chez des diabétiques traités a I’insuline
Détection et suivi de la phase de rémission des diabetes de type |
Complément dans le diagnostic différentiel entre diabétes de type I (insulino-dépendant) et de
type 1l (non-insulino-dépendant)
Diagnostic de I’hypoglycémie induite par I’insuline
Contribution au diagnostic de I’insulinome (test de suppression de I’insuline)
Index pronostique de I’issue foetale chez la femme diabétique enceinte
Evaluation de la sécrétion de I’insuline en cas de maladie du foie
Suivi de la pancréatectomie

I



IV.  PRINCIPE DU DOSAGE

Une quantité fixe de C peptide marquée a 1?1 est en compétition avec le C
peptide a mesurer et présent dans I’échantillon ou dans le calibrateur pour une
quantité fixe d’anticorps immobilisés sur les parois du tube en polystyréne. Ni
extraction, ni phase de pré-traitement ne sont exigés pour la mesure de C peptide
dans les échantillons. Apres 3 heures d’incubation & température ambiante, le
liquide est aspiré pour terminer la réaction de compétition. Les tubes sont lavés
avec 3 ml de Solution de Lavage et aspirés a nouveau. Une courbe de calibration
est réalisée et la concentration en C peptide des échantillons est déterminée par
interpolation de la dose sur la courbe de calibration.

V. REACTIFS FOURNIS

Réactifs 96 Tests Code Reconstitution
couleur
2x48 Orange | Prétal’emploi
U Tubes recouverts

avec I’anti C peptide

1 fla(_:o_n, Rouge Ajouter 6 ml
lyophilisé d’eau distillée
175 kBq
TRACEUR: C peptide marquée a
1"*?1odine (grade HPLC) dans un tampon
phosphate avec de la gelatine bovine et de

I’azide de sodium (<0,1%)

1 flacon Jaune | Ajouter 3 ml

Calibrateur zéro dans du sérum humain et Iyophilisé d’eau distillée
du thymol
CAL 5 flacons Jaune | Ajouter 1 ml
. - N lyophilisés d’eau distillée
Calibrateurs C peptide - N =1 a5 (cfr.
valeurs exactes sur chaque flacon) dans du
sérum humain et du thymol
WAS | SOLN | CONC | 1 flacon Brun | Diluer 70x avec
10 ml de I’eau distillée
. : (utiliser un
Solution de lavage (TRIS-HCI) agitateur

magnétique).

| CONTROL | N | 2 flacons Gris Ajouter 1 ml
lyophilisés d’eau distillée

Contréles - N =1ou 2
dans du plasma humain et du thymol

Note: 1.  Utiliser le calibrateur zéro pour la dilution des échantillons.
2. 1 ng de la préparation du calibrateur équivaut a 1 ng NIBSC IRR
13/146.

VI. 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 pl et 1 ml (I'utilisation de pipettes
précises et de pointes jetables en plastique est recommandée)

Tubes en polystyréne jetables (12 x 75 mm)

Agitateur vortex

Agitateur magnétique

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

Systéme d’aspiration

Tout compteur gamma capable de mesurer 1'%l peut étre utilisé
(rendement minimum 70%).

O N OAW

VIl. PREPARATION DES REACTIFS

A. Calibrateurs: Reconstituer le calibrateur zéro avec 3 ml d’eau distillée et
les autres calibrateurs avec 1 ml d’eau distillée.

Controles : Reconstituer les controles avec 1 ml d’eau distillée.

Traceur : Reconstituer le traceur avec 6 ml d’eau distillée.

Solution de Lavage : Préparer un volume adéquat de Solution de Lavage en
ajoutant 69 volumes d’eau distillée a 1 volume de Solution de Lavage (70x).
Utiliser un agitateur magnétique pour homogénéiser. Eliminer la Solution de
Lavage non utilisée a la fin de la journée.
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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 I’étiquette, si la
trousse est conservée entre 2 et 8°C.

Aprés reconstitution, le traceur doit étre utilisé immédiatement ou étre
conservé & -20°C jusqu'a la date de validité.

Aprés reconstitution, les calibrateurs et les contrdles sont tres instables, les
utiliser ~ immédiatement aprés la  reconstitution.  Congelez-les
immédiatement dans des aliquots et garder-les a —20°C pendant 3 mois.
Eviter des cycles de congélation et décongélation successifs.

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

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

PREPARATION ET STABILITE DE L’ECHANTILLON

Les échantillons de sérum doivent étre gardés entre 2 et 8°C.

Si le test n’est pas réalis¢ dans les 8 heures, un stockage a -20°C est
recommandeé.

Eviter des cycles de congélation et décongélation successifs.

MODE OPERATOIRE

Notes de manipulation

Ne pas utiliser la trousse ou ses composants apres avoir dépassé la date
d’expiration. Ne pas mélanger du matériel provenant de trousses de lots
différents. Mettre tous les réactifs a température ambiante avant utilisation.
Mélanger a fond tous les réactifs et les échantillons sous agitation douce.
Pour éviter toute contamination croisée, utiliser une nouvelle pointe de
pipette pour 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, contrle. Pour la détermination de
I’activité totale, identifier 2 tubes non recouverts.

Agiter au vortex brievement les calibrateurs, les échantillons et les
controles. Puis distribuer 100 pl de chacun d’eux dans leurs tubes
respectifs.

Cette opération doit étre terminée dans 15 minutes.

Distribuer 50 ul de C peptide marquée a I’ *®lodine dans chaque tube, y
compris les tubes sans anticorps pour la détermination de I’activité totale.
Agiter gentiment le portoir de tube pour libérer toute bulle d’air
emprisonnée.

Incuber pendant 3 heures a température ambiante.

Aspirer le contenu de chaque tube (a 1’exception des tubes utilisés pour la
détermination de I’activité totale). Assurez-vous que la pointe utilisée
pour aspirer le liquide des tubes atteint le fond de chacun d’eux pour
éliminer toute trace de liquide.

Laver les tubes avec 3 ml de Solution de Lavage (a 1’exception des tubes
utilisés pour la détermination de I’activité totale) et aspirer. Eviter la
formation de mousse pendant 1’addition de la Solution de Lavage.

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.
Calculer la capacité de liaison de I’essai comme un pourcentage de liaison
déterminé au point de calibration (0) en suivant la formule ci-dessous :

B/BO (%) = moyenne des cpm (CAL ou échantillo n) 100
moyenne des cpm (CAL 0)

Utiliser un “3 cycle semi-logarithmic” ou un papier graphique “logit-log”,
porter en ordonnée les valeurs exprimées en pourcentage de liaison
(B/B0(%)) de chaque point de calibration et en abscisse leur concentration
respective en C peptide, écarter les valeurs aberrantes.

Des méthodes informatiques peuvent aussi étre utilisées pour construire la
courbe de calibration. Si un systéme d’analyse de traitement informatique
des données est utilisé, il est recommandé d’utiliser la fonction « 4
paramétres » du lissage de courbes.



5. L’interpolation des valeurs de chaque échantillon (B/B0(%)) détermine les
concentrations en C peptide a partir de la courbe de calibration.

6. Pour chaque essai, le pourcentage total de traceur lié en absence de C
peptide non marquée (BO/T) doit étre vérifié.

XIl.  DONNEES TYPES

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

TEST DE RECUPERATION

Echantillon C peptide C peptide récupéré Recupération
ajouté (pmol/ml) (%)
(pmol/ml)

sérum 0.14 0.14 100
0.17 0.19 112
0.22 0.22 100
0.39 0.44 113
1.14 1.12 98
3.14 3.02 96

C-Peptide cpm B/Bo (%)
Activité totale 75295
Calibrateur 0,0 pmol/mi 17690 100,0
0,09 pmol/ml 14319 80,9
0,29 pmol/ml 11618 65,7
0,95 pmol/ml 6534 36,9
2,98 pmol/ml 3361 19,0
9,94 pmol/ml 1379 78

XIIl. PERFORMANCE ET LIMITES DU DOSAGE

A Limite de détection
Vingt calibrateurs zéro ont été testés en parallele avec un assortiment
d’autres calibrateurs.
La limite de détection, définie comme la concentration apparente située 2
déviations standards en-dessous de la moyenne déterminée a la fixation
zéro, était de 0,04 pmol/ml.

B. Spécificité

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

Facteur de conversion:

De ng/ml a pmol/ml : 23
E. Délai entre la distribution du dernier calibrateur et celle de
I’échantillon

Comme mentionné ci-apreés, la distribution des échantillons doit étre
effectuée dans un délai maximum de 15 minutes apres la distribution du

calibrateur.
DELAI
Sérum 0 5 10° 15° 20° 30°
pmol/ml
C1 0,66 0,53 0,55 0,61 0,52 0,41
C2 2,27 2,14 2,58 1,90 1,79 2,07

Composé Réactivité Croisée
(%)
Proinsuline biosynthétique humaine 5,6

Glucagon humain -
Insuline humaine -

C. Précision

INTRA-ESSAI INTER-ESSAI
Sérum N <X>+SD cv Sérum N <X>+SD Ccv
(pmol/ml) (%) (pmol/ml) (%)
A 24 0.28+0.03 | 10.7 A 21 0.28 £ 0.03 10.7
B 26 121+0.04 | 33 B 21 1.12+£0.11 9.8
C 24 0.18+0.01 | 56 C 22 0.17 £0.02 11.8
D 24 0.68+0.04 | 59 D 22 0.65 £+ 0.05 7.7
E 24 160+£011 | 6.9 E 22 1.68+0.12 7.1

SD : Déviation Standard; CV: Coéfficient de variation

D. Exactitude

TEST DE DILUTION

Echantillon Dilution Concent. Théorique Concent. Mesurée
(pmol/ml) (pmol/ml)
sérum 1/1 - 6,99
12 3,50 3,04
1/4 1,75 1,56
1/8 0,87 0,80
1/16 0,44 0,46
1/32 0,22 0,28
1/64 0,11 0,07

L’échantillon a été dilué avec le calibrateur zéro.

XIV. CONTROLE QUALITE INTERNE

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

- Chaque laboratoire est libre de faire ses propres stocks d’échantillons
contrdles, lesquels doivent étre congelés aliquotés.

- Les critéres d’acceptation pour les écarts des valeurs en duplicat des
échantillons doivent étre basés sur les pratiques de laboratoire courantes.

XV. VALEURS ATTENDUES

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

Dans un groupe de 79 sujets normaux, la moyenne de concentration en C Peptide
est de 1,02 pmol/ml (portée, basé sur les percentiles de 2,5% a 97,5% : 0,59 —
1,56 pmol/ml).

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

Toutes les manipulations radioactives doivent étre exécutées dans un secteur
désigné, éloigné de tout passage. Un journal de réception et de stockage des
matiéres radioactives doit étre tenu a jour dans le laboratoire. L'équipement de
laboratoire et la verrerie, qui pourrait étre contaminée avec des substances
radioactives, doivent étre isolés afin d’éviter la contamination croisée de plusieurs
isotopes.

Toute contamination ou perte de substance radioactive doit étre réglée
conformément aux procédures de radio sécurité. Les déchets radioactifs doivent
étre placés de 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 devront étre conformes 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’azide de sodium est nocif s’il est inhalé, avalé ou en contact avec la peau
(I’azide de sodium est utilis¢é comme agent conservateur). L’azide 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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XVIII.RESUME DU PROTOCOLE

ACTIVITE CALIBRA- | ECHANTILLON(S)
TOTALE TEURS CONTROLES

(ul) (ul) ()
Calibrateurs (0 a 5) - 100 -
Echantillons, - - 100
controles
Traceur 50 50 50
Incubation 3 heures a température ambiante
Séparation - aspiration
Solution de Lavage 3,0ml
Séparation aspiration
Comptage Temps de comptage des tubes : 60 secondes

(radioactivité)




C€

Lees het hele protocol vo6r gebruik.

C-PEP II-RIA-CT

I.  BEOOGD GEBRUIK

Radioimmunoassay voor de kwantitatieve bepaling in vitro van menselijk C-Peptide in serum.

I. ALGEMENE INFORMATIE
A. Gedeponeerd handelsmerk:  DIAsource C-PEP II-RIA-CT kit
B. Catalogusnummer: KIP0409 : 96 testen

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

Voor technische assistentie of voor bestelinformatie
kunt u contact opnemen met :
Tel : +32 (0)10 84.99.11 Fax: +32 (0)10 84.99.91

I11. KLINISCHE ACHTERGROND
A. Biologische activiteiten

B.

Insuline wordt gesynthetiseerd in de beta-cellen van de eilandjes van Langerhans als een
precursor molecule, proinsuline. In de afscheidingsgranules van de beta-cellen, wordt
proinsuline gesplitst in insuline en in een peptide met 31 aminozuren, Connecting Peptide
genoemd of C-Peptide. Insuline en C-Peptide worden afgescheiden in equimolaire
hoeveelheden. Nochtans is de plasmaconcentratie van C-peptide hoger dan die van insuline
door zijn langere halfleven.

De bepaling van plasma C-peptide laat een schatting toe van de endogene insulineproductie,
zelfs bij exogene insulinetoediening of bij circulerende anti-insuline antilichamen.

Meer nog, de bepaling van C-Peptide in urine voorziet een betrouwbare index van de
insulineproductie als bloedstalen moeilijk te nemen zijn of als een geintegreerde schatting van
de afscheiding van C-peptide over een periode van verschillende uren nodig is.

Klinische toepassingen

Schatting van de overgebleven beta-cel functie bij diabetici onder insulinetherapie

Opsporing en opvolging van de remissiefase van type | diabetes

Hulp bij de differentiéle diagnose tussen type | (insuline-afhnkelijk) en type Il (niet-
insuline-afhankelijk) diabetes

Diagnose van insuline-geinduceerde kunstmatige hypoglycemie

Bijdrage tot de diagnose van insulinoom (insuline onderdrukkingstest)

Prognose index van het foetale resultaat bij zwangere vrouwen die aan diabetes lijden
Evaluatie van de insuline secretie bij leverziekten

Opvolgen van pancreatectomie



IV.  BESCHRIJVING VAN DE METHODE

Een vaste hoeveelheid %1 gelabeld C-Peptide concurreert met C-Peptide dat
bepaald moet worden en aanwezig is in het monster of in de kalibrator voor een
vast aantal plaatsen met antilichamen die geimmobiliseerd zijn aan de wand van
een buisje van polystyreen. Er is geen extractie of chromatografie vereist. Na een
incubatie van 3 uur bij kamertemperatuur, wordt de concurrentiereactie beéindigd
door een aspiratiefase. Daarna worden de buisjes gewassen met 3 ml werk-
wasoplossing en opnieuw afgezogen. Een kalibratiecurve wordt uitgezet en de
concentraties van C-Peptide van de monsters worden bepaald door
dosisinterpolatie van de kalibratiecurve.

V. GELEVERDE REAGENTIA

Reagens Kit voor Kleur- Reconstitutie
96 testen code
Buisjes gecoat met 2x48 Oranje Klaar voor
U anti C peptide gebruik
Ag 125) 1 flacon Rood 6 ml gedestilleerd
gevries- water toevoegen
droogd
Tracer : C peptide gelabeld met **%jood 175 kB
(HPLC-kwaliteit) in fosfaat buffer met a
bovien gelatine en azide (< 0,1%)
1 flacon, Geel 3 ml gedestilleerd
’ - gevries- water toevoegen
NulKalibrator in humaan serum en thymol droogd
5 flacons, Geel 1 ml gedestilleerd
. - gevries- water toevoegen
Ki_illbrators C peptide : N =1tot5 droogd
(zie de exacte waarden op de
flaconetiketten) in humaan serum en
thymol
| WASH | SOLN | CONC | 1 flacon Bruin | 70x met
10 ml gedistilleerd water
. . verdunnen
Wasoplossing 70x : TRIS-HCI (gebruik een
magnetische
roerder)
| CONTROL | N | 2 flacons, zilver 1 ml gedestilleerd
gevries- water toevoegen
Controles : N =1 of 2
h droogd
in humaan plasma met thymol

Opmerking:
1. Gebruik de nulkalibrator voor monsterverdunningen.
2. 1ng van het kalibratorpreparaat komt overeen met 1 ng
NIBSC IRR 13/146

VI.  NIET MEEGELEVERDE MATERIALEN

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

1. Gedestilleerd water.

2. Pipetten voor een volume van 50 pl, 100 pl en 1 ml (het gebruik van
nauwkeurige pipetten met plastic wegwerptips wordt aanbevolen).
Wegwerpbuisjes van polystyreen (12 x 75 mm)

Vortexmenger.

Magnetische roerder.

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

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

® N OAW

VIl. BEREIDING VAN HET REAGENS

A. Kalibrators: Reconstitueer de nulkalibrator met 3 ml gedestilleerd water en
de andere kalibrators met 1 ml gedestilleerd water.

Controles: Reconstitueer de controles met 1 ml gedestilleerd water.

Tracer: Reconstitueer de tracer met 6 ml gedestilleerd water.
Werk-wasoplossing: Bereid een voldoende hoeveelheid werk-wasoplossing
door 69 eenheden gedestilleerd water toe te voegen aan 1 eenheid
wasoplossing. Gebruik een magnetische roerder voor de homogenisering.
Op het eind van de dag moet de ongebruikte werk-wasoplossing afgevoerd
worden.

cow

VIII.

XL

=

OPSLAG EN VERVALDATUM VAN REAGENTIA

V66r opening of reconstitutie zijn alle kitcomponenten houdbaar tot de
vervaldatum, zoals vermeld op het etiket, indien zij bewaard werden bij 2
tot 8°C.

Na reconstitutie moet de tracer onmiddellijk gebruikt worden of kan hij
bewaard worden bij -20°C tot de vervaldatum.

Na reconstitutie zijn de kalibratoren en controles erg onstabiel, gebruik hen
onmiddellijk na reconstitutie. Bevries onmiddellijk in aliquots en bewaar
hen bij —20°C gedurende 3 maanden.

Vermijd herhaalde invriezing en ontdooiing.

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

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

MONSTERAFNAME EN MONSTERBEREIDING

Serummonsters moeten bij 2-8°C bewaard worden.

Indien de test niet binnen 8 uur uitgevoerd wordt, dan wordt aanbevolen
om ze bij -20°C te bewaren.

Vermijd herhaalde invriezing en ontdooiing.

PROCEDURE

Opmerkingen bij de procedure

Gebruik de kit of de componenten niet langer dan de aangegeven
vervaldatum. Materialen van kits van verschillende loten mogen niet
gemengd worden. Laat alle reagentia op kamertemperatuur komen va6r
gebruik.

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

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

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

Procedure

Etiketteer de gecoate buisjes in duplo voor elke kalibrator, voor elk
monster, voor elke controle. Etiketteer 2 normale buisjes voor de bepaling
van de totaaltellingen.

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

Deze handeling moet binnen 15 minuten uitgevoerd zijn.

Pipetteer 50 pul C peptide dat met *#I gelabeld werd in elk buisje, inclusief
de niet gecoate buisjes voor de totaaltellingen.

Schud het rek met de buisjes voorzichtig zodat eventuele ingesloten
luchtbellen vrijkomen.

Incubeer gedurende 3 uur bij kamertemperatuur.

Zuig de inhoud van elk buisje (met uitzondering van de totaaltellingen) op
Zorg ervoor dat de plastic tip van de aspirator tot aan de bodem van het
gecoate buisje komt zodat alle vloeistof verwijderd wordt.

Was de buisjes met 3 ml werk-wasvloeistof (met uitzondering van de
totaaltellingen) en zuig op. Vermijd schuimvorming tijdens toevoeging van
de werk-wasvloeistof.

Na de wasfase moeten de buisjes gedurende twee minuten rechtop blijven
staan en zuig daarna de overblijvende vloeistof op.

Tel de buisjes in een gammateller gedurende 60 seconden.

BEREKENING VAN DE RESULTATEN

Bereken het gemiddelde voor de bepalingen in duplo.
Bereken het percentage binding van de gebonden radioactiviteit, bepaald op
het punt van de nulkalibrator (0), aan de hand van de volgende formule:

cpm (Kalibrator of monster)
cpm (Nulkalibr ator)

x100

B/BO (%) =

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

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



5. Bepaal de C peptide concentraties van de monsters uit de referentiecurve

RECOVERY-TEST

door de monsterwaarden (B/B0(%)) te interpoleren.
6. Voor elke bepaling moet het totaalpercentage van de tracer, gebonden in Monster ?ozEerZéD(;E Relcaoé’;rTy“‘saE” ¢ Re?;;’)ery
afwezigheid van ongelabeld C peptide (BO/T), gecontroleerd worden. (p%ollmﬁ’) (pmol/ml)
Serum 0.14 0.14 100
XIl. KENMERKENDE GEGEVENS 0.17 0.19 112
0.22 0.22 100
De volgende gegevens dienen enkel ter illustratie en mogen in geen geval 0.39 0.44 113
gebruikt worden ter vervanging van de real time kalibratiecurve. 114 112 98
3.14 3.02 96
C-Peptide cpm B/Bo (%)
Conversiefactor :
Totaaltelling 75295 Van ng/ml tot pmol/ml: :3
Kalibrator 0,0 pmol/mi 17690 100,0
g'gg pmgm: iigig 22*3 E.  Tijdspanne tussen de laatste kalibrator en distributie van het monster
095 gmollml 6534 369 Zoals hierna aangetoond moet het verdelen van de monsters gebeurd zijn
2,08 pmol/ml 3361 190 binnen maximum 15 minuten na het verdelen van de kalibrator.
9,94 pmol/ml 1379 7,8
TIJDSPANNE
Serum 0 5 10° 15° 20° 30
pmol/ml
XIIl. EIGENSCHAPPEN EN GRENZEN
C1 0,66 0,53 0,55 0,61 0,52 0,41
A.  Detectielimiet C2 2,21 2,14 2,58 1,90 1,79 2,07
Twintig nulkalibrators werden bepaald, samen met de serie andere

kalibrators. De detectielimiet, omschreven als de schijnbare concentratie
van twee standaarddeviaties onder de gemiddelde tellingen bij nulbinding,
bedroeg 0,04 pmol/ml.

B.  Specificiteit

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

Bestanddeel Kruisreactiviteit
(%)
Biosynthetisch humaan Proinsuline 5,6

Humaan Glucagon -
Humaan Insuline -

C. Precisie

PRECISIE BINNEN EEN TEST PRECISIE TUSSEN TESTEN

Serum N <X>*SD VC Serum N <X>*SD VC
(pmol/ml) (%) (pmol/ml) (%)
A 24 | 0.28+0.03 | 107 A 21 0.28 £ 0.03 10.7
B 26 | 1.21+0.04 |33 B 21 1.12+0.11 9.8
C 24 | 0.18+0.01 |56 C 22 0.17 £ 0.02 11.8
D 24 | 0.68+0.04 |59 D 22 0.65 + 0.05 7.7
E 24 | 160+0.11 |69 E 22 1.68+0.12 7.1

SD: standaarddeviatie; VC: variatiecoéfficiént

D. Nauwkeurigheid
VERDUNNINGSTEST

Monster Verdunning Theoretische Concentratie die
concentratie bepaald werd
(pmol/ml) (pmol/ml)
Serum mn - 6,99
12 3,50 3,04
1/4 1,75 1,56
1/8 0,87 0,80
1/16 0,44 0,46
1/32 0,22 0,28
1/64 0,11 0,07

Monsters werden verdund met de nulkalibrator.

XIV. INTERNE KWALITEITSCONTROLE

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

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

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

XV. REFERENTIE-INTERVALS

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

In een groep van 79 normale individuen werd een gemiddelde C-peptide
concentratie gemeten van 1,02 pmol/ml (de range, gebaseerd op 2.5% tot 97.5%
percentielen, bedroeg : 0,59 — 1,56 pmol/ml).

XVI. VOORZORGSMAATREGELEN EN WAARSCHUWINGEN

Veiligheid

Uitsluitend voor in vitro diagnostisch gebruik.

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

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

Alle handelingen met radioactief materiaal moeten plaatsvinden in een daartoe
bestemde ruimte, waar uitsluitend bevoegd personeel toegelaten wordt. Een
loghoek met ontvangst en opslag van radioactieve materialen moet worden
bijgehouden in het laboratorium. Laboratoriumapparatuur en glaswerk, dat
eventueel gecontamineerd werd met radioactieve bestanddelen, moeten worden
gesegregeerd om kruishesmetting van verschillende radioisotopen te vermijden.
Als radioactief materiaal gemorst werd, dan moet dat onmiddellijk gereinigd
worden in overeenstemming met de procedure voor stralingsveiligheid. Het
radioactieve afval moet worden weggegooid in overeenstemming met de
plaatselijke voorschriften en richtlijnen van de autoriteiten waaronder het
laboratorium valt. Naleving van de basisregels van stralingsveiligheid zorgt voor
een juiste bescherming.

De componenten, afkomstig van menselijk bloed, in deze kit werden getest door
in Europa goedgekeurde en/of door de Amerikaanse FDA goedgekeurde
methoden op aanwezigheid van HBsAg, anti-HCV, anti-HIV-1 en 2 en gaven een
negatief resultaat. Geen enkele bekende methode kan echter volledige garantie
bieden dat derivaten van menselijk bloed geen hepatitis, aids of andere infecties



overdragen. Daarom moet men reagentia, serum- of plasmamonsters behandelen
in overeenstemming met de plaatselijke veiligheidsprocedures.

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

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

Niet roken, drinken, eten of cosmetica aanbrengen in de werkruimte. Niet met de
mond  pipetteren. Draag  beschermende kleding en  gebruik
wegwerphandschoenen.
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XVIIL.SAMENVATTING VAN HET PROTOCOL

TOTAAL- KALIBRATORS MONSTER(S)
TELLINGEN CONTROLES
(u) (k) (1)
Kalibrators (0 tot 5) - 100 -
Monsters, controles - - 100
Tracer 50 50 50

Incubatie 3 uur bij kamertemperatuur
Scheiding - opzuigen
Werk-wasoplossing 3,0ml
Scheiding opzuigen

Telling

Tel buisjes gedurende 60 seconden
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Vor Gebrauch des Kits lesen Sie bitte diese Packungsbeilage.

C-PEP II-RIA-CT

I.  VERWENDUNGSZWECK

Ein Radio-Immunoassay fir die quantitative in vitro Bestimmung von humanem C-Peptid in Serum.
1. ALLGEMEINE INFORMATION

A. Handelsbezeichnung : DIAsource C-PEP II-RIA-CT Kit

B. Katalognummer : KIP0409 : 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 Aktivitat

Insulin wird in den Beta-Zellen der Langerhans-Inseln als ein Vorl&dufermolekil, Proinsulin, synthetisiert.
In den Sekretgranula der Beta-Zellen wird Proinsulin in Insulin und in ein Peptid mit 31 Aminoséuren, das
so genannte C-Peptid (,Connecting Peptide’) gespalten. Insulin und C-Peptid werden in &quimolaren
Mengen sezerniert. Wegen seiner langeren Halbwertszeit ist die Plasmakonzentration von C-Peptid jedoch
hoher als jene von Insulin.

Die Bestimmung von C-Peptid im Plasma ermdglicht eine Beurteilung der endogenen Insulinproduktion,
auch bei Vorliegen exogener Insulinverabreichung oder in Anwesenheit zirkulierender Anti-Insulin-Anti-
korper.

Daruber hinaus bietet die Bestimmung von C-Peptid im Harn einen zuverldssigen Index der
Insulinproduktion, wenn die Abnahme von Blutproben schwierig ist oder wenn eine integrierte Schatzung
der Sekretion von C-Peptid liber einen Zeitraum von mehreren Stunden erforderlich ist.

B. Klinische Anwendungen
Beurteilung der Restfunktion der Beta-Zellen bei Diabetes unter Insulintherapie.
Erkennung und Kontrolle der Remissionsphase von Typ-1-Diabetes.
Zusatz in der Differenzialdiagnose zwischen Typ-1- (insulinabhéngig) und Typ-2- (nicht insulin-
abhéngig) Diabetes.
Diagnose insulininduzierter artifizieller Hypoglykamie.
Beitrag zur Diagnose von Insulinom (Insulin-Suppressionstest).
Prognostischer Index der Wirkung auf den Fotus bei schwangeren Diabetikerinnen.
Bewertung der Insulinsekretion bei Lebererkrankung.
Kontrolle von Pankreatektomie.

€



IV. GRUNDSATZLICHES ZUR DURCHFUHRUNG

Eine festgesetzte Menge an #I-markiertem C-Peptid konkurriert mit dem zu
messenden, in der Probe oder in dem Kalibrator vorhandenen C-Peptid um eine
Menge an Antikorperbindungsstellen, die an der Wand des Polystyren Rohrchens
fixiert sind. Weder Extraktions-, noch Vorbehandlungsschritt sind erforderlich, um
C-Peptid in den Proben zu bestimmen. Nach einer dreistindigen Inkubation bei
Raumtemperatur, beendet das Absaugen die Verdrdngungsreaktion. Die Rohrchen
werden anschliessend mit Waschlosung gewaschen, danach wird nochmals
abgesaugt. Eine Kalibrationskurve wird gedruckt und die C-Peptid-Konzentrationen
der Proben werden (iber Dosis Interpolation der Kalibrationskurve bestimmt.

V. MITGELIEFERTE REAGENZIEN

Reagenz 96 Test Kit | Farbcode Rekonstitution
Mit anti C peptide 2x48 Orange |gebrauchsfertig
U beschichtete Réhrchen

1 Geféal Rot 6 ml dest. Wasser zugeben
lyophilisiert

Tracer : 5lod-markiertes C-Peptid 175 kBq
(HPLC grade) in Phosphatpuffer mit
Rinderserumgelatin und Azid (<0,1%)

n 1 Geféa Gelb |3 ml dest. Wasser zugeben

Null-Kalibrator in Humanserum und Iyophilisiert

Thymol

5 Gefale Gelb |1 ml dest. Wasser zugeben
X - . lyophilisiert

Kalibratoren C-Peptid: N = 1 bis 5
(genaue Werte auf GefaR-Etiketten) in
Humanserum und Thymol

| WASH | SOLN |CONC | 1 GefaB Braun | 70x mit dest. Wasser
10 ml (Magnetrihrer verwenden)
Waschlésung (TRIS-HCI) verdannen.
| CONTROL | N | 2 Gefale Silber |1 ml dest. Wasser zugeben
lyophilisiert

Kontrollen : N = 1 oder 2

in Humanplasma und Thymol

Bemerkung:1. Benutzen Sie den Null-Kalibrator zur Probenverdiinnung.
2.1 ng der Kalibratorzubereitung entspricht 1 ng NIBSC IRR 13/146.

VI.  ZUSATZLICH BENOTIGTES MATERIAL

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

1. Dest. Wasser

2. Pipetten: 50 pl, 100 pl und 1 ml (Verwendung von Prézisionspipetten mit
Einwegpipettenspitzen wird empfohlen)

Einwegpolystyrenréhrchen (12 x 75 mm)

Vortexmixer

Magnetrihrer

5 ml automatische Spritze (Cornwall-Typ) zum Waschen

Absaugsystem (optional)

Jeder Gamma-Counter, der %I messen kann, kann verwendet werden.
Maximale Messeffizienz sollte gewahrleistet sein.

© N0~ W

VIl. VORBEREITUNG DER REAGENZIEN

A. Kalibratoren: Rekonstituieren Sie den Nullstandard mit 3 ml dest. Wasser,
die anderen Standards mit 1 ml dest. Wasser.

Kontrollen: Rekonstituieren Sie die Kontrollen mit 1 ml dest. Wasser.

Tracer: Rekonstituieren Sie den Tracer mit 6 ml dest. Wasser.

Waschlésung: Zur Vorbereitung eines angemessenen Volumens nutzbarer
Waschldsung, mischen Sie zu einem Volumen Waschlésung (70x) 69
Volumen distilliertes Wasser. Benutzen Sie einen Magnetrihrer. Entsorgen Sie
nach jedem Arbeitstag die Uberfliissige Waschlgsung.

cow

VIIIL.

IX.

AUFBEWAHRUNG UND LAGERUNG DER REAGENZIEN

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

Nach der Rekonstituierung muss der Tracer sofort benutzt, oder bis zum
Verfallsdatum bei -20°C aufbewahrt werden.

Nach der Rekonstituierung sind die Kalibratoren und Kontrollen sehr
instabil, benutzen Sie sie deshalb sofort nach der Rekonstituierung. Werden
sie aliquotiert und eingefroren, sind sie bei —20°C 3 Monate haltbar.
Vermeiden Sie wiederholtes Einfrieren und Auftauen.

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

Verénderungen im Aussehen der Kitkomponenten konnen auf Instabilitat
bzw. Zerfall hindeuten.

PROBENSAMMLUNG UND -VORBEREITUNG

Serumproben miissen bei 2-8 °C aufbewahrt werden.

Falls der Test nicht innerhalb von 8 Std. durchgefiihrt wird, missen die Proben
bei —20°C aufgehoben werden.

Vermeiden Sie wiederholtes Einfrieren und Auftauen.

DURCHFUHRUNG

Bemerkungen zur Durchfiihrung

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

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

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

Erstellen Sie fur jeden Durchlauf eine Kalibrationskurve, verwenden Sie
nicht die Daten von friheren Durchléufen.

Durchfiihrung

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

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

Dieser Schritt muss innerhalb von 15 Minuten abgeschlossen sein.

Geben Sie 50 pl des Zlod-markierten C-Peptid in jedes Rohrchen,
einschlieRlich der unbeschichteten Réhrchen fiir die Gesamtaktivitat.
Schiitteln Sie vorsichtig die Halterung mit den Réhrchen um Blasen zu
entfernen.

Inkubieren Sie 3 Stunden bei Raumtemperatur.

Saugen Sie den Inhalt jedes Rohrchens ab (aufer Gesamtaktivitét).
Vergewissern Sie sich, dass die Plastikspitze des Absaugers den Boden des
beschichteten Rohrchens erreicht, um die gesamte Flissigkeit zu entfernen.
Waschen Sie die Réhrchen mit 3 ml Waschlosung (aufer Gesamtaktivitat)
und saugen Sie ab. Vermeiden Sie Schaumbildung bei Zugabe der
Waschldsung.

Lassen Sie die Rohrchen 2 Minuten aufrecht stehen, und saugen Sie den
verbleibenden Flussigkeitstropfen ab.

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

BERECHNUNG DER ERGEBNISSE

Berechnen Sie den Durchschnitt aus den Doppelbestimmungen.
Berechnen Sie die gebundene Radioaktivitat als Prozentsatz des am Null-
Kalibratorpunkt (0) bestimmten Wertes nach folgender Formel:
Verwenden Sie semi-logarithmisches oder doppelt-logarithmisches
Millimeterpapier (liber 3 GréRenordnungen), tragen Sie die (B/B0(%))-Werte

Aktivitdt (Kalibrator oder Probe)
Aktivitdit (Null-Kalibrator)
flr jeden Kalibratorpunkt ein als Funktion der C-Peptid-Konzentration fur

jeden Kalibratorpunkt, schlieBen Sie offensichtliche ,,Ausreifler aus.
Computergestiitzte Methoden konnen ebenfalls zur Erstellung der
Kalibrationskurve verwendet werden. Falls die Ergebnisberechnung mit dem

B/BO (%) = 100




Computer durchgefiihrt wird, empfehlen wir die Berechnung mit einer ,,4
Parameter-Kurvenfunktion.

5. Bestimmen Sie die C-Peptid-Konzentrationen der Proben durch Interpolation
der Probenwerte B/B0(%)) aus der Referenzkurve.
6. Bei jedem Assay muss der Prozentsatz des gesamten gebundenen Tracers

ohne unmarkiertes C-Peptid (BO/T) gepruft werden.

XIl.  TYPISCHE WERTE

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

C-Peptid Cpm B/Bo (%)
Gesamtaktivitat 75295
Kalibrator 0,0 pmol/ml 17690 100,0
0,09 pmol/ml 14319 80,9
0,29 pmol/ml 11618 65,7
0,95 pmol/ml 6534 36,9
2,98 pmol/ml 3361 19,0
9,94 pmol/ml 1379 78

XHI. LEISTUNGSMERKMALE UND GRENZEN DER METHODIK

A. Nachweisgrenze
Zwanzig Null-Kalibratoren wurden zusammen mit einem Satz anderer
Kalibratoren gemessen.
Die Nachweisgrenze, definiert als die scheinbare Konzentration bei zwei
Standardabweichungen unterhalb des gemessenen Durchschnittswerts bei
Nullbindung, entsprach 0,04 pmol/ml.

B. Spezifitat

Der Prozentsatz der Kreuzreaktion, der im Vergleich der Konzentration geschatzt
wurde, welche eine 50%ige Inhibition ergibt, betrégt respektive:

Substanz Kreuzreaktivitat
(%)
Biosynthetisches humanes Proinsulin 5,6
Humanes Glukagon -
Humaninsulin -

C. Prazision

INTRA-ASSAY PRAZISION INTER-ASSAY PRAZISION

Serum N <X>=*SD Ccv Serum N <X>=*SD Ccv
(pmol/ml) (%) (pmol/ml) (%)
A 24 | 0.28+0.03 | 10.7 A 21 0.28 +£0.03 10.7
B 26 | 1.21+0.04 | 3.3 B 21 1.12+0.11 9.8
C 24 | 0.18+0.01 | 56 C 22 0.17 £0.02 11.8
D 24 | 0.68+0.04 | 59 D 22 0.65+0.05 7.7
E 24 | 160+0.11 | 6.9 E 22 1.68 +£0.12 7.1

SD : Standardabweichung; CV: Variationskoeffizient

D. Genauigkeit

VERDUNNUNGSTEST
Probe Verdinnung Theoretische Gemessene
Konzent. Konzent.
(pmol/ml) (pmol/ml)
Serum 1/1 - 6,99
12 3,50 3,04
1/4 1,75 1,56
1/8 0,87 0,80
1/16 0,44 0,46
1/32 0,22 0,28
1/64 0,11 0,07
Die Proben wurden mit den Null-Kalibrator verdiinnt.
WIEDERFINDUNGSTEST
Probe Zugeg. C-Peptid Wiedergef. Wiedergefunden
(pmol/ml) C-Peptid (%)
(pmol/ml)
Serum 0.14 0.14 100
0.17 0.19 112
0.22 0.22 100
0.39 0.44 113
1.14 1.12 98
3.14 3.02 96

Umrechnungsfaktor:
Von ng/mlin pmol/ml:  : 3

E. Zeitverzégerung zwischen letzter Kalibrator- und Probenzugabe
Wie im Folgenden gezeigt, muss die Probenzugabe innerhalb von hdchstens
15 Minuten nach der Kalibratorzugabe erfolgen.

ZEITABSTAND

Serum 0 5 10 15 20 30°
pmol/ml
C1 0,66 0,53 0,55 0,61 0,52 0,41
c2 2,27 2,14 2,58 1,90 1,79 2,07

XIV. INTERNE QUALITATSKONTROLLE

- Entsprechen die Ist-Werte nicht den auf den Flaschchen angegebenen Soll-
Werten, konnen diese Werte, ohnetreffende Erklarung fir die
Abweichungen, nicht weiterverarbeitet werden.

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

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

XV. ZU ERWARTENDER BEREICH

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

In einer Gruppe von 79 gesunden Personen wurde eine mittlere Konzentration von
humanem C-Peptid von 1,02 pmol/ml festgestellt (Bereich basiert auf 2,5% bis
97,5% Perzentilen: 0,59 - 1,56 pmol/ml).

XV. VORSICHTSMASSNAHMEN UND WARNUNGEN

Sicherheit

Nur firr diagnostische Zwecke.

Dieser Kit enthalt 1°I (Halbwertzeit: 60 Tagen) , das ionisierende X (28 keV) und y
(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 fir Protokolle und
Aufbewahrung muss im Labor sein. Die Laborausriistung und die Glasbehélter, die
mit radioaktiven Substanzen kontaminiert werden kénnen, missen ausgesondert
werden, um Kreuzkontaminationen mit unterschiedlichen Radioisotopen zu
verhindern.

Verschittete radioaktive Substanzen missen sofort den Sicherheitsbestimmungen
entsprechend entfernt werden. Radioaktive Abfélle missen entsprechend den
lokalen Bestimmungen und Richtlinien der fur das Labor zustdndigen Behdrden
gelagert werden. Das Einhalten der Sicherheitsbestimmungen fir den Umgang mit
radioaktiven Substanzen gewahrleistet ausreichenden Schutz.

Die menschlichen Blutkomponenten in diesem Kit wurden mit europdischen und in
den 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 daruber liefern, dass menschliche Blutbestandteile nicht Hepatitis, AIDS
oder andere Infektionen Ubertragen. Deshalb sollte der Umgang mit Reagenzien,
Serum oder Plasmaproben in Ubereinstimmung mit den Sicherheitshestimmungen
erfolgen.

Alle tierischen Produkte und deren Derivate wurden von gesunden Tieren
gesammelt. Komponenten von Rindern stammen aus Landern in denen BSE nicht
nachgewiesen wurde. Trotzdem sollten Komponenten, die tierische Substanzen
enthalten, als potentiell ansteckend behandelt werden.

Vermeiden Sie Hautkontakt mit den Reagenzien (Natriumazid als
Konservierungsmittel). Das Azid in diesem Kit kann mit Blei oder Kupfer in den
AbfluRrohren reagieren und so hochexplosive Metallazide bilden. Spilen Sie
wahrend der Waschschritte den AbfluR grindlich 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. Tragen Sie Schutzkleidung
und Wegwerfhandschuhe.
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XVII.ZUSAMMENFASSUNG DES PROTOKOLLS

GESAMT- KALIBRATOREN PROBE(N)-
AKTIVITAT (ul) KONTROLLE
(nD) N
(1)

Kalibratoren (0 to 5) - 100 -
Proben, Kontrollen - - 100
Tracer 50 50 50
Inkubation 3 Std. bei Raumtemperatur
Separation - absaugen
Waschldsung - 3,0ml
Separation - absaugen
Auswertung Messen der Réhrchen 60 Sekunden
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Prima di utilizzare il kit leggere attentamente le istruzioni per ’uso

C-PEP Il -RIA-CT

l. USO DELKIT

Kit radioimmunologico per la determinazione quantitativa in vitro del Peptide-C umano nel siero.

1. INFORMAZIONI DI CARATTERE GENERALE

A. Nome commerciale: DIlAsource C-PEP 1I-RIA-CT Kit
B. Numero di catalogo: KIP0409: 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

11. INFORMAZIONI CLINICHE

A Attivita biologiche

L'insulina viene sintetizzata nelle cellule beta delle isole di Langerhans come una molecola precursore, la
proinsulina. Nei granuli secretori delle cellule beta, la proinsulina viene scissa in insulina e in un peptide di 31
aminoacidi, denominato Peptide di Collegamento o Peptide C. L'insulina e il Peptide C vengono secreti in
quantita equimolari. Tuttavia, per la sua emivita lunga, la concentrazione plasmatica di Peptide C & maggiore
rispetto a quella dell'insulina.

La determinazione del Peptide C nel plasma consente una valutazione della produzione di insulina endogena,
anche in presenza di somministrazione di insulina esogena o di anticorpi anti-insulina circolanti.

Inoltre, la determinazione del Peptide C nelle urine fornisce un indice affidabile della produzione di insulina
quando il prelievo del sangue ¢é difficile 0 quando viene richiesta una stima integrata della secrezione di Peptide
C in un periodo di alcune ore.

B. Applicazioni cliniche
Valutazione della funzione residua delle cellule beta nei pazienti diabetici in terapia insulinica
Rilevamento e monitoraggio della fase di remissione del diabete tipo |
Aggiunta nella diagnosi differenziale tra diabete tipo | (insulino-dipendente) e tipo Il (non insulino-
dipendente)
Diagnosi di ipoglicemia fittizia insulino-indotta
Contributo alla diagnosi di insulinoma (test di soppressione dell'insulina)
Indice prognostico dello stato del feto nelle donne diabetiche gravide
Valutazione della secrezione di insulina nelle epatopatie
Monitoraggio della pancreatectomia



Iv.

PRINCIPIO DEL METODO

Una quantita definita di C-Peptide marcata con 21 compete con il C-Peptide
presente in calibratore e campioni per un numero definito di siti di un anticorpo
adsorbito sulla superficie interna di provette di polistirene. Non é richiesta
estrazione né cromatografia. Dopo 3 ore di incubazione a temperatura ambiente,
la reazione di competizione viene interrotta per aspirazione della miscela di
reazione. Le provette vengono quindi lavate con tampone di lavaggio diluito e

aspirate. La concentrazione di C-Peptide

nei campioni viene calcolata per

interpolazione sulla curva calibratore.

V. REATTIVI FORNITI
Reattivi Kit da 96 Codice Volume di
test colore ricostituzione
Provett_e sensibili_zzate 2% 48 arancione Pronte per I’uso
U con anticorpo anti C-
Pentide
Ag a 1 flacone rosso | Aggiungere 6 ml
liofilizzati di acqua distillata
Marcato: C-PEPTIDE marcato con 2| 175 kBq
(grado HPLC), in tampone fosfato con
gelatina bovina e sodio azide (<0,1%)
CAL n 1 flacone giallo Aggiungere 3 ml
. .. . liofilizzati di acqua distillata
Calibratore zero in siero umano e timolo
CAL 5 flaconi giallo Aggiungere 1 ml
Calibratore 1-5 di C-PEPTIDE, (le liofilizzati di acqua distillata
concentrazioni esatte degli calibratore
sono riportate sulle etichette dei flaconi),
in siero umano e timolo
‘ WASH ‘ SOLN I CONC ‘ 1 flacone bruno Diluire 70 x con
10 ml acqua distillata
usando un
Tampone di lavaggio (TRIS-HCI) agitatore
magnetico
CONTROL | N | 2 flaconi argento | Aggiungere 1 ml
Controlli- N = L0 2, in plasma umano e liofilizzati di acqua distillata
timolo
Note : Usare lo calibratore zero per diluire i campioni
1 ng della preparazione del calibratore € equivalente a 1 ng NIBSC IRR
13/146.
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 e 1 ml (Si raccomanda di
utilizzare pipette accurate con puntale in plastica monouso).
3. Provette monouso in polistirene (12 x 75 mm)
4. Agitatore tipo vortex.
5. Agitatore magnetico.
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%)
VIl. PREPARAZIONE DEI REATTIVI
A Calibratore: Ricostituire lo calibratore zero con 3,0 mL di acqua distillata
e gli altri calibratore con 1,0 mL di acqua distillata..
B. Controlli: Ricostituire i controlli con 1,0 ml di acqua distillata.
C. Marcato: Ricostituire il marcato con 6,0 ml di acqua distillata.
D. Soluzione di lavoro del tampone di lavaggio: Preparare la quantita

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

VIII.

IX.

=
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CONSERVAZIONE E SCADENZA DEI REATTIVI

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

Dopo ricostituzione, il tracciante deve essere usato immediatamente o
conservato a -20 °C fino alla data di scadenza.

Dopo ricostituzione, i calibratori e i controlli sono molto instabili,
utilizzarli immediatamente dopo la ricostituzione. Congelarli subito in
aliquote e conservarli a —20°C per 3 mesi.

Evitare ripetuti cicli di congelamento-scongelamento dei campioni.

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

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

RACCOLTA E PREPARAZIONE DEI CAMPIONI

Conservare i campioni di siero a 2-8°C.

Se non si desidera eseguire il dosaggio entro 8 ore dal prelievo, si
raccomanda di conservare i campioni a —20°C.

Evitare ripetuti cicli di congelamento-scongelamento dei campioni.

METODO DEL DOSAGGIO

Avvertenze generali

Non usare il kit 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
calibratore, campione o controllo. Numerare 2 provette non sensibilizzate
per la determinazione dell’attivita totale.

Agitare brevemente su vortex calibratore, campioni e controlli. Dispensare
100 pl di calibratore, campioni e controlli nelle rispettive provette.
Effettuare questa operazione entro 15 minuti.

Dispensare 50 ul di C-PEPTIDE marcato con ' in tutte le provette,
comprese quelle per I’attivita totale.

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

Incubare 3 ore a temperatura ambiente.

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 3 ml di
soluzione di lavoro di tampone di lavaggio, evitando di provocare la
formazione di schiuma.

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.

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

cpm (Calibratore, campioni o controlli)
cpm (Zero Calibratore )

B/BO (%) = x100

Usando carta semilogaritmica a 3 cicli o logit-log e ponendo in ordinata i
rapporti di competizione. B/B0O (%) per ogni calibratore e in ascissa le
rispettive concentrazioni di C-PEPTIDE, tracciare la curva di taratura,
scartare i valori palesemente discordanti.



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

5. Per interpolazione sulla curva di taratura dei rapporti di competizione di
campioni e controlli, determinare le rispettive concentrazioni di C-
PEPTIDE.

6. Per ogni dosaggio determinare la capacita legante BO/T.

XIl.  CARATTERISTICHE TIPICHE

| sotto riportati sono forniti a titolo di esempio e non devono essere utilizzati per
calcolare le concentrazioni di C-PEPTIDE in campioni e controlli al posto della
curva calibratore eseguita contemporaneamente.

TEST DI RECUPERO

C-PEPTIDE cpm B/Bo (%)
Attivita totale 75295
Calibratore 0,0 pmol/ml 17690 100,0
0,09 pmol/ml 14319 80,9
0,29 pmol/ml 11618 65,7
0,95 pmol/ml 6534 36,9
2,98 pmol/ml 3361 19,0
9,94 pmol/ml 1379 78

Campione C-PEPTIDE C-PEPTIDE Recupero
aggiunto recuperato (%)
(pmol/ml) (pmol/ml)
Siero 0.14 0.14 100

0.17 0.19 112
0.22 0.22 100
0.39 0.44 113
1.14 1.12 98
3.14 3.02 96

Fattore di conversione:

da ng/ml a pmol/ml: 3
E. Tempo trascorso tra ’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 15
minuti dopo 1’aggiunta del calibratore.

XIHI. CARATTERISTICHE E LIMITI DEL METODO

A. Sensibilita

La sensibilita, calcolata come concentrazione apparente di un campione con cpm
pari alla media meno 2 deviazioni calibratore di 20 replicati dello calibratore
zero, e risultata essere 0,04 pmol/ml.

B. Specificita

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

TEMPO TRASCORSO
Siero 0 5 10 15 200 30°
pmol/ml
C1 0,66 0,53 0,55 0,61 0,52 0,41
C2 2,27 2,14 2,58 1,90 1,79 2,07

Composto Cross-Reattivita
(%)
Proinsulina umana di biosintesi 5,6%
Glucagone umano -
Insulina umana -
C. Precisione
INTRA SAGGIO INTER SAGGIO
Siero N <X>+SD cv Siero N <X>+SD CcVv
(pmol/ml) (%) (pmol/ml) (%)

24 | 0.28+0.03 | 10.7
26 1.21+0.04 | 3.3
0.18+0.01 | 5.6

21 0.28 £0.03 10.7
21 112+0.11 9.8
0.17 £0.02 11.8
24 | 0.68+0.04 |59 22 0.65 +0.05 7.7

mooOm>
N
N
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24 1.60+0.11 | 6.9 22 1.68 +£0.12 7.1

SD : Deviazione Standard; CV: Coefficiente di Variazione

D. Accuratezza
TEST DI DILUIZIONE

Campione Diluizione Concentrazione Concentrazione
teorica misurata
(pmol/ml) (pmol/ml)
Siero 11 - 6,99
12 3,50 3,04
1/4 1,75 1,56
1/8 0,87 0,80
1/16 0,44 0,46
1/32 0,22 0,28
1/64 0,11 0,07

| campioni sono stati diluiti con calibratore zero.

XIV. 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 pud preparare un proprio pool di sieri da utilizzare come
controllo, da conservare congelato in aliquote.

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

XV. INTERVALLI DI RIFERIMENTO

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

In un gruppo di 79 soggetti normali, la concentrazione media di Peptide-C umano
riscontrata ¢ stata di 1,02 pmol/ml (range, basato su percentili da 2,5% a 97,5%:
0,59 - 1,56 pmol/ml).

XVI. PRECAUZIONI PER L’USO

Sicurezza

11 kit & solo per uso diagnostico in vitro.

1l kit contiene 21 (emivita: 60 giorni) emettente raggi X (28 keV) e v (35.5 keV)
ionizzanti.

L’acquisto, la detenzione, 1'utilizzo e il trasporto di materiale radioattivo sono
soggetti a regolamentazione locale. In nessun caso il prodotto pud essere
somministrato ad esseri umani o animali.

Usare sempre guanti e camici da laboratorio quando si manipola materiale
radioattivo. Le sostanze radioattive devono essere conservate in propri contenitori
in appositi locali che devono essere interdetti alle persone non autorizzate. Deve
essere tenuto un registro di carico e scarico del materiale radioattivo. 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 pud reagire con piombo rame o ottone presenti nelle
tubature di scarico per formare metallo-azidi esplosive. Smaltire questi reattivi
facendo scorrere abbondante acqua negli scarichi.

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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XVIIl. SCHEMA DEL DOSAGGIO

Attivita totale Calibratore Campioni
Controlli
pl pl ul
Calibratore (0 - 5) - 100 -
Campioni, controlli - - 100
Marcato 50 50 50

Incubazione

3 ore a temperatura ambiente

Separazione

Soluzione di lavoro del
tampone di lavaggio
Separazione

Aspirare
3ml

Aspirare

Conteggio

Contare le provette per 1 minuto
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Leer el protocolo completo antes de usar.

C-PEP II-RIA-CT

INSTRUCCIONES DE USO

Radioinmunoensayo para la determinacion cuantitativa in vitro del Péptido-C humano en suero.

1. INFORMACION GENERAL
A. Nombre: DIAsource C-PEP II-RIA-CT Kit
B. NOmero de Catélogo: KIP0409 : 96 tests

C. Fabricado por: DIAsource ImmunoAssays S.A.

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

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

INFORMACION CLINICA

A. Actividades biolégicas

La insulina es sintetizada en las células beta de las islas de Langerhans como una molécula precursora,
la proinsulina. En los granulos secretorios de las células beta la proinsulina es escindida en insulina y
en un peptido con 31 aminoacidos, el Peptido de Conexion o el Peptido-C. La insulina y el Peptido-C
son segregados en cantidades equimolares. Sin embargo, la concentracion en plasma del Peptido-C es
mas elevada que la concentracion de la insulina por su media-vida mas larga.

La determinacion del Peptido-C en plasma permite una evaluacion de la produccién de insulina
enddgena, incluso en caso de administracion de insulina exégena o en caso de presencia de anticuerpos
anti-insulina circulantes.

Ademas, la determinacién del Peptido-C en orina presenta un indice seguro para la produccion de
insulina si muestras sanguineas se obtienen dificilmente o si una evaluacion integrada de la secrecion
del Peptido-C durante un periodo de unas horas es necesaria.

B.

Aplicaciones clinicas

Evaluacion de la funcién de las células beta residual en diabéticos bajo tratamiento con
insulina

Deteccion y observacion de la fase de remision de las diabetes tipo |

Medio auxiliar para el diagndstico diferencial entre las diabetes tipo | (dependiente de la
insulina) y tipo Il (no dependiente de la insulina)

Diagnostico de la hipoglicemia facticia inducida por la insulina

Contribucion al diagnéstico de la insulinoma (test de supresion de la insulina)

indice de prognosis para el resultado fetal en mujeres diabéticas embarazadas

Evaluacion de la secrecidn de insulina en caso de enfermedad del higado

Observacion de la pancreatectomia

€S



IV.  PRINCIPIOS DEL METODO

Una cantidad fija de C peptide marcada con 1*%® compite con el C peptide a medir,
presente en la muestra 6 en el calibrador, por los puntos de unién del anticuerpo
inmovilizado en las paredes de un tubo de poliestireno. No se requiere ni
extraccion ni cromatografia. Después de 3 horas de incubacién a T.A., una
aspiracion termina con la reaccion de competicién. Los tubos se lavan con 3 ml
de Solucién de lavado y se aspiran otra vez. Se dibuja la curva de calibracién y
las concentraciones de C peptide de las muestras se determinan por interpolacion
de la dosis en la curva de calibracion.

V. REACTIVOS SUMINISTRADOS

Reactivos Kit 96 test Cadigo Reconstitucion
de Color
Tubos recubiertos con 2x48 anaranja | Listo para uso
U anti C peptide do
Ag %) 1 vial rojo Afadir 6 ml de agua
liofilizado 175 destilada
kBq

TRAZADOR: C peptide marcado
con 1'® (grado HPLC) en tampdn
fosfético con gelatina bovina y azida
(<0,1%)

1 vial amarillo | Afiadir 3 ml de agua
n liofilizado destilada

Calibrador cero en suero humano y

thymol

CAL 5 viales amarillo | Afiadir 1 ml de agua

liofilizados destilada
Calibradores C peptide - N =1al 5
(mirar los valores exactos en las
etiquetas) en suero humano y thymol
1 vial marrén | Diluir 70 x con agua

| WASH | SOLN | CONC | 10 ml destilada (utilizar

Soluci6n de lavado ( TRIS-HCI) agitador magnético)

2 viales plateado | Afiadir 1 ml de agua
| liofilizados destilada

CONTROL | N

Controles-N=102
en plasma humano y thymol

Nota: 1. Para diluciones de muestras utilizar estandar cero.
2. 1 ng de la preparacion del calibrador equivale a 1 ng de NIBSC IRR
13/146.

VI. MATERIAL NO SUMINISTRADO

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

1. Agua destilada

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

Tubos de polistireno desechables (12 x 75 mm)

Vortex

Agitador magnético

Jeringa automatica 5 ml (tipo Cornwall) para el lavado

Sistema de aspiracion (opcional)

Contador de radiaciones gamma para medir 1?® ( minima eficiencia 70%)

© N0~ W

VII. PREPARACION REACTIVOS

A. Calibradores: Reconstituir el calibrador cero con 3 ml de agua destilada y
otros calibradores con 1 ml de agua destilada.

Controles: Reconstituir los controles con 1 ml de agua destilada.

Trazador: Reconstituir el trazador con 6 ml de agua destilada.

Solucién de lavado de trabajo: Preparar el volumen necesario de Solucién
de lavado de trabajo mezclando 69 partes de agua destilada por 1 parte de
Solucion de lavado (70x). Utilizar un agitador magnético para
homogeneizar. Desechar la solucién de lavado de trabajo no utilizada al
final del dia.
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VIII. 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.

- Dopo ricostituzione, il tracciante deve essere usato immediatamente o
conservato a -20 °C fino alla data di scadenza.

- Dopo ricostituzione, i calibratori e i controlli sono molto instabili,
utilizzarli  immediatamente dopo la ricostituzione. Congelar
inmediatamente en alicuotas y guardar a —20°C durante 3 meses.

Evitar congelar y descongelar sucesivamente.

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

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

IX. RECOGIDA Y PREPARACION DE MUESTRAS

- Las muestras de suero deben ser guardadas a 2-8°C.
- Si el ensayo no se realiza en 8 hrs., almacenar las muestras a —20°.
- Evitar congelar y descongelar sucesivamente.

X. PROTOCOLO

A. Notas de manejo
No utilizar el kit 6 componentes después de la fecha de caducidad. No
mezclar reactivos de diferente numero de lote. Llevar todos los reactivos a
temperatura ambiente antes de su uso.
Agitar municiosamente todos los reactivos y muestras, agitdndolos o
girandolos suavemente. Con el fin de evitar ninguna contaminacién
utilizar puntas de pipetas desechables y limpias para la adicién de cada
reactivo y muestra.
El uso de pipetas de precision 6 equipamiento de dispensacién 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.

B. Protocolo

Marcar los tubos recubiertos por duplicado para cada unos de los

estandares, muestras y controles. Para la determinacién de las Cuentas

Totales, marcar 2 tubos normales.

2. Agitar brevemente los calibradores, muestras y controles y dispensar 100
ul de cada uno en sus respectivos tubos.

Esta operacion debe ser terminada en menos de 15 minutos.

3. Dispensar 50 pl de C peptideE marcadé con 1'% en cada tubo, incluyendo
los tubos descubiertos a las Cuentas Totales.

4. Agitar suavemente la gradilla de tubos para soltar cualquier barbuja
cautiva de las paredes de los tubos.

5. Incubar durante 3 horas a T.A.

6. 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.

7. Lavar los tubos con 3 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. Dejar los tubos en posicion inversa durante 2 minutos y aspirar el liquido
restante.

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

XI.  CALCULO DE RESULTADOS

=

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

Cuentas (Calibrador 6 muestra)
Cuentas ( Calibrador Cero)
3. Utilizando papel 3 ciclo semilogaritmico 6 logit-log, representar los
valores de (B/B0%) de cada calibrador frente a las contraciones del C

peptide de cada calibrador, rechazando los extremos claros.

Métodos computarizados de computacion de resultados pueden ser
utilizados para la construccién de la curva de calibracién. Si se utiliza un
sistema automatico de calculo de resultados, se recomienda usar la
representacion grafica “ 4 parametros”.

B/BO (%) = X100

4. Por interpolacion de los valores (B/B%) de las muestras, se determinan los
valores de las concentraciones de las mismas desde la curva de calibracion.
5. El porcentaje total de enlace del trazador en ausencia de C peptide no

marcado (BO/T) debe ser calculado en cada ensayo.



XIl.  EJEMPLO DE RESULTADOS

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

TEST DE RECUPERACION

C-Peptide cpm B/Bo (%)
Cuentas Totales 75295
Calibrador 0,0 pmol/mi 17690 100,0
0,09 pmol/ml 14319 80,9
0,29 pmol/ml 11618 65,7
0,95 pmol/ml 6534 36,9
2,98 pmol/ml 3361 19,0
9,94 pmol/ml 1379 7,8

X111. REALIZACION Y LIMITACIONES

A Limite de deteccion

Veinte calibradores cero fueron medidos en una curva con otros

calibradores.

Muestra C peptide C peptide Recuperado
afiadido Recuperado (%)
(pmol/ml) (pmol/ml)
suero 0.14 0.14 100
0.17 0.19 112
0.22 0.22 100
0.39 0.44 113
1.14 1.12 98
3.14 3.02 96
Factor de conversion :
De ng/ml a pmol/ml : 3
E. Tiempo de espera entre la dispensacién del Gltimo calibrador y la de

la muestra
Como indicado mas abajo, la dispensacién de las muestras debe ser
terminada en menos de 15 minutos después de la dispensacion del

El limite de deteccion, definido como la concentracién aparente resultante
de dos desviaciones estandares debajo de la media de enlace del calibrador
cero, fue de 0,04 pmol/ml.

B. Especificidad

El porcentaje de reaccién cruzada estimada por la comparacién de la

calibrador.
TIEMPO DE ESPERA
Suero 0 5 10° 15° 200 30°
pmol/ml
C1 0,66 0,53 0,55 0,61 0,52 0,41
Cc2 2,27 2,14 2,58 1,90 1,79 2,07

concentracion (indicando una inhibicion de 50 %) es respectivamente :

Glucagén humano
Insulina humana

Componente Reaccion-cruzada
(%)
Proinsulina Biosintética humana 5,6

C. Precision

PRECISION INTRA-ENSAYO

PRECISION INTER-ENSAYO

Suero N <X>*SD CcVv Suero N <X>+SD Ccv
(pmol/ml) (%) (pmol/ml) (%)
A 24 0.28 £ 0.03 10.7 A 21 0.28 £ 0.03 10.7
B 26 1.21+0.04 3.3 B 21 1.12+0.11 9.8
C 24 0.18 £0.01 5.6 C 22 0.17 £0.02 11.8
D 24 0.68 £ 0.04 5.9 D 22 0.65 £ 0.05 7.7
E 24 1.60+0.11 6.9 E 22 1.68+0.12 7.1
SD : Desviacion Estandar; CV: Coeficiente de Variacion
D. Exactitud
TEST DILUCION

Muestra Dilucion Concent. Concent.
Tedrica Medida
(pmol/ml) (pmol/ml)
suero 1/1 - 6,99
12 3,50 3,04
1/4 1,75 1,56
1/8 0,87 0,80
1/16 0,44 0,46
1/32 0,22 0,28
1/64 0,11 0,07

Las muestras fueron diluidas con el calibrador cero.

XIV. 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
podran ser utilizados a no ser que se pueda dar una explicacion
convincente de dicha discrepancia

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

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

XV. INTERVALOS DE REFERENCIA

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

En un grupo de 79 individuos normales, la concentracion mediana del péptido C
humano fue 1,02 pmol/ml (alcance basado en percentilos de 2,5% a 97,5%:0,59 -
1,56 pmol/ml).

XVI. PRECAUCIONES Y ADVERTENCIAS

Sequridad

Para uso solo en diagnostico 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 ningln caso el producto debera ser
suministrado a humanos y animales.

Todo el manejo de producto radiactivo se hara en una area sefializada, diferente
de la de paso regular. Debera de utilizarse un libro de registros de productos
radiactivos utilizados. ElI 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, XVII.RESUMEN DEL PROTOCOLO
anti-HIV-1'y 2. No se conoce ninglin método que asegure que los derivados de la

sangre humana no transmitan hepatitis, SIDA 6 otras infecciones. Por lo tanto el MUESTRA(S)
manejo de los reactivos y muestras se hara de acuerdo con los procedimientos de CUENTAS CALIBRADO | | TROL(S
seguridad locales. TOTALES RES @b ©)
Todos los productos animales y derivados han sido obtenidos a partir de animales G Gl "
sanos. Componentes bovinos originales de paises donde BSE no ha sido
informado. Sin embargo, los componentes conteniendo substancias animales Calibradores (0 al 5) - 100 -
deberan ser consideradas como potencialmente infecciosas. Muestras, controles - - 100
Evitar cualquier contacto de los reactivos con la piel (azida sédica como Trazador 50 50 50
conservante). La azida en este kit puede reaccionar con el plomo y cobre de las
cafierias y prodch azidas metallca_s altamente explosivas. Dl_Jrante el proceso de Incubacion 3horasa TA.
lavado, hacer circular mucha cantidad de agua por el sumidero para evitar el
almacenamiento de la azida. B .
No fumar, beber, comer 6 utilizar cosméticos en el area de trabajo. No pipetear Separacion : aspirar
con la boca. Utilizar ropa de proteccion y guantes. Solucion de lavado de . 30ml

trabajo )

Separacion - aspirar
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Leia todo o protocolo antes de utilizar.

C-PEP II-RIA-CT

I.  UTILIZACAO PREVISTA

Radioimunoensaio para a determinacéo quantitativa in vitro da proteina C no soro humano.

1. INFORMAQC)ES GERAIS
A. Nome do proprietario: DIAsource C-PEP II-RIA-CT Kit
B. NOmero do catalogo:  KIP0409 : 96 testes

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

Para obter informacdes sobre aquisi¢ao ou assisténcia técnica, contacte:
Tel : +32 (0)10 84.99.11 Fax : +32 (0)10 84.99.91

I1l. SIGNIFICADO CLINICO

A. Actividade Bioldgica

A insulina é sintetizada nas células beta das ilhotas de Langerhans como uma molécula precursora, a
proinsulina. Nos granulos secretérios das células beta, a proinsulina é clivada em insulina e no peptideo
aminoacido 31, também designado como Proteina Conectora ou Proteina C. A Insulina e a Proteina C
sdo segregadas em quantidades equimolares. Contudo, devido a sua maior semi-vida, a concentragdo
plasmaética de proteina C é superior a da insulina.

A determinacdo da Proteina C plasmatica permite uma avaliagdo da produc¢do de insulina enddgena,
mesmo na presenca de administracdo de insulina exdgena ou na presenca de anticorpos circulantes.
Além disso, a determinagdo da Proteina C na urina fornece um indice fidvel de produgdo de insulina
sempre que a analise sanguinea seja dificultada ou quando é solicitada uma estimativa integrada da
secrecdo de Proteina C durante um periodo de vérias horas.

B.  Aplicagdes clinicas
Avaliacéo da fungdo residual das células beta em diabéticos sujeitos a insulinoterapia
Detec¢do e monitorizagdo da fase de remissdo da diabetes de tipo |
Adjuvante no diagnostico diferencial entre diabetes do tipo | (insulinodependente) e do tipo Il
(ndo insulinodependente)
Diagnostico de hipoglicémia facticia induzida por insulina.
Contribuicédo para o diagndstico do insulinoma (teste de supressao de insulina)
Prognéstico do indice de outcome fetal em mulheres diabéticas gravidas
Avaliacdo da secrecdo de insulina na doenca hepética
Monitorizacdo da pancreatectomia



Iv.

PRINCIPIO DO METODO

Uma quantidade fixa de peptideo C marcado com %1 compete com o peptideo C
a ser medido, presente na amostra ou no calibrador, para uma quantidade fixa de
locais de anticorpo, que é imobilizado nas paredes dos tubos de poliestireno. Nem
a extraccdo nem a cromatografia sdo necessarias. Ap6s uma incubagédo de 3 horas
a temperatura ambiente, a reaccdo de competi¢do termina com a operagdo de
aspiracdo. A seguir os tubos sdo lavados com 3ml de solugdo de lavagem de
trabalho e novamente aspirados. Traga-se uma curva de calibragdo e as
concentracOes de peptideo C nas amostras sdo determinadas por interpolagdo da
dose a partir da curva de calibracéo.

V. REAGENTES FORNECIDOS
Reagentes % ‘lzeitstes Cadigo Reconstitui¢éo
de cor
. 2x48 cor-de- Pronto para
U Tubos re_vestldos_ laranja utilizar
com anti C peptide
1 recipiente | vermelho | Adicione 6 ml
liofilizado de agua
Marcador: Peptideo C marcado com %9 175 kBq destilada
(grau HPLC) em tampéo fosfato com
gelatina bovina e azida (<0,1%)
CAL “ 1recipiente | amarelo | Adicione 3 ml
liofilizado de dgua
Calibrador Zero em soro humano e timol destilada
CAL 5 recipientes | amarelo | Adicione 1 ml
. . liofilizados de 4gua
Calibradores 1-5 em soro humano e timol destilada
(ver valores exactos nos rétulos dos
recipiente)
1 recipiente | castanho | Dilua 70 x com
‘ WASH | SOLN l CONC ‘ 10 ml agua destilada
(use um agitador
Solugao de lavagem magneético).
2 recipientes | prateado | Adicione 1 ml
| CONTROL | N | liofilizados de 4gua
destilada
Controlos 1 e 2 em plasma humano com
timol
Nota:
1. Utilize o Calibrador zero para diluigdes de amostras
2. 1ngda preparacéo do calibrador é equivalente a 1 ng NIBSC IRR 13/146.
VI.  MATERIAL NAO FORNECIDO
O seguinte material é necessario, mas ndo € fornecido com o kit:
1. Agua destilada
2. Pipetas autométicas: 50 ul, 100 pl e 1 ml (recomenda-se a utilizagdo de
pipetas precisas, com pontas descartaveis)
3. Misturador vortex
4. Agitador magnético
5. Tubos de poliestireno de utilizagdo Unica (12 x 75 mm)
6. Seringa automatica de 5 ml (tipo Cornwall) para lavagem
7. Dispositivo de aspiracdo e lavagem.
8. Qualquer contador gama com capacidade para medir 1251 pode ser
utilizado (alcance minimo 70%)
VII. PREPARACAO DOS REAGENTES
A Calibradores: Reconstitua o calibrador zero com 3 ml de agua destilada e
os outros calibradores com 1 ml de agua destilada.
B. Controlos: Reconstitua os controlos com 1 ml de gua destilada.
C. Marcador: Reconstitua com 6 ml de dgua destilada.
D. Solucdo de Lavagem de Trabalho: Prepare um volume adequado de

Solucdo de Lavagem de Trabalho, adicionando 69 volumes de &gua
destilada para 1 volume de solugéo de lavagem (70x). Use um agitador
magnético para homogeneizar. Elimine a solugéo de lavagem ndo utilizada
no final do dia.

VIIL.

oo

10.

XL

ARMAZENAMENTO E PRAZO DE VALIDADE DOS REAGENTES

Antes de serem abertos ou reconstituidos, todos os componentes dos kits
sdo estaveis até ao final do prazo de validade, indicado no rétulo, desde
que mantidos entre 2 a 8°C.

Apds a reconstituicdo, o marcador deve ser usado imediatamente ou
armazenado a - 20 ° C, até a data de validade.

Apds a reconstituicdo, os calibradores e controles sdo muito instaveis, usa-
los imediatamente apds a reconstituicdo. Para periodos de armazenamento
mais prolongados, as aliquotas deverdo ser preparadas e mantidas a
temperaturas de —20°C por um periodo de tempo maximo de 3 meses.
Evite ciclos de congelamento e descongelamento sucessivos

A solucéo de lavagem de trabalho deve ser feita e utilizada no mesmo dia.
As alteragbes na aparéncia fisica dos reagentes do kit podem indicar
instabilidade ou degradacéo.

RECOLHA E PREPARACAO DE AMOSTRAS

Amostras de soro devem ser mantidas entre 2-8°C.

Se a andlise nao for realizada em 8 h, é recomendado o seu armazenamento
em aliquotas a uma temperatura de -20°C.

Evite ciclos de congelamento e descongelamento sucessivos

PROCEDIMENTO

Notas de manipulagéo

Né&o utilize o kit ou qualquer componente depois da expiracéo do prazo de
validade. Ndo misture componentes de diferentes lotes. Antes de utilizar
todos os componentes devem estar a temperatura ambiente (TA).

Misture bem o0s reagentes e as amostras, por agitagdo ou rotacdo suaves.
Para evitar contaminacfes cruzadas, utilize uma ponta de pipeta limpa e
descartavel, para adicéo de cada componente.

Pipetas de alta precisio ou equipamento automético de pipetagem
melhoram a precisdo. Respeite os periodos de incubagéo.

Prepare uma curva de calibragéo para cada andlise, nao utilize dados de
analises prévias.

Procedimento

Rotule os tubos revestidos em duplicado, para cada calibrador, amostra,
controlo. Para a determinagdo das contagens totais, rotule 2 tubos normais.
Agite ligeiramente no vortex calibradores, amostras e controlos e dispense
100 pl de cada, para os tubos respectivos.

Esta operacao devera ser concluida num prazo de 15 minutos.
Dispense 50 pl de peptideo C marcado com I ¥ para cada tubo, incluindo
0s tubos normais para as contagens totais.

Agite suavemente o suporte dos tubos, para libertar possiveis bolhas de ar.
Incube durante 3 horas & temperatura ambiente.

Aspire o conteido de cada tubo (excepto os das contagens totais).
Assegure-se que a ponta plastica do aspirador atinge o fundo do tubo
revestido, para remover todo o liquido.

Lave os tubos com 3 ml de solugdo de lavagem de trabalho (excepto os das
contagens totais) e aspire. Evite a formacéao de espuma quando adiciona a
solucéo de lavagem.

Depois da lavagem, deixe os tubos direitos durante 2 minutos e
seguidamente aspire a Gltima porgéo de liquido.

Conte os tubos num contador gamma durante 60 segundos.

CALCULO DOS RESULTADOS

Calcule a média das determinagdes em duplicado.

Calcule a radioactividade de ligagdo como uma percentagem da ligagdo

determinada no ponto do calibrador zero (0), de acordo com a férmula

seguinte:

Contagens (Calibrador ou amostra)
Contagens (calibrador Zero)

B/BO (%) = x100

Utilizando um papel de grafico semi-logaritmico de 3 ciclos ou logit-log,
trace os valores (B/B0(%)) para cada ponto de calibragem como uma funcéo
da concentracdo peptideo C em cada ponto, rejeitando os resultados
aberrantes 6bvios.

Os métodos informéticos também podem ser utilizados para construir a
curva de calibragem. Se o processamento dos resultados for automatico, é
recomendavel um ajustamento de curvas de funcdo logistica de 4
parametros.

Por interpolagdo dos valores das amostras (B/B0(%)), determine as
concentragdes de peptideo C das amostras da curva de referéncia.



6. Para cada andlise, a percentagem de marcador total ligado na auséncia de
Peptideo C(BO/T) sem rétulo deve ser verificada.

X1l.  DADOS TIPICOS

Os dados seguintes servem apenas de exemplo e nunca devem ser utilizados em
detrimento dos dados reais da curva de calibragem.

Peptideo C Cpm B/Bo (%)
Contagem Total 75295
Calibrador 0,0 pmol/ml 17690 100,0
0,09 pmol/ml 14319 80,9
0,29 pmol/ml 11618 65,7
0,95 pmol/ml 6534 36,9
2,98 pmol/ml 3361 19,0
9,94 pmol/ml 1379 7,8

XIll. DESEMPENHO E LIMITES

A. Limite de deteccdo

Foram analisados 20 calibradores zero , juntamente com um conjunto de outros
calibradores.

O limite de detecgdo, definido como a concentragdo aparente, 2 DP abaixo das
contagens médias com zero ligagdes, foi de 0,04 pmol/ml.

B. Especificidade
A percentagem de reacgdes cruzadas estimada por comparagdo com o
rendimento da concentracdo com inibicdo de 50 % &, respectivamente, de:

TESTE DE RECUPERACAO
Amostra C peptide C peptide Recuperagéo
adicionada medida (pmol/ml) (%)
(pmol/ml)
soro 0.14 0.14 100
0.17 0.19 112
0.22 0.22 100
0.39 0.44 113
1.14 1.12 98
3.14 3.02 96
Fator de conversdo : de ng/ml em pmol/ml: :3

E. Atraso de tempo entre o Ultimo calibrador e a dispensa da amostra
Tal como sera demonstrado daqui em diante, o dispensar das amostras tem
de ser feito dentro de um intervalo de tempo maximo de 15 minutos apds o
dispensamento do calibrador.

ATRASO DE TEMPO

Soro 0 5 10 15° 20° 30
pmol/ml
C1 0,66 0,53 0,55 0,61 0,52 0,41
(67 2,27 2,14 2,58 1,90 1,79 2,07

Composto Reaccao cruzada (%)

Proinsulina humana biossintética 56
Glucagon Humano -
Insulina Humana -

C. Precisao

INTRA-ENSAIO INTER-ENSAIO
Soro N <X>+DP C.V. Soro N <X>+DP C.V.
(pmol/ml) (%) (pmol/ml) (%)
A 24| 028+003 |10.7 A 21| 028+003 | 107
B 26| 121004 |33 B 21| 1124011 |98
C 24| 018+0.01 |56 C 22| 017002 | 118
D 24| 068+0.04 |59 D 22| 065005 |77
E 24| 160011 |69 E 22| 168012 |71

DP: Desvio Padrdo; CV: Coeficiente de variacao
D. Sensibilidade

TESTE DE DILUICAQ

Amostra Diluicéo Concent. Tedrica Concent. Medida.
(pmol/ml) (pmol/ml)
soro 1/1 - 6,99
1/2 3,50 3,04
1/4 1,75 1,56
1/8 0,87 0,80
1/16 0,44 0,46
1/32 0,22 0,28
1/64 0,11 0,07

As amostras foram diluidas com calibrador zero.

XIV. CONTROLO INTERNO DE QUALIDADE

- Se os resultados obtidos para o controlo 1 e/ou controlo 2 ndo estdo dentro
do intervalo especificado no rétulo do recipiente, os resultados ndo podem
ser utilizados, a menos que seja dada uma explicagdo satisfatéria para a
discrepancia encontrada.

- Se for desejavel, cada laboratério pode fazer os seus proprios conjuntos de
amostras de controlo, que podem ser mantidas congeladas em aliquotas.

- Os critérios de aceitagdo para a diferenga entre os resultados duplos das
amostras devem basear-se nas Boas Praticas de Laboratorio.

XV. INTERVALOS DE REFERENCIA

Os valores normais indicados a seguir ndo deverdo ser considerados como
absolutos.

Num grupo de 79 sujeitos normais, a concentragdo média de C-Peptideos
humanos encontrada foi de 1,02 pmol/ml (intervalo baseado em percentagens de
2,5% a 97,5%: 0,59 - 1,56 pmol/ml).

XVI. AVISOS E PRECAUGOES

Seguranca

Apenas para uso em diagndstico in vitro.

Este kit contém 2| (meia-vida: 60 dias), emitindo radiagdes X (28 keV) e y (35.5
keV) ionizantes.

Este produto radioactivo pode apenas ser transportado e utilizado por pessoal
autorizado: a compra, armazenamento, utilizacdo e troca de produtos radioactivos
estdo sujeitas a legislagdo nacional vigente. Em nenhum caso, este produto pode
ser administrados a seres humanos ou a animais.

Toda a manipulacéo radioactiva deve ser efectuada em local proprio e exclusivo
para tal. Deve ser mantido no laboratério, um livro de registo para a recepgdo e
armazenamento de material radioactivo. O equipamento do laboratério e
equipamento de vidro que possa ser contaminado com radioactividade, deve ser
segregado para evitar contaminacdo cruzada com diferentes is6topos. Qualquer
derrame de material radioactivo deve ser imediatamente limpo, de acordo com o0s
procedimentos de radioproteccéo. O lixo radioactivo deve ser rejeitado de acordo
com a legislacdo vigente e as regras do laboratério. A adesdo as regras basicas da
radio-seguranca, fornece a proteccéo adequada.

Os componentes de sangue humano incluidos neste kit foram testados por
métodos aprovados pela legislacdo europeia e/ou FDA e dados como negativos
para 0 HBsAg, anti-HCV, anti-HIV-1 e 2. Néo existe nenhum método, até agora
conhecido, que oferece total seguranca quanto a impossibilidade de transmisséo
de hepatite, HIV ou outras infec¢des, por via do sangue humano. Por isso, deve
manipular os reagentes, o soro ou o0 plasma de acordo com as regras locais de
seguranga, quanto a materiais potencialmente infecciosos.

Todos os produtos de origem animal e seus derivados foram recolhidos de
animias saudaveis. Os componentes bovinos, vieram de paises sem casos
notificados de BSE. No entanto, todos estes componentes devem ser manipulados
como potencialmente infecciosos.




Evite o contacto da pele e mucosas com os reagentes (azida sédica como
conservante). A azida pode reagir com o chumbo e o cobre das canalizagbes e
formar compostos explosivos. Rejeitar com abundante quantidade de agua
corrente para evitar acumulacdes destes compostos.

Néo fume, coma, beba ou aplique cosméticos na area de trabalho. N&o pipete com
0 auxilio da boca. Use vestuario adequado de proteccéo e luvas.
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XVIIl.  RESUMO DO PROTOCOLO

CONTAGENS CALIBRA- CONTROLO
TOTAIS DORES S DAS
AMOSTRAS
(nh (n) (n)
Calibradores (0 to 5) - 100 -
Amostras, controlos - - 100
Marcadores 50 50 50
Incubagédo 3 horas a temperatura ambiente
Separagao - aspirar
Solugdo de lavagem de 3,0ml
trabalho
Separagdo aspirar
Contagem Contar os tubos durante 60 segundos
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C-PEP II-RIA-CT

1. XPHXHI'IA THN OIIOIA IIPOOPIZETAI

Padioavocompocdiopiopdg yio v in Vitro mocotikn pétpnon tov avlponivov C-nentidiov og 0po.

Il. T'ENIKEX IINAHPO®OPIEX
A. Epmopwn ovopooia: Kit C PEP II-RIA-CT g DIAsource
B. ApOpog katardyov: KIP0409: 96 mpocdopiopoi

I'' Koatraokevaleror amdé qv:  DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue du Bosquet, 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgium.

INa teyvikn Pondsia 1] TANpo@opieg 6YETIKA PE TAPAYYELIES ETKOLVOVI|GTE OTA:
Tnh.: +32 (0)10 84.99.11 Do +32 (0)10 88.99.91

I1l. KAINIKO YIIOBA®PO

A. Buwloywkn opaon

H obvBeon g voovAivng Aapupavel ydpa ota B-kotrapo tov ynoidwv tov Langerhans g npddpopo
uoplo, TV TPOIVOOVAIVT. Xt €KKPLTIKG KOKKio TV B-KLTTApwv, 1 TPOIVGOLAIVN dwomdtol og
woovAivn kat o€ évo entioo 31 apvo&émv, To omoio ovopdletal cuvdetiko mentidlo 1| C-nentidlo. H
woovAivn kot to C-mentidlo ekkpivovtal 6 160HoPLaKEG TocoTNTeS. Q0TOC0, AOY® NG UEYAADTEPNG
numng tov, 1 cuykévipwon tov C-tentidiov oto TAAGHO gival VYNAOTEPT amd EKEIVN TNG LVGOLAIVIG.
O mpocdoptopdc Tov C-nentidiov 610 TAAGLO EMTPENEL VAV VTOAOYIGUO TNG TAPAYOYNS EVOOYEVODG
WOOVAIVIG, aKkOUN Kot €V TN Tapovcio. e@yevodg YOPNYNoNG WOOLAIVIG 1 &V T Topovsia
KUKAO(QPOPOHVI®V OVIICOUATOV OVTL-IVGOVAIVIG.

Emumiéov, o mpocdiopiopdg tov C-nentidiov ota ovpa mapéyet Evav a&lomioto SelkTn TG Topoy®yns
WGOLAIVNG, OTav €lval dOoKOAN M ANyn Jdelypatog oipotog 1 OTOV O OmTOITEITOL OAOKANP®UEVOC
VTOAOYIOUOG TNG EKKpLong Tov C-menTidion Yo pio TEPiod0 OPKETMV MPDV.

B. Klvikég epappoyég
. A&oloynon g Aettovpyiog TV VTOAEUUATIKOV B-KUTTApwV 6€ dofnTikods mov Aappdvouv
Oepameia pe voovAivn
Aviyvevon kot TopokorovOnomn g edong Heeong dtafrtn tomov I
Bonfnuo ot dweopikn ddyvoon peta&d Safntn tomov I (tvooviwvoefaptduevov) Kot
Swafn tomov 11 (un woeovivoe&aptduevon)
Abryvoon TevnTe VIOYAVKOLING ETOYOUEVIG OO VGOLAIVNY
Yvpfoin ot ddyvemon GoLMVMUOTOS (e££TAOT KOTOGTOANG VGOVAIVIG)
Aglktng TpoOYyvVOoNG ¢ mopeiag Tov EUPPLOL G SPNTIKEG £YKVES YOVOTKES
A&loAoynon g £KKpIomg IVGOVAIVIG G TEPITTMOT NTATIKNG VOGOL
IMopakorohOnon ToyKPEATEKTOUNG



IV.  BAXIK EX APXEX THX ME®OAOY

Mua otofepn mosétnta Tyr-C-nentidiov onpacpévou pe 1 aviayovileton pe 1o
C-nentidio mov Ba petpndei, To omoio vadpyel oto deiypa 1 oto Pabpovounty,
Yoo otabepr] mocOTTO DECEOV OVTICOUATOV TOV £IVOL OKIVITOTOWMUEVO GTO
Toiyopo evog coAnvapiov moAvotupeviov. Aev amouteitor oVTe €KYOAION 00TE
ypopotoypaeic. Metd omd emdaon 3 opdv oe Oeppokpacio dopatiov, M
avtidpaon avtayoviopob teppotiCetat pe éva frpa avappdenons. Ta coinvépilo
katomyy  mAévovtar pe 3 ml  SoAdpoTog  MAVONG KOl - OVOpPOQOVVTOL.
Toapotdvetor ypaeued po koapmodn Pobpovouneong kot mpocdiopifovror ot
GUYKEVTIPAOGELS TOV C-eNTIOI0V TV SEIYUATOV HE AVAY®YT GUYKEVIPOOEDY Ad
™V KapmoAn Bobpovounong.

V. ITAPEXOMENA ANTIAPAXTHPIA

Avtidpootipra Kt 96 Xpopatikéd Avaovotaon
£€eTGos0V | ¢ KOOKOG
ZoAvapio emeTpoUEVH 2x48 nmoptokoAi | "Etotpo yo
U ue avti-C nentidio xpon
Ag 125) 1 ploAido KOKKWVO TIpocOiote 6 Ml
Avopiro- OMECTOYHEVOD
TOMHEVO vepPOy
IXNHOETHX: Tyr-C-nentidio | 175 kBq

onuacpévo pe 21 (kammyopioag HPLC)
oe pLOUOTIKO SIAVUO POCPOPIKDV
pe Poea Cerativn ko alido (<0,1%)

CAL n 1 ploAido KiTpwvo TIpocOiote 3 ml
Avopiro- OMECTOYHEVOD
Mndeviog Badpovountig oe | mompévo vEPOD

avOpdmivo opd pe Bupodin

CAL “ 5 Quohidio Kitptvo TIpocOiote 1 ml
Avopiro- OMECTOYHEVOD

Babpovountég - N = 1 éwg 5 TOMUEVO vePOU

(deite TG akpPels TIHEG OTIG ETIKETEG

TV puldiov oe avlpdnvo opd pe

Bupoin
1 graridio Kopé Apuderte 70 X
| WASH | SOLN ‘ CONC ‘ 10 ml LE OTESTOYLEVO
vepod
Aidopa mong (TRIS-HCI) (xpnowonomote
HOyVNTIKO
avodevTipa).
2 ploAido aonui Mpocdicte 1 mi
| CONTROL | N | Avogiro- ATECTAYUEVOV
TOMHEVO vePOU

Opoi edéyyov-N =112
og avOpdmvo Thdopa pe Gupoin

Inpeioon: 1. Xpnowomowite to undevikd Pobpovopnt yur opoaidOELS
ophv.
2. 1 ng tov mapoockevdopatog Babuovountn wodvvapei pe 1 ng
NIBSC IRR 13/146.

V1.  ANAAQXIMA I10Y AEN ITAPEXONTAI

To axdérovBa VA amoitodvtor oALE Sev TapEXOVTOL GTO KIT:

1. Amectoaypévo vepd

2. Tétec ywo Sravopn: 50 pl, 100 pl kou 1 ml (Guvictdtar n xprion muetdv
akpiPeiog pe avoddoLo TAAGTIKA pOYYN)

Avoldopa convapla and molvotupévio (12 X 75 mm)

Avapeiktng otpopihiopod (tonov vortex)

Mayvntikdg avadevtpog

Avtopotn ovpryyo tov 5 ml (tomov Cornwall) yo ahdon

Zoompa avoppoenong (TpoatpeTikd)

Mmnopei va ypnoyonondel omolocdnmote HeTPNTAS Y aKTvOPoAlng pe
Svuvartéma pétpnong tov 2 (ehéyiot amddoon 70%).

© N0~ W

VIl. HAPAYXKEYH ANTIAPAXTHPIOY

A BoOpovopntéc: Avacvotiote 10 pundevikd Pabpovounty pe 3,0 ml
AmESTAYHEVOD VEPOV Kot TOVg GAlovg Babuovountéc pe 1,0 ml anestaypévov
VEPOL.

B. Opoi ghéyyov: Avacvotiote Tovg opodg eléyyov pe 1 ml aneotaypévon
vePO.

I. Ixyvn0étng: Avasvetiete Tov vndéty e 6 ml aneotoyévou vepoo.

A. Awlopo mhiong epyaciog: Ilpoctowndote emapkny Oyko SeAVMATOG
mAoong epyaciag pe mpooBnkn 69 Oykwv omectaypévov vepov ce 1 Oyko
Sehvpatog mAvong (70X). Xpnoyomomote HOyVNTIKO OVOIELTHPO Yo TNV
opoyevomoinom. Amoppiyte 0 un ypnolomompévo ddivpo TAdong epyaciog
070 TEAOG TNG NUEPOS.

VIIl. ®YAAZEH KAl HUEPOMHNIA AHEHY TQN ANTIAPAXTHPIQN

- Ipwv and 10 dvorypa M TV avacOGTOCT, OAX TO. GUGTOTIKG TOL KT
mopapévouy otabepd €og v nuepounvio AMEng, n omoio avaypaeeTol
oTNV £TIKETA, EPOGOV dlatnpovvtat o€ Beppokpacio 2 £wg 8° C.

- Metd v avacvotaon, o yvnbimg mpénet va ypnotpomomdel apéog 1
va puiaydei otoug — 20°C, £wg v nuepounvia AEn.

- Metd v avacHotact, ot Babpovountég kat ot opoi glEyyov eivar ToAd
aotadeic. Xpnowomomote tovg apuéomg petd TtV avacvotaon. o
peyoahdtepeg  mepddovg  @UAaENG,  mpémet  va  oynpotiCovion
KAGopaTa/d00E1S oG xprong kot va dtatnpovvtoat otovg —20° C yu 3
WIVES TO OVATEPO.

ATopevyeTe TOVG EMAKOAOVHOVG KUKAOVG KATAYVENG-OTOYVENS.

- Dpéoko, mOPACKEVOGUEVO OldAvpa TAVoNG epyaciog Oo mpémer vo
xpnoponoteital v idio nuépa.

- Toydv petoforés TG QUOIKNG EUPAVIONG TV OVTIOPACTNPIOV TOV KIT
gvdgyetan va vTodNAd@VoLY aotddela 1| aAdoimon.

IX.  XYAAOI'H KAI IIPOETOIMAXIA AEITMAT2N

- Ta detypoto opov TpENEL va puAdocovtal o€ Oeppokpacio 2-8° C.

- Edqv n e&étaon dev mpayuatomombel evidg 8 wpdv, cvviotdrtor n eOAAEN
otovg -20° C.

- Amopelyete TOVG EMAKOAOVHOVG KOKAOVG KATAWLENG-OTOWVENG.

X. ATAATKAXTA

A LUELDCELS CYETIKA e TO YEPLONO
Mn %pNOHOTOLEITE TO KIT 1) TO CUGTOTIKA UETA TNV MHEPOU ViDL AENG.
Mnyv avopetyvOeTe DAKG oo SIpOPETIKES TOPTIOES KIT.
DOépete OAo Ta avTwdpactipo o Beppokpacio dopatiov mpv amd ™
xPion.
Avopeiéte koAb Ola Ta avTIdpooTip KOl TO delypoto He  OomoAn
avokivion N avadevon.
Xpnowonoteite éva KaBoPO AVIADGLO PUYYOG TTETAS YL TNV TPOGONKN
KGOe  OlOPOPETIKOD  avTISPACTNPIOV KOt  SEIYUOTOS TPOKEWEVOL VoL
amo@Vyete TV emudivvon. H axpifewa PBedtidveran pe ypnon mmetdv
VYNNG aKpifelog 1| CVTOUOTOTOMHEVOL EEOTAIGHOD SLOVOUNG UE TTETES.
Tnpeite Tovg XPOVOLS ENDACTC.
Ipogtodote por kapmoAn Pabpovounong ywo kébe avdivon kot pn
XPNOHOTOLEITE HEOOUEVA OO TPONYOVUEVEG AVOAVGELC.

B. Awdwcacio

INUAVETE EMOTPOUEVO COANVAPLL €1G dumhovv yu KOs Pabpovount,

delypa Kot opd eréyyov. e Tov TPOGSIOPIGHO TV HETPNGEDY TOV L vnOETN

125 ("total"), onudvete 2 Kowd (U1 EMOTPOUEVE) COMVEAPLOL.

2. Avopi€te vy Aiyo (ue ovopeiktn  otpoPfiiiopod  TtOHmOL  vortex)
BaBpovountés, mpoapaiwpéva detypoato Kot opods eAEyxov Kot draveipete
100 pl and €kaoto 68 avTioTOLo COANVAPLAL.

Avti 1| Swedikacio Oa mpémer v ohokAnpdvetan evtog 15 Aemtddv.

3. Auwveiuete 50 pl C-peptide onpoopévov pe 1 o k6e cwinvapro,
GUUTEPILAUBAVOVTAG TO. I EMOTPOUEVO COANVAPLL TOL OPOPOVV TIG
petpricelg Tov yneém 21 (“total") .

4. Avokwnote amoAd pe to yépt T Paon otpiEng TV coAnvopiov yio vo
ameAeVOEPDOOETE TVYOV TAYOEVUEVES PUGAAIDEG QEPQL.

5.  Enodorte eni 3 dpeg o Oeppokpasio dopatiov.

6. Avappoonote (| petayyiote) 1o mepeydpevo kdbe ocwAinvapiov (ue
gEaipeon ekeiva mov opopovv TG petpioelg tov yvndém I [“total"]).
BePawwbeite 6T1 T0 mAaoTkd pOyy0g Tov avappoenth OGveEL 6TOoV TLOUEV
TOV EMOTPOUEVOV COANVOPIOV TPOKEWEVOL Va. aparpedel OAn 1 TocOTTO
TOL VYPOV.

7. I\dvere ta coinvapa pe 3 ml dwddpatog Thoong epyaciog (pe e&aipeon
gkefva mov apopodv Tig petpicelg tov yvndétn L ["total"]) wa
avappoenote (1 HeTayyioTe). ATOQUYETE TO GYNUOTICUO OQPOL KATA TN
Sdpkela g TpooHnkng Tov doddpotog TAVeNG epyaciag.

8. A¢note 10 coAnvdplo vo otafodv oe Opbo Béom Yo Svo Aemtd Ko
OVOPPOPTGTE TH GTAYOVE VYPOL OV OTOHEVEL.

9.  Metpnote o cOANVAPLO G€ pueTpnTn ¥ oktvoPforiog yia 60 dgvteporenta.

=



Xl.  YIHOAOT'IEMOX TN AIIOTEAEEMATQN

1. Ymoloyiote T péon tym TV SUTAGV TPOGSIOPIGUAV.

Ymoloyiote T SECUEVUEVN PASIEVEPYELD (OG TTOGOGTO TNG OEGUEVONG TOV
npocdopiletar 610 onueio pundevikov Pabuovounth (0) cdpeeve pe tov
axoAiovbo Tomo:

N

Metpnoeig (Bobpovopntiig M detypar) N

B/B0 (%) = - -
Metpnoelg (Mndevikdg fodpovopntig)

100

3. Me ypron nuloyapldpikod yopTiod YPAGHUATOS 1 XAPTIOD YPUQNLOTOg
logit-log 3 koOkhov, mapactote ypagkd tig Tés (B/B0O(%)) v kdbe
onueio Babpovounti wg cvvaptnon g cvykévipmong tov C peptide ywo
KkG0e onpeio Pabuovountr. Amoppiyte TG ELPOVELG UM OTOSEKTES TIHES.

4. T ™y kotackevy g KaumdAng PBobuovoumong eivar Svvard va
ypnoiponmombodv eniong péBodot pe tn Ponbeto NAEKTPOVIKOD VIOAOYIGTY.
Edav ypnowomnoteitar avtopotn emefepyocio. anoTEAESUATOV, GUVIGTOTOL
TPOGOPLOYN KAUTOANG AOYIGTIKNG GUVAPTNONG 4 TOPUUETPOV.

5. Mg avayoyn tov tpudv tov dstypdtov (B/BO (%)), mpocdopiote Tig
ocvykevipooeig C peptidel twv derypdtov and v kopurdin fadpovounong.

6. T kBe TPocdlopopd, TPETEL VO ELEYYETOL TO TOGOGTO TOL GUVOAKOD
yvnBétn mov deopedeTar anovsia Tov pn onpocpévov C peptide (BO/T).

XIl.  TYIIIKA AEAOMENA

To axéhovbo dedopéva mpoopilovar POV OG TOPASEYHO KoL OV TPETEL VoL
¥PNOOTO0VVTOL TOTE vl TG KOuTuAng Pabpovounong mpaypatikod ypdvov.

A. OpBétTnTa

C-peptide cpm B/Bo (%)
Kpovoeig tov yvndém 201 ("total”) 75295
Babpovountig 0,0 pmol/mi 17690 100,0
0,09 pmol/ml 14319 80,9
0,29 pmol/ml 11618 65,7
0,95 pmol/ml 6534 36,9
2,98 pmol/ml 3361 19,0
9,94 pmol/ml 1379 78

X, AIIOAOZXH KAI IIEPIOPIXMOI

A ‘Opro aviyvevong
YropAnkav oe mpocdopopd eikoot pndevikoi Pabpovopuntés pali pe
£va 6Ovoro GAAwV Pabuovountdv.
To 6po aviyvevong, opllOUEVO MG M QUIVOUEVIKY] GLYKEVTIPWOT 000
TUTKOV OMOKAMOE®MV KAT® OmO TIG LECES KOTOUETPNOELS OE UNOEVIKN
déopevon, firav 0,04 pmol/ml.

B. Ewwomra
To 1060010 StaeTAVPOVUEVNG AVTIdPACTS, TOL VIoAoYileTon ue GOYKpLoN TNG
GLYKEVTPOGTS TTOV amodidet avactorn 50%, eivol avtictoya:

AOKIMAZIA APAIQYXHE
Asiypa Apaioon OcopnTiki MetpnOsica
OVYKEVTPOON OVYKEVTPOON
(pmol/ml) (pmol/ml)
0pog mn - 6,99
1/2 3,50 3,04
1/4 1,75 1,56
1/8 0,87 0,80
1/16 0,44 0,46
1/32 0,22 0,28
1/64 0,11 0,07
Ta detypoto aparmbnkay pe undevikd Boduovount.
AOKIMAZXIA ANAKTHXHXE
Agiypa Ipoctedeig AvoktnOsig AvaktnOsig
C peptide C peptide (%)
(pmol/ml) (pmol/ml)
0pog 0.14 0.14 100
0.17 0.19 112
0.22 0.22 100
0.39 0.44 113
1.14 1.12 98
3.14 3.02 96
ZUVTEAEOTNG HETOTPOTNG:
Amn6 ng/ml o pmol/ml: 3
E. Meoodrdotnuo petald TG dwavopn)s terevtaiov Badpovopnty ko

dsiypartog
Onwg @aivetol Mo KAT®, M SVOU TOV OEIYHATOV TPEMEL Vo, YiveTol
evtog Swotiuotog 15 Aemtdv T0 péyioto HETG TN SOVOUT  TOL

Bobpovount.
MEZOAIAXTHMA
Opég 0 5 10° 15 200 30
pmol/ml
C1 0,66 0,53 0,55 0,61 0,52 0,41
c2 2,27 2,14 2,58 1,90 1,79 2,07

‘Evoon AweTavpovpevn avtidpacn
(%)
Biocvvbetikn avBpdrivn Tpotveoviivn 5,6
AvBpdmvo ylvkaydvo -
AvBpdTIVI tvGOVAIVN -
T. Axkpifera
AKPIBEIA I'TA TON IAIO AKPIBEIA METAZY

[TPOZAIOPIZMO ATA®OPETIKQN [TPOXAIOPIZMON
Opés | N | <X>+TA. | ZA. Opés | N | <X>=TA. LA
(pmol/ml) (%) (pmol/ml) (%)

24 | 0.28+0.03 | 10.7
26 | 1.21+0.04 |33
0.18+0.01 | 5.6

21 0.28 £0.03 10.7
21 112+0.11 9.8
0.17 £0.02 11.8
24 | 0.68+0.04 | 5.9 22 0.65 £ 0.05 7.7

mooOw>
N
S
moowX>
N
N

24 1.60+0.11 | 6.9 22 1.68 +£0.12 7.1

T.A.: Tomuy amdrhion, Z.A.: ZvTEAeoTNHG SIOKOUOVOTG

XIV. EXQTEPIKOX IIOIOTIKOX EAEIX0X

- Edv 1o amoteléopata mov Aapfdvoviat yi tov opd ehéyyxov 1 f/kor tov
0p0d eLéyyov 2 d¢ Ppiokovtar evidg Tov mediov TdV mov kabopiletar oTnv
eTkéta. Tov  QoAdiov, To  amotedéopata dgv  gival  duvatd  va
xpnotponombovyv, ektdg edv €xel So0el ucavomomtikny enfynon y TV
ACVLUP®VIOL.

- Edav eivon embopntd, ke epyaotiplo pmopel va dnpovpynoet ta dkd
tov peiypato derypdrov eléyyov (pools), ta omoia mpénet va drotnpodvton
KOTEWLYHEVO 68 KAAOUOTA/SOGELS [Lag XprionG.

- Ta kprplo amodoyng o T dopopd LETAED TV SMTADY OTOTELEGUATOV
tov dewypdtov Oo mpémer vo Pacilovion oe opbig epyaoTnplokég
TPUKTIKEG.

XV. TIMEX ANA®OPAX

Ot tyég avtég mapéyovial povov mg odnyds. Kabe epyactmplo Oo mpémet va
KoOEPOGEL TO S1KO TOV TEGIO PUGIOLOYIKAV TIHAV.

g o opdada 79 pGIOAOYIK®V 0TOU®Y, 1) LEGT GLYKEVTPOGT ToV avBpdrvov C-
nentdiov Ppébnke ot Mrav 1,02 pmol/ml (medio Twedv pe Pdaon o
ekatooTpoplo and 2,5% £wg 97,5%: 0,59 - 1,56 pmol/ml).

XVI. IIPODPYAAZEEILY KAI [IPOEIAOIIOIHXELY

Aopdieia

Moévo yia StayveooTtiki gprion in vitro.

To it 0wt mepiéyet to 2 1 (Xpovog nulong: 60 nuépeg), o, padievepyn ovcia
n onoia eknéumer wviCovoo aktvoforio X (28 keV) kot y (35.5 keV).



Avtd 10 padievepyd mpoidv givarl duvatd va petopepbel Ko va ypnoporom0el 10. KREW, M.A. etal. (1994).

povo amd eovolodotnuéva dropo. H ayopd, eulagn, ypnon kot oviodloyn Relation of amniotic fluid C-Peptide levels to neonatal body
padlEVEPYDV TPOTOVI®V VLIOKEWTOL o1 Vopobesio ™G xmdpag Tov TeEAKOD composition.

xphot. Ze kapio tepintoon dgv mpémet va xopnyeitot 1o mpoidv oe avOpdnoug 1 Obstet. Gynecol., 84/1, 96-100.

{oa.

Olog 0 yepiopdg tov  padlevepyod VAMKOD Oo mpémel vo. ekteleiton o€ XVIIl.  HEPIAHYH TOY IIPQTOKOAAOY

KoOOPIGUEVO XDPO, HOKPLY OO XDPOVS TOKTIKAG SELeVONG. XTO €PYAOTHPLO

TPEMEL Vo, dlotnpeitat NUePOAOYLo Yo TV maporafn kot T @OAaén padievepydv

vAkov. EEomlopog kot yvdiva okedm tov gpyactnpiov, ta onoio o pmopodcav

vo. poAvvBovv pe padievepyég ovoieg, Oo mpénel va pLAGGoGOVTAL 68 EEXMPLOTO KPOYXEIZ BAGMONO AEITMA (TA)
KDOPO Y1 TNV TPOANYT EMUOAVVGONG TOV SL0POPWV PaSIOIGOTOTOV. "TOTAL™ MHTEZ OPOI EAErXOY
Toyxdv d1appoés padievepydv vypmv Tpémet va kabapilovtol apécms COUP®VA L ul ul ul

715 drdkooies aopaAetag omd padievépyeta. Ta padievepyd amdPAnta npénet va Badpovoyéc (0 ) 100 B
ATOPPITTOVTOL GOUPMOVO, LE TOVG TOTIKOVG KOVOVIGHOVG Kot TIG KOTELOLVTIPLEG £0c 5) } _ 100
odnyileg TV apymdv mov €yovv dkatodocio. ato gpyactipo. H mipnon tov Asiyuao, opo 50 50 50
BootkdV KovOvaV acQAAELG omd PASIEVEPYELN TTOPEYEL EXOPKT TPOCTAGIOL. ehdyyov ’

Ta cvotatikd avOpdmvov aipatog mov mepthapPdvovial 6To Kit avtd €xovv vnBémg

eleyyBel pe pebodovg eykexpyéves oty Evponn f/xar and tov FDA kot €xet

Somotodel Ot givan apvntikd wg mpog v mapovsio HbsAg, avti-HCV, avti- End Ny 0 s ,

HIV-1 kou 2. Kapio yvootry pébodog dev givar duvatd vo mapéyet TAnpn oson OPES 0F TEPHOKPAOLX DOHATIOD
Stcpdlion 6TL Tapdymyo Tov avOpdTVOL aipatog ¢ Ho HETOdDGOoVY NToTiTIdN,

AIDS 1 Meg howméels. Emopévag, o xepiopdg avidpactnpiov, derypdtov Awyopiopdg - Avappdenon (1 petdyyion)
0pov 1 Thbopatog Oa TpEmeL va yiveTar cOLPOVE pE TI TOTKES dtadikaoisg mept A“i}“’{“’ mhoong ) 3,0 rT‘I )
AGEAEWC. epyasiag Avappoenon (1) perdyyion)
O)o. To, {wikd TpoidvTo, kot Topdywye £xovy cVALeydel amd vyw (ha. Ta Pocta Awyopiopde

GLGTOTIKG TPOEPYOVTaL Amd XMPeS 0oL dev £xet avapepBei BSE. Tlap' OA' avtd, Métpnon Métpnon colvapiov eni 60 Sevtepohenta
ovoTATIKG OV TEPLEYOLY (mKEG ovoieg Oa mpémel vo avtpetomiloviol g

SUVNTIKOG LOAVGUOTIKA.

ATmopelyete  OMOONTOTE  EMAPT]  TOL  OEPUATOG  HE  OVTIOPACTHPLL
(ypnowpomoteitar alido Tov vatpiov g cvvinpntkd). To alido oto Kt ALTd
eVOEXETAL VAL AVTIOPACEL e LOAVPSO KOl YOAKO TV VIPAVAIKOY COAVOCEMY Ko
VO GYNUOTICEL 1E TOV TPOTO aTd taitepa ekpnKTikd alidia petdAiov. Katd
Sapkelo Tov Prpatog TAHONG, EKTAOVETE TNV OTOYETEVOT LE HEYOAN TOGOTNTO
VEPOD, Y10l TNV TPOAYT TVYOV GLGEMPEVONG alidiov.

Mnyv kanvilete, unv wivete, unv TpOTE KoL U1 YPNOWOTOLEITE KOAAVLVTIKG GTO
xoOpo epyaciog. Mnv Swvépete pe mmETOL YPNOLLOTOLDOVING TO GTOUO GOG.
XpNOLOTOLEITE TPOGTATEVTIKO POVYIGHO Kot YEVTIO piag Xp1omNG.
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Lees hele protokollen fgr brug

C-PEP II-RIA-CT

I.  ANVENDELSESFORMAL

Radioimmunoanalyse til in vitro kvantitativ maling af human C-peptid i serum.

I. GENERELLE INFORMATIONER
A. Indregistreret navn: DIAsource C-PEP II-RIA-CT kit
B. Katalognr.: KIP0409 : 96 test

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

For at fa teknisk assistance eller bestillingsoplysninger, kontakt:
TIf.: +32 (0)10 84.99.11 Fax: +32 (0)10 84.99.91

I11. KLINISK BAGGRUND

A. Biologisk aktivitet

Insulin syntetiseres i beta-cellerne i Langerhans-gerne som et praecursormolekyle, proinsulin. | beta-
cellernes sekretgranula klaeber proinsulin til insulin og til en 31-aminosyrepeptid, der kaldes
"Connecting Peptide” eller C-Peptid. Insulin og C-peptid afsondres i a&kvimolere meangder. Da
halveringstiden er leengere, er C-peptids plasmakoncentration imidlertid hgjere end insulins.
Bestemmelse af plasma i C-peptid ger det muligt at vurdere den endogene insulinproduktion, selv hvor
der er samtidig eksogen insulinadministration, eller hvor der cirkulerer anti-insulin antistoffer.

Desuden giver bestemmelsen af C-peptid i urin et palideligt indeks for insulinproduktionen, nar det er
vanskeligt at tage blodpraver, eller nar der anmodes om en integreret vurdering af udskillelsen af
C-peptid for en periode pa flere timer.

B. Kliniske anvendelsesformal
Vurdering af resterende beta-cellers funktion i diabetes, mens der behandles med insulin.
Registrering og overvagning af bedringsfasen ved diabetes af type |
Hjeelpemiddel til differentialdiagnose mellem diabetes af type | (insulinafhangig) og type Il
(ikke insulinafhaengig)
Diagnosticering af insulinfremkaldt falsk hypoglykaemi
Bidrag til diagnosen af insulinoma (test af insulinsuppression)
Prognoseindeks af fosterresultat hos gravide kvinder med diabetes
Evaluering af insulinsekretion i forbindelse med leversygdom
Overvagning af pancreatektomi

d



Iv.

METODENS PRINCIPPER

En bunden mangde *»I merket Tyr-C-peptid konkurrerer med C-peptid om at
blive malt som tilstedeveerende i praven eller i kalibratoren til et bundet antal
antistofpunkter, der immobiliseres mod veeggen i en polystyrentube. Der er
hverken brug for ekstraktion eller kromatografi. Efter 3 timers inkubation ved
stuetemperatur afslutter et aspirationstrin konkurrencereaktionen. Dernast vaskes
tuberne med 3 ml vaskeoplgsning og aspireres igen. En kalibreringskurve
indtegnes, og pravernes koncentrationer af C-peptid bestemmes ved at interpolere
dosis fra kalibreringskurven.

V. MEDF@LGENDE REAGENSER
Reagenser 96 testkit Farve- Rekonstituering
kode
2x48 . .
Tuber coatet med appelsin | Kilar til brug
anti C-peptid
Ag 125 1 rad Tilseet 6 ml destilleret
heetteglas vand
lyofiliseret
MARK@R: %Jod market Tyr-C- | 175kBq

peptid (HPLC grad) i fosfatbuffer med
bovin gelatine og azid (<0,1%)

Tilseet 3 ml destilleret

CAL “ 1 gul

heetteglas vand

Nulkalibrator i  human serum og | lyofiliseret

thymol

CAL 5 gul Tilseet 1 ml destilleret

heetteglas vand

Kalibratorer - N = 1 til 5 lyofiliseret

(se de precise veerdier pa

haetteglassenes etiketter) i human

serum og thymol

‘ WASH ‘ SOLN I CONC ‘ 1 brun FOI’FyFId 70 x med
heetteglas destilleret vand

Vaskeoplgsning (TRIS-HCI) 10ml (anvend

magnetomrarer).

Kontroller - N = 1 eller 2
i humant plasma med thymol

Tilseet 1 ml destilleret
vand

co o 2 sglv
NTROL N heetteglas

lyofiliseret

Bemeerk:

1. Benyt nulkalibratoren til serumfortyndinger.

2. 1 ng af kalibratorpraeparatet svarer til 1 ng NIBSC IRR 13/146.

VI. FORSYNINGER DER IKKE LEVERES

Der er brug for nedenstéende materialer, som ikke medfalger i kittet:

1.  Destilleret vand

2. Pipetter til levering af: 50 pl, 100 ul og 1 ml (det anbefales at benytte
ngjagtige pipetter med plasticspidser til engangsbrug)

3. Tuber af polystyrene til engangsbrug (12 x 75 mm)

4. Hvirvelmikser

5. Magnetomrarer

6. 5 mlautomatisk kanyle (af typen Cornwall) til vask

7. Aspirationssystem (ekstra)

8.  Der kan anvendes enhver gammatzller, der kan méle *°I (minimumsresultat
70%).

VIlI. KLARG@RING AF REAGENS

A. Kalibratorer: Gendan nulkalibratoren med 3,0 ml destilleret vand og de
andre kalibratorer med 1,0 ml destilleret vand.

B. Kontroller: Gendan kontrollerne med 1,0 ml destilleret vand.

C. Markar: Gendan markgren med 6,0 ml destilleret vand.

D. Arbejdsvaskeoplgsning: Klarger en passende meangde

arbejdsvaskeoplgsning ved at tilsette 69 x destilleret vandmengde til 1
mengde vaskeoplgsning (70 x). Benyt en magnetomrgrer til at
homogenisere. Kassér ubrugt vaskeoplgsning, nar dagen er omme.

VIIL
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REAGENSERS OPBEVARING OG UDL@BSDATO

Fer de abnes eller gendannes er komponenterne i alle kit stabile indtil
udlghsdatoen, som ses pa etiketten, forudsat de opbevares ved 2 til 8° C.
Efter rekonstituering skal markgren straks bruges eller opbevares ved
-20°C indtil udlgbsdatoen.

Efter rekonstituering er kalibratorer og kontroller meget ustabile, og skal
derfor bruges straks efter rekonstituering. Til leengere opbevaringsperioder
skal der laves aliquoter, som opbevares ved —20° C i hgjst 3 maneder.
Undga senere cyklusser med frysning og optening.

Nytilberedt arbejdsvaskeoplgsning skal anvendes samme dag.
Forandringer af reagensernes fysiske udseende kan veere et tegn pa
manglende stabilitet eller nedbrydning.

INDSAMLING OG KLARG@RING AF PRGVER

Serumpraver skal opbevares ved 2-8° C.

Hvis testen ikke kgres inden for 8 timer, anbefales opbevaring i aliquoter
ved -20° C.

Undga senere cyklusser med frysning og optaning.

PROCEDURE

Bemaerkninger vedrgrende handtering

Kittet eller komponenterne ma ikke anvendes efter udlgbsdatoen.

Bland aldrig materialer fra forskellige kitpartier.

Sgrg for at alle reagenser har féet stuetemperatur, fr de tages i brug.

Alle reagenser og prgver blandes grundigt ved hjelp af forsigtig omrering
eller hvirvlen rundt.

Benyt en ren pipettespids til engangsbrug til at tilsette hver eneste forskellig
reagens og preve, sd Krydskontaminering undgds. Ngjagtigheden forbedres
med meget pracise pipetter eller automatisk pipetteudstyr.

Sgrg for at overholde inkubationstiderne.

Udarbejd en kalibreringskurve for hver karsel. Data fra tidligere karsler ma
ikke anvendes.

Procedure

Seet etikette pa coatede duplikattuber til hver kalibrator, kontrol og preve.
Til bestemmelse at de totale teellinger settes der etikette pd 2 normale tuber.
Kalibratorer, kontroller og praver hvirvles rundt et kort gjeblik, og der
dispenseres 100 pl af hver i de respektive tuber.

Denne opgave skal gennemfgres pd mindre end 15 minutter.

Dispensér 50 pl *»Jod market Tyr-C-peptid i hver tube, inklusive i de ikke-
coatede tuber til totalteellinger.

Ryst forsigtigt tubersekken manuelt, s& eventuelle indfangede luftbobler
frigares.

Inkuberes i 3 timer ved stuetemperatur.

Aspirér (eller dekantér) hver tubes indhold (undtagen totaltzllingerne). Se
efter at aspiratorens plasticspids nar ned til bunden af den coatede tube, sa al
vaske fjernes.

Vask tuberne med 3 ml arbejdsvaskeoplasning (undtagen totaltellinger) og
aspirér (eller dekantér). Undgd skumdannelse, mens der tilszttes
arbejdsvaskeoplgsning.

Lad tuberne sta i opret stilling i 2 minutter, hvorefter de sidste draber vaeske
aspireres.

Tel tuberne i en gammateeller i 60 sekunder.

BEREGNING AF RESULTATER

Beregn duplikaternes gennemsnitlige bestemmelser.
Beregn den bundne radioaktivitet som en procentdel af den binding, der
fastszettes ved nulkalibratorpunktet (0) ifglge nedenstaende formel:

Indtegn pé et 3-cyklus halvlogaritme- eller “logit-log”-millimeterpapir

veardierne (B/B0(%)) for hvert kalibratorpunkt som en funktion af hvert

Teellinger (kalibrato r el. prgve)
Teelliner (nulkalibr ator)

kalibratorpunkts koncentration af C-peptid. Afvis verdier, der ligger Klart

uden for det tilladte.

Der kan ogsd benyttes computerstottede metoder til at konstruere

kalibreringsskurven. Hvis der benyttes automatisk resultatbearbejdning,

anbefales en logistisk funktionskurvetilpasning med 4 parametre.

Ved at interpolere provens (B/BO (%)) veerdier bestemmes pravernes

koncentration af C-peptid ud fra kalibreringskurven.

Til hver analyse skal den procentdel af marker kontrolleres, der er bundet,

hvor der ikke forefindes umarkeret C-peptid (BO/T).

B/BO (%) = %100




XIl.  TYPISKE DATA

Nedenstdende data er kun et eksempel og ma aldrig benyttes i stedet for
kalibreringskurven i realtid.

C-peptid cpm B/Bo (%)
Total teelling 75295
Kalibrator 0,0 pmol/ml 17690 100,0
0,09 pmol/ml 14319 80,9
0,29 pmol/ml 11618 65,7
0,95 pmol/ml 6534 36,9
2,98 pmol/ml 3361 19,0
9,94 pmol/ml 1379 7,8
XIIl. PRASTATIONER OG BEGRANSNINGER

A. Registreringsgraense

Der blev analyseret 20 nulkalibratorer samtidig med et st andre kalibratorer.
Registreringsgreensen, der er defineret som den tydelige koncentration af 2
standardafvigelser under de gennemsnitlige tellinger ved nulbinding, var 0,04
pmol/ml.

B. Specificitet

Procentdelen af krydsreaktion, anslaet ved at sammenligne den koncentration, der
gav et resultat pa 50% inhibering, er henholdsvis:

GENINDVINDINGSTEST

Prave Tilsat C-peptid Genindvundet Genindvundet

(pmol/ml) C-peptid (%)
(pmol/ml)

Serum 0.14 0.14 100
0.17 0.19 112
0.22 0.22 100
0.39 0.44 113
1.14 1.12 98
3.14 3.02 96

Konverteringsfaktor:
Fra ng/ml til pmol/ml: 3

E. Tidsforsinkelsen mellem sidste kalibrator og pravens dispensering.
Som det ses herunder, skal prgvernes dispenseres inden for en forsinkelse
pé hgjst 15 minutter, efter kalibratoren er dispenseret.

TIDSFORSINKELSE

Forbindelse Krydsreaktivitet
(%)
Biosyntetisk human proinsulin 5,6

Human glukagon -
Human insulin -

C. Preaecision

INTRAANALYSES PRACISION INTERANALYSES PRACISION

Serum N <X>=*SD Ccv Serum N <X>+*SD cv
(pmol/ml) (%) (pmol/ml) (%)
A 24 | 0.28+0.03 | 10.7 A 21 0.28 £0.03 10.7
B 26 | 1.21+0.04 | 33 B 21 1.12+0.11 9.8
C 24 | 0.18+0.01 |56 Cc 22 0.17 £0.02 11.8
D 24 | 0.68+0.04 | 5.9 D 22 0.65 + 0.05 7.7
E 24 | 160+0.11 |69 E 22 1.68+0.12 7.1

SD: Standardafvigelse, CV: Variations koefficient

D. Ngjagtighed

FORTYNDINGSTEST

Prave Fortynding Teoretisk Malt koncent.
koncent. (pmol/ml)
(pmol/ml)
Serum 11 - 6,99
1/2 3,50 3,04
1/4 1,75 1,56
1/8 0,87 0,80
1/16 0,44 0,46
1/32 0,22 0,28
1/64 0,11 0,07

Prgverne blev fortyndet med nulkalibrator.

Serum 0 5 10 15 20° 30°
pmol/ml
C1 0,66 0,53 0,55 0,61 0,52 0,41
C2 2,27 2,14 2,58 1,90 1,79 2,07
XIV. INTERN KVALITETSKONTROL

- Hvis de resultater, der fas for Kontrol 1 og/eller Kontrol 2 ikke ligger
inden for det omrade, der er specificeret pa hetteglassets etikette, s&
kan resultaterne ikke bruges, medmindre der er givet en
tilfredsstillende forklaring pa uoverensstemmelsen.

- Hvis det er bedst, kan hvert laboratorium lave sine egne puljer med
kontrolpraver, som skal opbevares frosne i aliquoter.

- Kriterierne for accept af forskellen mellem pravernes duplikatresultater
skal hvile pa god laboratoriepraksis.

XV. REFERENCEINTERVALLER

Disse veerdier er kun anfgrt som vejledende, og hvert laboratorium skal
fastsaette sit eget normale veerdiomréde.

| en gruppe med 79 normale forsggspersoner fandt man, at den gennemsnitlige
humane koncentration af C-peptid var 1,02 pmol/ml (interval, baseret pa 2,5% til
97,5% percentiler: 0,59 - 1,56 pmol/ml).

XVI. FORHOLDSREGLER OG ADVARSLER

Sikkerhed

Kun til in vitro diagnosticering.

Dette kit indeholder %I (halveringstid: 60 dage), som udsender ioniserende
rgntgen — (28 keV) og gammastraler (35.5 keV).

Dette radioaktive produkt ma kun overlades til og anvendes af autoriserede
personer. Indkeb, opbevaring, brug og udveksling af radioaktive produkter
henhgrer under lovgivningen i slutbrugerens land. Produktet ma under ingen
omstaendigheder gives til mennesker eller dyr.

Al handtering af radioaktive materialer skal udfares pa et omrade, der er specielt
afsat til det formal, veek fra regelmaessig gennemgang. Laboratoriet skal opbevare
en logbog til modtagelseskvittering og opbevaring af radioaktive materialer.
Laboratorieudstyr og -glasartikler, som muligvis kontamineres med radioaktive
stoffer, skal holdes strengt adskilte, sd krydskontaminering af forskellige
radioisotoper forhindres.

Ethvert radioaktivt udslip skal straks renses op i henhold til procedurerne for
strélingssikkerhed. Det radioaktive affald skal bortskaffes i henhold til de stedlige
love og retningslinier fra myndigheder med jurisdiktion over laboratoriet.
Overholdelse af de grundlzeggende regler for stralingssikkerhed yder tilstreekkelig
beskyttelse.




De humane blodkomponenter, der findes i dette kit, er blevet testede ved hjelp af
europeisk godkendte og/eller FDA-godkendte metoder og fundet negative over
for HbsAg, anti-HCV, anti-HIV-1 og 2. Der findes ingen kendte metoder, der
kan give fuldstendig sikkerhed for at humane blodderivater ikke spreder
hepatitis, AIDS eller andre infektioner. Derfor skal héndtering af reagenser,
serum- eller plasmaprgver udfares i overensstemmelse med de stedlige
sikkerhedsprocedurer.

Alle dyriske produkter og derivater er hentet fra sunde dyr. Bovine komponenter
stammer fra lande, hvor BSE (kogalskab) ikke er blevet rapporteret. Ikke desto
mindre skal komponenter, der indeholder dyriske stoffer, behandles som
potentielt smittefarlige.

Reagenser ma aldrig komme i kontakt med huden (de indeholder natriumazid som
konserveringsmiddel). Azid i dette kit kan reagere sammen med bly og kobber i
aflgbsrgr, hvorved der dannes hgjeksplosive metalazider. | forbindelse med
vaskestadiet skal aflgbet skylles med rigelige vandmzangder, sa opbygning af
azider forhindres.

Man ma ikke ryge, drikker, spise eller anvende kosmetik pa arbejdsomradet. Der
ma ikke pipetteres med munden. Var ifert beskyttelsesdragt og -handsker til
engangsbrug.
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XVIII.

OPSUMMERING AF PROTOKOLLEN

TOTAL- KALIBRA- PROVE-
TALLINGER TORER KONTROL
pl nl
ul
Kalibratorer (0 til 5) - 100 -
Pragver, kontroller - - 100
marker 50 50 50

Inkubation

3 timer ved stuetemperatur

Separation
Arbejdsvaskeoplgsning
Separation

Aspirér (eller dekantér)

Aspirér (eller dekantér)

Teelling

Teellingstuber til 60 sekunder
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Przed zastosowaniem nalezy przeczytaé caly protokél.

C-PEP II-RIA-CT

PRZEZNACZENIE

Oznaczenie radioimmunoenzymatyczne do iloSciowego pomiaru peptydu C, w surowicy ludzkiej metoda in

vitro.

INFORMACJE OGOLNE
Nazwa firmowa: DIAsource C-PEP II-RIA-CT
Numer katalogowy: KIP0409 : 96 oznaczen

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

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

INFORMACJE KLINICZNE

Aktywnos$¢ biologiczna

Insulina jest syntetyzowana w komoérkach beta w wysepkach Langerhansa trzustki, w postaci czasteczki
prekursorowej, proinsuliny. W ziarnistosciach wydzielniczych komoérek beta, proinsulina jest
przeksztatcana do insuliny i peptydu sktadajacego si¢ z 31 aminokwaséow, zwanego peptydem C (ang.
Connecting Peptide). Insulina i peptyd C sa wydzielane w ilo$ciach rownomolarnych. Jednak, ze wzgledu
na dhuzszy okres poltrwania, st¢zenie peptydu C w osoczu jest wyzsze, niz insuliny.

Oznaczenie poziomu peptydu C w osoczu, umozliwia ocen¢ endogennej produkcji insuliny, nawet w
obecnosci podawanej insuliny egzogennej lub przeciwcial antyinsulinowych we krwi krazace;.

Ponadto, oznaczenie peptydu C w moczu, pozwala na wlasciwg ocen¢ wytwarzania insuliny, gdy pobranie
krwi obwodowej jest utrudnione lub wymagana jest cato§ciowa ocena wydzielania peptydu C w okresie
kilku godzin.

Zastosowania kliniczne
Ocena resztkowej czynnosci komorek beta trzustki u chorych na cukrzyce, leczonych insuling
Wykrywanie i monitorowanie fazy remisji w cukrzycy typu 1
Wspomaganie diagnostyki réoznicowej pomigdzy cukrzyca typu 1 (zalezna od insuliny) a cukrzyca typu
2 (niezalezna od insuliny)
Diagnostyka hipoglikemii poinsulinowej
Element diagnostyki wyspiaka (test hamowania insuliny)
Wskaznik prognostyczny ptodu u cigzarnych kobiet z cukrzyca
Ocena wydzielania insuliny w chorobach watroby
Monitorowanie pankreatektomii



Iv.

ZAGADNIENIA DOTYCZACE METODY

Stata ilo$¢ peptydu Tyr-C znakowanego ®I wspétzawodniczy z peptydem C,
obecnym w badanej probce lub w kalibratorze, o stala ilos¢ miejsc na
przeciwciatach, unieruchomionych na $ciankach probowki polistyrenowej. Nie
jest wymagana ani ekstrakcja, ani chromatografia. Po trzygodzinnej inkubacji w
temperaturze pokojowej, wykonanie aspiracji przerywa reakcj¢ kompetycyjna.
Nastegpnie probowki sa plukane przy pomocy 3 ml roztworu pluczacego i
aspirowane. Wykre§lana jest krzywa kalibracyjna a stezenia peptydu C w
probkach sa okreslane na podstawie natozenia dawki na krzywa kalibracyjna.

V. ODCZYNNIKI DOSTARCZONE
Odczynniki Zestaw 96 Kolor Rekonstytucj
oznaczen a
Prob6wki 2x48 pomarancz | Gotowe do
oplaszczone anty- owy zastosowania.
C-Peptide
Ag 125) 1 fiolka czerwony | Dodaé¢ 6 ml
materiat wody
liofilizowan destylowanej
ZNACZNIK IZOTOPOWY: y
Peptyd Tyr-C oznakowany jodem!? 175 kBqg
(poziom HPLC) w buforze
fosforanowym, zawierajacym zelatyng
bydleca i azydek (<0,1%).
CAL “ 1 fiolka z0tty Dodaé¢ 3 ml
materiat wody
Kalibrator zerowy na bazie surowicy | liofilizowan destylowanej
ludzkiej z tymolem. y
CAL “ 5 fiolek Z01ty Dodaé¢ 1 ml
) materiat wody
Kalibratory - N=0d 1do 5 liofilizowan destylowanej
(doktadne warto$ci na etykietach y
fiolek) na bazie surowicy ludzkiej z
tymolem.
| WASH | SOLN ‘ CONC ‘ 1 fiolka brazowy | Rozcienczyé
10 ml 70x woda
destylowang
(wykorzystaé
Roztwor ptuczacy (TRIS HCI) mieszadto
magnetyczne).
2 fiolki srebrny Dodaé 1 ml
CONTROL | N | materiat wody
liofilizowan destylowanej
Kontrole - N = od 1 do 2 Y
w osocze ludzkiej z tymolem

Uwaga:

1. Do rozcienczania probek nalezy uzywac kalibratora zerowego.

2. 1 ng preparatu kalibratora odpowiada 1 ng NIBSC IRR 13/146.

VI. MATERIALY WYMAGANE, ALE NIEDOSTARCZONE

Ponizsze materiaty s3 wymagane, ale nie sa dostarczone w zestawie:

1.  Woda destylowana

2. Pipety do dozowania: 50 ul, 100 pl i 1 ml (zaleca si¢ korzystanie z

doktadnych pipet z jednorazowymi koncowkami plastikowymi)

3. Jednorazowe probdwki polistyrenowe (12 x 75 mm)

4.  Mieszadlo wirowe

5. Mieszadlo magnetyczne

6.  Strzykawka automatyczna o obj¢tosci 5 ml (rodzaj Cornwall) do ptukania

7. Uklad do aspiracji (opcjonalnie)

8. Moze by¢ wykorzystywany jakikolwiek licznik gamma, odpowiedni do

pomiaru %I (minimalny uzysk 70%)

VIl. PRZYGOTOWANIE ODCZYNNIKOW

A Kalibratory: Rekonstytuowa¢ kalibrator zerowy przy pomocy 3 ml
wody destylowanej a inne Kkalibratory przy pomocy 1 ml wody
destylowane;j.

B. Kontrole: Kontrole nalezy rekonstytuowaé¢ przy pomocy 1 ml wody
destylowanej.

C. Znacznik izotopowy: Rekonstytuowa¢ znacznik przy pomocy 6 ml
wody destylowanej.

D. Roboczy roztwér pluczacy: Wiasciwa objetos¢ roboczego roztworu

pluczacego nalezy przygotowa¢ dodajac 69 objetosci wody destylowanej

VIIL.

do 1 objetosci roztworu pluczacego (70x). Do homogenizacji nalezy
wykorzysta¢ mieszadto magnetyczne. Niewykorzystany roboczy roztwér
pluczacy nalezy wyla¢ pod koniec dnia.

PRZECHOWYWANIE I DATA WAZNOSCI ODCZYNNIKOW

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

Po rekonstytucji, znacznik musi by¢ natychmiast wykorzystany lub moze
by¢ przechowywany w temperaturze -20°C do uptywu daty waznosci.

Po rekonstytucji, kalibratory i kontrole sa bardzo niestabilne i nalezy je
natychmiast wykorzysta¢. W razie koniecznosci przechowywania przez
dhuzszy okres czasu, nalezy przygotowac niewielkie objetosci kontroli, co
pozwala przechowywaé je w temperaturze -20 °C przez 3 miesiace.
Unika¢ powtarzanych cykli zamrazania-odmrazania.

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

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

POBIERANIE I PRZYGOTOWANIE MATERIALU DO BADANIA

Prébki surowicy muszg by¢ przechowywane w temperaturze 2-8°C.
Jezeli oznaczenie nie jest wykonywane w ciaggu 8 godzin, zaleca si¢
przechowywanie w matych objetosciach w temperaturze -20°C.

Nalezy unika¢ powtarzanych cykli zamrazania-odmrazania.

PROCEDURA

Uwagi dotyczace obslugi

Nie wolno wykorzystywac sktadnikow zestawu po uptywie podanej daty
waznosci.

Nie wolno miesza¢ materiatéw pochodzacych z roznych serii zestawow.
Przed wykorzystaniem wszystkie odczynniki powinny osiagnac
temperatur¢ pokojowa.

Wszystkie odczynniki i probki nalezy dokladnie wymieszaé przez
delikatne potrzasanie lub obracanie.

Aby unikna¢  zanieczyszczenia  krzyzowego, do  dodawania
poszczegodlnych odczynnikow i probek nalezy wykorzystywaé czyste
koncowki jednorazowe pipet. Pipety wysokiej precyzji lub pipety
automatyczne poprawiaja precyzj¢ wykonania oznaczenia.

Nalezy przestrzega¢ czasow inkubacji.

Przygotowa¢ krzywa kalibracyjng dla kazdego cyklu pomiarowego; nie
wolno wykorzystywaé¢ danych z poprzednich oznaczen.

Procedura

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

Nalezy szybko wymieszaé, wirujac: kalibratory, prébki i kontrole, i
dozowac¢ po 100 pl kazdej substancji do odpowiednich probowek.

To dzialanie musi by¢ wykonane w ciagu 15 minut.

Do kazdej probowki, w tym do probowek nieoptaszczonych do
catkowitego zliczania, nalezy doda¢ po 50 pl peptydu Tyr-C,
oznakowanego jodem125.

Nalezy delikatnie potrzasnaé statywem, w celu uwolnienia uwiezionych
pecherzykow powietrza.

Nalezy inkubowa¢ przez 3 godziny w temperaturze pokojowe;j.

Nalezy aspirowa¢ (lub odla¢) zawarto§¢ kazdej probowki (z wyjatkiem
probowek do catkowitego zliczania). Aby usunaé caly plyn, nalezy
upewni¢ si¢, ze plastykowa koncoéwka aspiratora osiagnela dno
oplaszczonej probowki.

Przy pomocy 3 ml roboczego roztworu pluczacego (z wyjatkiem
probowek do catkowitego zliczania), nalezy przeptuka¢ probowki i
aspirowa¢ zawarto$¢ (lub odla¢ ja). W trakcie dodawania roboczego
roztworu ptuczacego, nalezy unika¢ wytwarzania piany.

Probowki nalezy pozostawi¢ na dwie minuty w pozycji stojacej do gory i
aspirowa¢ pozostate krople ptynu.

Probowki nalezy zlicza¢ w liczniku gamma przez 60 sekund.



XI.  OBLICZANIE WYNIKOW

[

Nalezy obliczy¢ $rednig oznaczen podwojnych.

2. Nalezy bliczy¢ zwigzang radioaktywno$¢ jako odsetek wigzania
okreslonego w zerowym punkcie kalibracji (0), zgodnie z ponizszym
wzorem:

Liczbazliczen (dla kalibratora lub probki)
Liczba zliczen (dlakalibratora zerowego)

x100

B/BO(%)=

3. Na 3 arkuszach pétlogarytmicznych lub papierze milimetrowym, nalezy
wykresli¢ warto$ci (B/B0(%)) dla kazdego punktu kalibratora, jako funkcje
stezenia peptydu C kazdego punktu kalibratora. Nalezy odrzuci¢ oczywiste
warto$ci graniczne.

4. Do opracowania krzywej kalibracyjnej moga by¢ wykorzystane rowniez
metody wspomagania komputerowego. Jezeli ma by¢ zastosowane
automatyczne przetwarzanie wynikow, zaleca si¢ dopasowanie krzywej
logistycznej 4 parametrowej.

5. Nakladajac wartosci (B/B0 (%)) probki, nalezy okresli¢ stezenia peptydu C
w prébkach z krzywej kalibracyjnej.

6. Dla kazdego oznaczenia nalezy sprawdzi¢ odsetek catkowitego
zwigzanego znacznika izotopowego, przy braku nicoznakowanego peptydu
C (BO/T).

XIl.  PRZYKEAD DANYCH TYPOWYCH

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

D. Dokladnosé

BADANIE ROZCIENCZENIA
Prébka Rozcienczenie Stez. teoretyczne Stez. zmierzone
(pmol/ml) (pmol/ml)

Surowica 11 - 6,99
12 3,50 3,04

1/4 1,75 1,56

1/8 0,87 0,80

1/16 0,44 0,46

1/32 0,22 0,28

1/64 0,11 0,07

Probki zostaty rozcienczone przy pomocy Kalibratora zerowego.

BADANIE ODZYSKU

Probka dodano peptyd Odzyskany Odzysk
C peptyd C (%)
(pmol/ml) (pmol/ml)
Surowica 0.14 0.14 100
0.17 0.19 112
0.22 0.22 100
0.39 0.44 113
1.14 1.12 98
3.14 3.02 96

Peptyd C cpm B/Bo (%)
Zliczanie catkowite 75295
Kalibrator 0,0 pmol/ml 17690 100,0
0,09 pmol/ml 14319 80,9
0,29 pmol/ml 11618 65,7
0,95 pmol/ml 6534 36,9
2,98 pmol/ml 3361 19,0
9,94 pmol/ml 1379 7,8

Wspdtczynnik konwersji:
Z ng/ml na pmol/ml : 3

E. Opoznienie pomiedzy oznaczeniem ostatniego Kkalibratora i
dozowaniem probki

Jak dalej przedstawiono, dozowanie probek musi by¢ wykonane w ciagu

maksymalnie 15 minut po dozowaniu kalibratora.

XN, DZIALANIE I OGRANICZENIA

A. Granica wykrywania

Dwadziescia kalibratorow zerowych oznaczano wraz z zestawem innych
kalibratorow.

Granica wykrywania, zdefiniowana jako odmienne stezenie dwoch odchylen
standardowych ponizej przecig¢tnej wartosci zliczania, przy wigzaniu zerowym,
ksztaltowata si¢ na poziomie 0,04 pmol/ml.

B. Swoistos¢

Odsetek reaktywnosci krzyzowej, oceniany przez porOdwnanie stezenia
prowadzacego do 50% zahamowania, przedstawia si¢ nastgpujaco:

OPOZNIENIE CZASOWE
Surowica 0 5 10° 15° 20° 30°
pmol/ml
c1 0,66 0,53 0,55 0,61 0,52 0,41
c2 2,27 2,14 2,58 1,90 1,79 2,07

Zwigzek Reaktywno$é krzyzowa
(%)
Syntetyzowana proinsulina ludzka 5,6%

Glukagon ludzki -
Insulina ludzka -

C. Precyzja
PRECYZJA W SERII PRECYZJA MIEDZY SERIAMI
Surowi N <X>+SD cv Surowi N <X>+SD Ccv
ca (pmol/ml) (%) ca (pmol/ml) (%)
A 24 | 0.28+0.03 | 10.7 A 21 0.28 £0.03 10.7
B 26 | 1.21+0.04 | 33 B 21 112+0.11 9.8
Cc 24 | 0.18+0.01 | 5.6 C 22 0.17 £0.02 11.8
D 24 | 0.68+0.04 |59 D 22 0.65 + 0.05 7.7
E 24 | 160+0.11 | 6.9 E 22 1.68+0.12 7.1

SD: Odchylenie standardowe; CV: Wspotczynnik zmiennosci

XIV. 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,
dopoki nie uda si¢ znalez¢ wlasciwego wyjasnienia tego odchylenia.

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

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

XV. ZAKRESY REFERENCYJNE

Wartosci sa przedstawione wylacznie w celach orientacyjnych, kazde
laboratorium powinno opracowa¢ wlasne wartosci referencyjne.

W grupie 79 zdrowych osobnikéw, $rednie stezenie ludzkiego peptydu C
wynosito 1,02 pmol/ml (zakres od 2,5% do 97,2% percentyla: 0,59 — 1,56
pmol/ml).

XVI. SRODKI OSTROZNOSCI I OSTRZEZENIA

Bezpieczenstwo

Tylko do diagnostyki in vitro.

Zestaw zawiera 'l (Okres potowicznego rozpadu: 60 dni), emitujacy
promieniowanie jonizujace X (28 keV) iy (35.5 keV).

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




Obstuga materiatéw radioaktywnych powinno by¢ przeprowadzana w miejscach
do tego przeznaczonych, z dala od miejsc ogoélnej uzytecznosci. W laboratorium
musi by¢ przechowywany rejestr przyje¢ i przechowywania materialow
radioaktywnych. Wyposazenie laboratorium oraz szkto, ktore moze by¢ skazone
substancjami radioaktywnymi, powinno by¢ oddzielone, w celu uniknigcia
krzyzowego zanieczyszczenia roznych radioizotopow.

Wszelkie plamy z substancji radioaktywnych muszg by¢ natychmiast
oczyszczone, zgodnie z  procedurami  dotyczacymi  bezpieczenstwa
radiologicznego. Odpady radioaktywne muszg by¢ usuwane zgodnie z
miejscowymi przepisami i ogoélnie 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 zawieraja one HbsAg, przeciwciat anty-HCV, anty-HIV-1 i
2. Zadna ze znanych metod nie moze da¢ catkowitej pewnosci, Zze materiaty
pochodzenia ludzkiego nie przeniosa czynnikéw 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 zwierzecego byly pobierane od zdrowych zwierzat.
Sktadniki bydlece pochodza z krajow, w ktorych nie odnotowano wystgpowania
BSE. Pomimo to, sktadniki zawierajace substancje pochodzenia zwierzecego
powinny by¢ traktowane jako potencjalnie zakazne.

Nalezy unika¢ kontaktu skory z odczynnikami (zawieraja azydek sodowy jako
srodek konserwujacy). Azydek znajdujacy sie w zestawie, moze reagowaé z
miedzia i olowiem w ukladzie kanalizacyjnym, tworzac zwiazki o
wiasciwosciach wybuchowych. W czasie ptukania odprowadzany ptyn nalezy
ptuka¢ duzymi objgtosciami wody, aby zapobiec kumulacji azydkow.

Nie wolno pali¢, spozywa¢ napojow ani pokarméw badz uzywaé¢ kosmetykow w
miejscu pracy. Nie pipetowac ustami. Zaklada¢ ubranie ochronne i rekawiczki
jednorazowe.
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XVIII. PODSUMOWANIE PROTOKOLU
CALKOWIT KALIBRATORY PROBKI
A LICZBA KONTROLE
ZLICZEN ul ul
pl

Kalibratory (0 - 5) - 100 B
Prébki, kontrole - R 100
Znacznik izotopowy 50 50 50

Inkubacja 3 godziny w temperaturze pokojowej
Rozdzielenie - Aspiracja (lub odlewanie)
Roboczy roztwoér - 3,0ml

pluczacy - Aspiracja (lub odlewanie)
Rozdzielenie

Zliczanie Zliczanie probowek przez 60 sekund




IIpouereTe Hesus MPOTOKOJ Npeau YNoTpeda

C-PEP II-RIA-CT

|. YIIOTPEBA

PagnouMyHHO W3clieBaHe 3a KOJIMYECTBEHO M3MepBaHe iN Vitro Ha chabpikaHueTo Ha doBemiku C-
MENTU]T B CEPYM.

Il. OBLUA HH®OPMAILIUA

A. TIlaTeHTOBaHO UMe: DIAsource C-PEP II-RIA-CT Kit
B. Karanoxen Homep: KIP0409: 96 Tecta

C. IpousBeneHO OT: DIAsource ImmunoAssays S.A.

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

3a TexHHYECKA MOMOLI WU MOPbYKA:
Tesr.: +32 (0)10 84.99.11 daxkc: +32 (0)10 84.99.91

1. KTHHHYEH ITPETJIE]]

A. DbuojJorn4Ha aKTUBHOCT

WucynuHBT ce cuHTe3upa B OeTa-KIeTKUTE Ha JIaHTepXaHCOBHUTE OCTPOBH KaTO MOJIEKYJa-IIPeKypcop,
MPOUHCYNIMH. B cexpeTopHuTe rpaHynu Ha OeTa-KIETKUTE MPOWHCYJIMHBT C€ pas3lieisl Ha WHCYJIUH U
31-3MI/IHOKI/ICCHI/IHCH NICNTHUN, Hapequ CBLp?:BaIlI IeNnTua uiin C-HGHTI/II[. I/IHCyJ'H/IH’I)T u C-HeHTI/II['I)T (o§)
CeKpeTHpaT B €KBHUMOJIApHM KoiudecTBa. [lopaam mo-roiemusaT moiyxuBoT Ha C-mentunaa, oOaue,
HEroBaTa IrasMeHa KOHICHTpAIYs € M0-BUCOKa OT Ta3 HAa MHCYJIMHA.

OHpeIle.HfIHeTO Ha CbAbpiKalliusa CE€ B IjiasMara C-HCHTI/I}I TIO3BOJIsIBa U3BBPIIBAHETO HAa KOJIMYCCTBCHA
OIICHKA Ha HpOI/I3Be)K}IaHI/IH CHIOTCHCH I/IHCyJ'II/IH, }IOpI/I nu HpH aI[MI/IHI/ICTpI/IpaHe Ha CK30I'CHCH I/IHCyJ'II/IH
WJIK IPpU HAJIMIKWEC Ha HUPKYJIHPAIIA aHTU-UHCYJIMHOBU aHTUTCIIA.

HeH.[O IOBCYC, CHABPIKAHHUECTO Ha C'Hel'[TI/I,Z[ B ypuHaTa € HAACKICH HHACKC 34 HNPOU3BCIKIAAHUI
HWHCYJIMH, KOr'aTO B3WMAHCTO Ha KpPbBHA np06a € TPYAHO HJIK KOT'aTO TpH6Ba Ja €€ HallpaBu
HWHTETpUpaHa OLICHKAa Ha CEKpeUuUsATa Ha C'HGHTI/III 3a Nepuoa OT HAKOJIKO Haca.

B. KiuHMYHM NPHJI0KEHUA
Amnanu3 Ha QyHKIMATa Ha OCTaThYHKUTE OETa-KIETKU MPH AUA0ET ¢ MHCYJIMHOBA Tepamus
Herexuns u HaOJI0gaBaHe Ha peMUcHoHHaTa (asa rnpu auader Tui |
IMomotieH aHamn3 Ha qudepeHITMATHATa TUATHOCTHKA Ha quaber Tuml | (MHCYTHHO3aBHCHM) U
tur || (HemHCyTMHO3aBHUCHM)
JlmaraocTuka Ha MHCYJIUH-UHAYIMpaHaTa (ajnBa XUIOTIHKEMUS
IMoamomarade Ha THATHOCTHKATA HA HHCYIWHOM (M3CIie/IBaHE HA HHCYJIMHOBATA CYTIPECHS)
Kpurepwuii 3a mporHo3upane Ha n3xoJa 0T OpeMEHHOCTTa MPH KEHHU, CTPAJaIly OT 1uadeT
OmpenensiHe Ha CeKpenusITa Ha HHCYJIMH ITpH 3a00JIsIBaHEe HA YepHHUS 1po0
CrneneHe Ha MaHKPEATEKTOMUU

U



\V. ITPHHIIUIIH HA METO/]A

Onpe/iesieH0 KOMMYECTBO HaToBapeH ¢ I tuposun C-menTuj ce KOHKypHpa ¢
nojnexanms Ha u3MepaHe C-menTux OT HPOOHMTE, KOHTPOJUTE HIIH
KanuOpaTopuTe 3a OIpeeIeHO KOIHIECTBO IIEHTPOBE Ha CIENU(UIHN aHTHUTENA,
MMOOWIM3UPAaHH Ha CTEHHTE Ha IMOJNMCTHPOJIOBU empyBeTku. He e HeoOxomuma
HHUTO eKCTpakuus, HUTO Xpomatorpadus. Cien TpuyacoBa HHKyOamus IpH
cTaifHa TeMmIepaTypa KOHKYpEHTHAaTa peakmus NpUKIouBa ¢ acrmpanus. Ciexm
TOBA CIPYBETKHUTE e U3MUBAT ¢ 3 ml N3MUBAIL Pa3TBOP U OTHOBO CE aCIHpPHUpAT.
HauepraBa ce xajuOpalMOHHa KpHMBa M CE OINpPEAENIAT KOHLEHTparuute Ha C-
nenTHp B NpoduTe Ha 6a3zaTa Ha MHTEPIOJNANUS HA JIO3UTE OT KaauOpalMOHHATa
KpHBa.

V. H3IOJI3BAHU PEATEHTH

Pearentn KoinyecTso LBeren Ipurorpsine
96 TecTa Ko
Enpyserku, nokpuru ¢ antu-C-
METTHL 2x48 opatxes | T'orToB 3a
ynotpeba
Ab 1251 1 pnakon yepBeH Jlobasere
JOGUITH3UD 6 ml
HPOCJIE[ABALLO BEH'IECTBHOS'V anu 175 kBq JleCTIIINpaHa
Trpo3uH C-IenTH, HATOBApeH ¢ 2oz BOLA
(HPLC ckana) BB (ocaren Oydep ¢
BOJICKH KenaTul U azup (<0.1%)
1 ¢naxon SKBIT Jlo6aBeTe
Hynes Kannbpartop B 4OBEIIKH CEpyM C THODHIHIHP 3ml
aHK JleCTUINpaHa
THMOJT
BOJA
CAL N
5 ¢uakona SKBIT Jlo6aBeTe
Kambparop -N =1 0 5 JTHOGUITH3UD 1ml
(BIDK TOYHHTE CTOMHOCTH Ha €THKETA Ha aHK JleCTUINpaHa
(JIakOHUTE) B YOBCLIKH CEPYM C THMOI BOJA
WASH SOL | CONC | 1 dnaxon KasiB Paspenere
W3musany pasreop (TRIS-HCI) 10ml 70x e
JIeCTHIINpaHa
BOJA
(u3mon3Baiite
MarHuTeH
cenaparop)
CONTROL | N 2 ¢maxkona cpebbpen | lobaBerte
Kontponu 1 n 2 B yoBeka miasma ¢ o3P iml
aHu JeCTUINpaHa
THMOJI
BOJIA

3abenexka : 1. M3non3Baiite  HyneBus — KaauOpatop 3a  CEpyMHHUTE
pa3pexTAHUS.
2. 1 ng oT KaIMOpaTOPHUS Npenapar ¢ eKBUBAICHTEH Ha | ng
NIBSC IRR 13/146.

V1. CPE/ICTBA, KOUTO HE CE OCUT'YPABAT

CrnenHuTe MaTepHany ca He0OX0AMMH, HO HE Ce OCHTI'YpsIBaT B Habopa:

1.  Jecrunmmpana Boxa

2. Twunern or: 50 pl , 100 pl u 1 ml (upemoppuBa ce M3MON3BaHETO Ha
TIPEL3HHU MUIETH C HaKpaiHKIIM 33 eTHOKpaTHA yrnoTpeba ).
ToMCTHPOJIOBH SIPYBETKH 3a eHOKpaTHa yrorpeba (12 X 75 mm)
3aBUXpsII CMECUTEN

Marnuten cenaparop

5 ml aBromarnuna cipuHnoeka (tun Cornwall) 3a namuBane
AcnuparmonHa cuctema (1o u300p).

BesikakbB rama Oposid, KOHTO MOXe /1a U3MEpPH yIMOTPEeOEHOTO KOIMIECTBO
15| (MunuManen kananurer ot 70%)

© N0~ W

VIl. IIPUTIOTBAHE HA PEAI'EHTA

A.  Kauubpatopu: Pexoncrutyupaiite Hysieus kammoparop ¢ 3,0 ml
JIeCTUIIMPaHa BOJIA, a OcTaHamTe Kambparopu ¢ 1,0 ml nectunupana Boxa.

B. Kourtposn: Pexoncturyupaiire koutponure ¢ 1,0 ml necrunmpana Boga

C. TIpociensiBamo BemecrBo: PexonctuTympaiite Tpeiicepa ¢ 6,0 ml
JECTUIIMpaHa BOJA.

D. PaGoren msmmuBam pasteop: Iloarorsere aneksaTeH 00eM OT pabOTHHA
M3MHUBALI Pa3TBOP upe3 j006aBsHeTo Ha 69 obeMa JeCTHINpaHa Boja KbM 1
o6eM oT m3mMuBaniys pa3rBop (70X). M3nomsBaiiTe MarHUTeH cemaparop, 3a
Ja Xomorenusupare. M3xBbpiere HeynoTpeGEHOTO  KOJIMYECTBO OT
paboOTHHS M3MHUBALL PA3TBOP B Kpas Ha JIEHI.

VIIl. CbXPAHEHUE H CPOK HA I'O/JHOCT HA PEATEHTHTE

- Bcuuky KOMIIOHEHTH Ha KMTa ca CTaOWIIHH JI0 aTaTa Ha CpOKa Ha FOJHOCT,
MIOCOYCH Ha ONAaKOBKAaTa, IIPU TeMIepaTypa Ha cbxpanenue ot 2 °C o 8°C
[pen OTBapsIHE MM PEKOHCTUTYHPAHE.

- Cren pa3rtBapsiHe, TPEHCHPHT / MPOCHEISBALIO BEIIECTBO/ TpsOBa na ce
M3M0J13Ba HEe3a0aBHO WM Ja ce ChXpaHsBa mpu temneparypa - 20°C no
JaTaTa Ha CpOKa Ha TOJAHOCT.

- Cren pastBapsiHe KanuOpaTopuTe M KOHTPOJUTE Ca MHOTO HECTAOWIIHH,
W3MON3BaiiTe TH He3abaBHO ciiel pas3TBapsHe. [IpH MO-IIPOIBIDKUTEIHU
[epHOIM Ha CBhXpPAaHEHHE TPsAOBAa 1a C€ NPUIOTBIT AIMKBOTH M Ja CeE
coxpansiBar npu —20°C 3a He moBeue or 3 Mecemna. M3GsrBaiite
MOCIIeIBAIUTE IIUKIJIM Ha 3aMpa3sBaHe - pa3MpassiBaHe.

- Ipsicho mnpurotBenus PaboTeH wusMuBam pa3TBOp TpsaOBa Ia Obae
U3I0JI13BaH CBIIUS JICH.

- Ilpomenn BBB (HM3MYECKHs BHI HA PEArcHTUTE HA KATA HHIULUPAT
HECTaOWIHOCT MIIH HETOJHOCT.

IX. CBBUPAHE HA ITPOBUTE H ObPABOTKA

. CepyMbT TpsiOBa J1a ce ChXpaHsiBa npu temmeparypu 2-8°C.

. AKO TeCThT HE Ce HampaBH B paMKHTe Ha 8 daca, ce IMpenopbuBa
ChbXpaHeHHe IpH Temreparypa -20°C.

. W30srBaiiTe nocneaBaly HUKIM Ha 3aMpa3sBaHe-pa3MpassBaHe.

X. IPOLEJYPA

A. O0IH 0eIeKKH

He n3non3BaiiTe KuTa WIM KOMIIOHCHTHTE My CIIeJ JaTaTa Ha H3THYAaHE CPOKa Ha
rogHoct. He cmecBaiite Marepuand OT pa3iMyHM NapTHau KutoBe. Ilpenu
ynorpeba OCTaBeTe BCUUKU PEareHTH Ha CTaliHa TeMIIepaTypa.

BHuMaTtenHO cMecBaliTe BCHUKH PEareHTH C NPOOUTE 4pe3 HEXHO pakialaHe
WIM BBPTENMBO pa3MecBaHe. 3a Ja H30erHete KPbCTOCAHA KOHTAMHHALIW,
M3I0JI3BAlTE YUCT MUIETEH HAKpaiHUK 3a €JHOKpaTHa ynotpeda 3a 100aBSHETO
Ha BCEKH PeareHT KbM ChOTBETHATa Ipoba.

BucoKko mnpenu3npaHnuTe MUMNETH WM aBTOMAaTHYHUTE NMHIETH OMXa mozodpuin
TouHOCTTa. ChOOpa3siBaliTe Ce C BPEMETO 3a MHKYOAIHS.

IMoxroTBere KanMOpaIMOHHA KPHBA 32 BCSIKO M3MEpBaHe M HE M3IIOJI3BATe TaHHU
OT NIPEVIIHA H3MEPBaHHU.

B. Ilpouenypa

1. OsnHauere 1Be 1O [BE IIOKPUTHTE ENpPYBETKM 3a BCEKH KalHOpaTop,
KOHTpoJIa 1 ipo0a. 3a onpesensHe Ha oOuws Opoi uMmyJicH, 00o3HayerTe 2
HOPMAJTHH €NPYBETKH.

2. PasknaTere 3a KpaTKo BpeMe KalMOpaTopHTe, KOHTPOJNHUTE W NpOOHTE U
pasnpezenere no 100 pl ot Besiko B ChOTBETHHUTE €MPYBETKH.

Ta3u onepanus TpsadBa 1a ce H3BLPIIM B PAMKHTE Ha 15 MunyTH.

3. Pasmpenenere 50 ul Tuposun C-mentuj, HaToBapeH ¢ ‘Pfon BBB Beska
eMpyBeTKa, BKIIOYUTEIHO B HEMOKPUTHTE CNPYBETKM 3a OOIIOTO
pebposiBaHe.

4.  PaskyateTe HEXHO C pbKa KOHTEHHepa C €NpyBETKHTE, 3a Ja 0cBOOOIHTE
BCSIKO OCTAHAJIO BB3/IYIIHO MEXypye.

5. HukyOupaiite 3a 3 yaca npu craiiHa TemIeparypa.

6. Acnupupaiite (WM mpeseiTe) ChIBPKAHUETO Ha BCAKA €MpyBETKa (OCBEH
ENpYBETKUTE 3a ONpeAeNsiHe Ha oOmus Opol MMIyJcH). YBepeTe ce, ue
IUIACTMACOBHAT Kpail Ha acmupaTtopa JOCTHTa JBHOTO Ha IOKpHUTaTa
€TpyBETKa, 3a 1a MOXKeE 11a OTCTPAHH IIsJ1aTa TeUHOCT.

7. Uswmmiite enpyBetkute ¢ 3 ml Paboren PastBop 3a wu3mmBame (c
U3KITIOYeHHe Ha o0wus 6poit) u acupupaiite (Wi npereiite). M36srsaiite
pasmeHBaHe 110 BpeMe Ha JjobaBsiHeTo Ha PaGoTrus PastBop 3a m3mMuBane.

8. OcraBere empyBETKHTE B H3MPABEHO IOJOXKCHHE 3a 1BE MHUHYTH H
acIMpHpaiiTe OCTaHAINTE KallKH TEYHOCT.

9.  Oruerere enpyBeTKUTE B Tama Opostd 3a 60 ceKyHIu.

XI. H3YHC/IABAHE HA PE3YJITATHTE

1. V3uucnere cpeHOTO ApUTMETHYHO Ha PE3YJITATHUTE, IOJIYYCHH OT JBE IO
JIBE CIIPYBETKHTE.

2.  M3uucnere cBbp3BaIlaTa paJHOAKTUBHOCT KAaTO IPOLECHT OT CBBP3BAHETO,
omnpefieNicH TpU HyneBaTa KaiumOpanuonHa Touka (0) cropen ciexHata
¢dopmyna :

3. U3znomssaiiku 3 ukanYHa ceMu-IoraputMudHa win logit-log rpadmana
xaprusi, HaHecete (B/B0(%)) cToliHOCTUTE 3a BCsiKa KaTMOPALMOHHA TOYKa
kaTo (yHKIMs Ha C-NeNTH]] KOHIEHTPALMATA Ha BCAKA KaIMOpalHOHHA
Touka. OTXBBPIETE OUCBUAHUTE OTKIOHCHUSL..



B/B0 (%) = 6poit (Kaanbparop u npoba) X 100
6poii (Hynes Kammubpato)

4. KOMIIOTHPHO aCHCTHPAHH METOIHM ChIIO MOTaT jAa ObAaT M3MOJIBAHH, 32 Ja
Ce MOCTPOH KaMOpalHOHHATA KPHBA. AKO CE H3II0NI3Ba aBTOMATHYCH METOJ
Ha 00paboTKa Ha pe3yJTaThTe, Ce MPENopbuBa MOAXO0sma 4-napaMeTpoBa
JIOTUCTHYHA KPHBA.

5. Upes unrepnonanus Ha (B/BO (%)) croiiHocTute 0T mpobara ce onpenest
C-nenTy KOHLEHTPALMHUTE Ha POOUTE OT KaJMOpALMOHHATA KPUBA.

6. IIpoueHTHT Ha OOIIOTO MPOCIESBAIIO BELIECTBO, CBHP3aHO MIPH JIUIICA HA
nenaroBaped C-menrun (BO/T), TpsbBa ma ce mnpoBepu  3a BCAKO
U3CIE/IBAHE.

XW. XAPAKTEPHH JIAHHH

I[aHHl/lTe, HM3JIOKEHHU MO-A0J1y ca caMO 3a UIIKOCTPAllMA U HUKOIra HE OuBa Ja ce
U3M0JI3BAT BMECTO HCTUHCKATa Kannﬁpaunom{a KpuBa.

D. TouHoct

C-nentun cpm B/Bo (%)
O6m1 6poit 75295
Kasnmub6parop 0,0 pmol/ml 17690 100,0
0,09 pmol/ml 14319 80,9
0,29 pmol/ml 11618 65,7
0,95 pmol/ml 6534 36,9
2,98 pmol/ml 3361 19,0
9,94 pmol/ml 1379 78

TECT C PASPEXJIAHE
IIpo6a Paspexnane Teopernyna H3mepena
KOHUEHTpauus KOHUEHTpauus
(pmol/ml) (pmol/ml)
CepyM 11 - 6,99
12 3,50 3,04
1/4 1,75 1,56
1/8 0,87 0,80
1/16 0,44 0,46
1/32 0,22 0,28
1/64 0,11 0,07
TIpoOute Osixa pa3peeHH ¢ HyJIeB KaIHOpaTop
BBH3CTAHOBUTEJIEH TECT
IIpoda Jobasen C- Bb3cTaHoBeH Bn3cTanoBen
TenTu C-nenrun (%)
(pmol/ml) (pmol/ml)
Cepym 0.14 0.14 100
0.17 0.19 112
0.22 0.22 100
0.39 0.44 113
1.14 112 98
3.14 3.02 96

XU U3ITB/THEHHE H O PAHUYEHHUA

A. OnpenesieH JIMMHT

JlBaneceT HylieBH KaauOparopa ca OMIM M3MUTAHU 3a€QHO C KOMIUIEKT OT IPYrd
xanuOparopu. OnpeneneHus TUMHT, JeGUHAPAH KaTo sSBHATa KOHIEHTPAIHS Ha
JIBE CTAaHZAPTHU OTKJIOHEHHs HAJ CpeJHHs Opoil mpu HyJIEBO CBBbp3BaHe, € OHII
0,04 pmol/ml.

B. Cnienuguunocr
IIpoueHTT Ha KpbCTOCAaHA pEaKlys, MPELUEHEH 4Ype3 CpaBHSABaHE C
KOHIEeHTpanuaTa npu 50% MoTHCKaHe, € CbOTBETHO!

Konsepcuonen dakrop:
Or ng/ml mo pmol/ml: :3

1. 3akbcHeHHne

KakTo e mokazaHo mo-qoiy, pe3yJITaTHTe OT W3MUTBAHETO OCTABAT TOYHH IOPH
Korato mpobara € pasmpezencHa 15 MHHYTH cliell KaTo KaluOpaTopbT € Oui
n00aBeH KbM MMOKPUTATA EIPYBETKA.

3aKbCHEHHE
Cepym 0 5’ 10° 15 20° 30
pmol/ml
C1 0,66 0,53 0,55 0,61 0,52 0,41
Cc2 2,27 2,14 2,58 1,90 1,79 2,07

C'lreJ]“HeH“e Kp'bcTOcaHa PEAKTHBHOCT
(%)
brocHHTETHYEH YOBEIKY IPONHCYITHH 5,6%
YoBemku riarokaron -
YOBEIIKH HHCYIUH -
TI'. IIpenusHoct
110 BPEME HA U3IIMTBAHETO MEXY U3IMMTBAHETO
Cepym | N | <X>xSD cv | Cepym | N <X>2SD cv
(pmol/ml) (%) (pmol/ml) (%)
A 24 0.28+£0.03 | 10.7 A 21 0.28 £0.03 10.7
B 26 1.21+0.04 | 33 B 21 1.12+0.11 9.8
C 24 0.18+0.01 | 5.6 C 22 0.17 £0.02 11.8
D 24 0.68+0.04 | 5.9 D 22 0.65 + 0.05 7.7
E 24 1.60+£0.11 | 6.9 E 22 1.68 £ 0.12 7.1

SD : CranpaptHo otkionenne; CV: Koedunuenrt na Bapuarmst

XIV. BBTPEIIIEH KAYECTBEH KOHTPO.JI

- Axo pesynrarute, monydenn 3a Konrpoma 1 w/mmm Konrtponma 2 He ca B
paMKHTe Ha HMBOTO, YKa3aHO Ha €THKeTa Ha ()JIaKOHa, TO Pe3ylTaTUTE He
MoraT Ja ObJIaT M3MOI3BaHH, OCBEH aKO HE €€ MPEJOCTABU 330BOJIHTEIHO
00sICHEHNE Ha TOBAa HECHOTBETCTBHE.

- Io xenaHue, Bcsika JaOOPATOPHS MOXKE J1a CU HATIPaBH COOCTBEH KOMILIEKT
OT KOHTPOJIHU HPOOH, KOUTO TPsA0BA [1a ce ChbXPaHABAT 3aMPa3eHH B KPATHU
CHOTHOIICHHS.

- Kputepuute 3a mnpuemaHe Ha pasiMKaTa OT ABOWHHTE pPe3ylTaTH Ha
npobute TpsOBa na ce onupar Ha J[oopara Jlaboparopna IIpakTuka.

XV. PEQEPEHTHH HHTEPBA/IH

CroiiHOCTHTE, MOKA3aHU MO-10Jy, Ca MPEIOCTABEHH CaMO 3a HAITBTCTBHE; BCSKA
naboparopusi TpsOBa Ja YCTaHOBH CBOM COOCTBEH HOpMajeH oOXBaT Ha
CTOHHOCTH.

B rpyma or 79 HopMmanHM cyOeKkTa H34HMCIE€HAaTa CpeIHAa CTOMHOCT Ha
KoHIeHTpanusita Ha yoBemkn C-merntum 6e 1.02 pmol/ml (a muanaszowsT - oT
2.5% no 97.5%: 0.59 - 1.56 pmol/ml).

XVI. IIPEJIIA3HH MEPKH U IIPE/IYIIPEK/ITEHUA

Beszonacnocr

Camo 3a in vitro anarsocTuka.

Tosu Habop chabpxa 21 (momyxusot: 60 nHu), emuTupan fonusupamu X (28
keV) u y (35.5 keV) mpuenust.

To3u paguoakTHBEH NMPOAYKT MOXKE Ja CE NpeHacs M Ja ce W3IO0JN3Ba CaMo OT
OTOPH3HPAHM JIMLA; ITOKYIKAaTa, ChXPAHCHHETO, ymoTpebara W pa3MsHaTa Ha
PaInOAaKTUBHY MPOAYKTH ca MPEAMET Ha 3aKOHOAATEICTBOTO HA IbpKaBaTa, Ha
KpaiiHus norpeburten. To3n NpoayKT He OMBa B HUKaKbB CIIy4ail ja ce mpuiara
Ha XOpa MM )KHBOTHH.



BopaseneTo ¢ pajuakTHBHHS MPOIYKT TPsIOBa Jia ce M3BBPILIBA B ONpEZEIICHA 3a
LesITa TePUTOPHS, Aajied OT PEryJSIPHH 30HM Ha peMuHaBaHe. B mabopaTtopusra
TpsibBa 1a ce MOAIbp)KAa [HEBHHK 3a MOJyY4aBAaHETO H CHXPAHCHHETO Ha
pannoakTUBHM Martepuany. JlabopatopHara EGKHIIMPOBKA M CTBKJIApUs, KOUTO
Morar jia ObJaT KOHTAMHHHUPAHK C PaAHOAaKTHBHH CyOCTaHIMH, TpsiOBa 1a Obaar
OTJENCHH C Iel fAa ce u30erHe KPBCTOCAHA KOHTAMUHALMS C PasIMYHA
PanHOU30TOIH.

BesikakBH  pafiiOAKTHBHU TNPBCKH TpsibBa Ja Ce I0YMCTBAT He3abaBHO B
CBOTBETCTBHE C IIPOLEAYPUTE 3a paJualioHHa Oe3omacHOCT. PaamoakTnBHHTE
oTmagply TpsAOBa 1Ja Ce U3XBBPIAT, CIEABAHKM MECTHHTE Hapeabu u
PBKOBOJICTBA HA BIIACTHUTE, YIPAKHSBAIIN FOPUCAMKLMATA, HAJ J1abOpaTOpUUTE.
IlpunbpkaHeTo KbM OCHOBHHTE IMIpaBHIA 3a pPaJWLMOHHAa 0E€30MacHOCT
OCHTYpsIBaT aJIeKBaTHa 3alllUTa.

YoBemkuTe KPbBHA KOMIIOHCHTH, BKJIFOYEHH B KHTa, Ca OWINM TECTYBaHH 4pe3
onobpenu ot Esponeiicku w/mmu FDA (AMepukaHcka areHIHs IO XpaHHUTE U
JIeKapcTBaTa) METOM M ca Jaiuu oTpuuareieH pesyirar 3a HbsAg, antu-HCV,
antu-HIV-1 u 2. Hsama u3BecteH MeTo[, KOMTO ]a JaBa IbJIHA FapaHIys 3a TOBa,
4Ye YOBEIIKMTE KPBBHM JepuBatH He npeHacst xematut, CIIMH wmm npyru
nHpekun. ETo 3a1io, 60paBeHETO ChC peareHTUTE, CEPYMHHUTE MM ITa3MEHHUTE
npoOu TpsiOBa fa Ob/e B CHOTBETCBUE C MECTHHTE IIPOLEAYPH 110 O€30IIaCHOCT.
Beuuky KHBOTHHCKHM TPOAYKTH M JEpUBaTH ca OWinM ChOMpaHH OT 3IpaBH
JKUBOTHH. BOJICKHUTE KOMIIOHEHTH €a ¢ IPOU3X0/1 OT CTpaHu, Kbaeto BSE (Boscka
cepyMHa eHuedanonaTus) He € Owia ycraHoBsBaHa. He3aBHCHMO OT TOBa,
KOMITOHEHTHTE, ChIbPKAIH JKHBOTHHCKH CyOCTaHI[MM TpsiOBa Ja ce TpeTHpar
KaTO MOTEHIMAIHO HHPEKIHO3HH.

V36sirBaiiTe KakbBTO M Ja OHJIO KOXEH KOHTAaKT C pEareHTHTE (ChAbpiKar
HATpUEB a3MJ KaTO KOHCEPBAHT). A3HIBT B TO3M KUT MOXE J]a pearupa ¢ 0JIOBOTO
M MeJTa BbB BOAOIPOBOJHMTE MHCTAIALMH KaTO MO TO3M HAYHH CE IOJyYaBaT
CHJIHO CKCIUIO3MBHH MeTajHH asuau. [lo Bpeme Ha M3MHBHUS €Tall, IPOMHUIATE
ChC CHJIHA M OOMIJIHA CTPYsI BOJla KaHAIM3aLUATa, 32 a M30erHeTe (PopMUPAHETO
Ha a3uJId.

He nymere, He mmiiTe, He sDKTe W He CH cllaraiite Ko3MeTHKa B paboTHaTa
tepuropus. He munetnpaiite ¢ ycra. M3non3gaiite 3auTHO 00JIEKIO ¥ PHKABHII
3a €IHOKpaTHa ynorpeoa.
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XVII. OBOBLIEHHUE HA IIPOTOKOJIA

OBIIA MPOBA (1)
AkTHBHOCT | KATMBPATOPH | i yrposn
ul
ul ul
KammGparopu (0-5) - 100 -
Ipo6u, KOHTpoIN - - 100
Tpeiicbp 50 50 50
HrcyGanus 3 yaca npu cTaiiHa TemMIepaTypa
Cenapauus - acripupaiite (1u npeneiire)
HWsmuBam pastsop - 3.0ml
Cenapauus - acrpupaiite (1u npeneiire)
Bpoene Otyerere enpyBeTkuTe 3a 60 ceKyHau




1. MENea
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1 =9 2| S ZAA
2 = DIAsourc C-PEP II-RIA
3 &7t 01 15281 &
4 AHESH AtEfo| HEW WHEEIE HESH
5 AL 96 HIAEF|E
6 PSESE I 2-8°C, MzY22H 562
7 AHE 7|3t 2-8°C, HZYZHE 56Y
2. g
125 HX|-Tyr-C-Peptide2| DFE &2 A W E= BFEY Lo EXst=
C-Peptide®} 4°COI A 3A|ZHS Ot polyestyrene Al EHHO| £XHE DS 9|
SHH|QF ARTC 3AI7E S A20|M HiY =, SQICHAZ ZES 0|
SLCH A2 A 32 MASHLD CHA] S SICH 2FFM0| 2E e
AN C-Peptide sE= BEZMOZEEQ| L0 ofsf AYEO{TICH
3. M3&l= A9
B S =P 7o Colour Code
1 Coated tube 2X48 Orange
2 Tracer 1% labeled Tyr-C-Peptide | 1vial, SZAX Red
3 Calibrator 0 lvial, 8Z8U=x Yellow
4 | calibrator 1-5 Svial, 84Ux Yellow
5 Control I, 1l 2vial, SZHUZT Silver
6 Wash Solution 1 vial, 10ml Brown
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(5) BH-30| Bt Z rinsing stage2 &7& 3mIQ| MBS = Z+ A0
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