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hGH-IRMA

INTENDED USE

Immunoradiometric assay kit for the in vitro quantitative measurement of human growth hormone
(hGH) in serum.

GENERAL INFORMATION
Proprietary name : DIAsource hGH-IRMA
Catalogue number : KIP1081: 96 tests

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

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

CLINICAL BACKGROUND

Biological activities of hGH

hGH is a polypeptide hormone (molecular weight 21,500 Da) produced by the acidophil cells of the anterior
pituitary under the control of two main substances from the median eminence : Growth-hormone Releasing
Factor (GRF) and an inhibitory agent, somatostatin. Dopaminergic, adrenergic and serotoninergic
neuroendocrine pathways also play an important role in the control of hGH secretion. Excitatory stimuli of
hGH secretion include hypoglycemia, exercise, fasting, meals with a high protein content, deep sleep, stress,
glucagon, L Dopa, amino acids, etc. Inhibitory stimuli include glucose, cortisol, hGH and free fatty acids.
Because of its short plasma half life (+25 minutes) and of the frequent excitatory or inhibitory stimuli, hGH
displays frequent and large variations of concentration in serum.

One of the main physiological functions of hGH is to act on the liver and other tissues to produce
Somatomedins, which in turn induce growth by direct action on target tissues. In contrast to hGH, the
concentration of somatomedin in serum is kept stable by virtue of being largely bound to circulating plasma
proteins.

Clinical application of hGH-IRMA

Growth retardation

hGH hyposecretion is one of the various causes of small stature in children. Serum hGH measurement with
a highly sensitive assay, especially following a provocative stimulus (absence of response), is an important
way to establish this diagnosis because this group of patients can be treated by administration of hGH.
Hypopituitarism

Serum hGH measurement is also an index of pituitary function when hypopituitarism (either idiopathic or
due to tumour and surgery) is suspected.

Gigantism and acromegaly

Serum hGH measurement, especially following a provocative inhibitory test (absence of response), is an
important way to establish the diagnosis of hGH hypersecretion due to acidophilic pituitary tumour. This
results in gigantism in children and acromegaly in adults. Both of these disorders may be treated by surgery
or radiation.



V.

PRINCIPLES OF THE METHOD

The DIAsource hGH-IRMA is an immunoradiometric assay based on coated-tube

separation.

Mab 1 - the capture antibody is attached to the lower and inner

surface of the plastic tube. Calibrators or samples added to the tubes will at first
show low affinity for Mab 1. Addition of Mab 2, the signal antibody labeled
with 251, will complete the system and trigger the immunological reaction. After
washing, the remaining radioactivity bound to the tube reflects the antigen
concentration.

V. REAGENTS PROVIDED
Reagents 96 Test Kit | Colour Reconstitution
Code
Tubes coated with anti 2x48 white | Ready for use
hGH (monoclonal
antibodies)
Ab 125) 1 vial red Ready for use
5.5 ml
350 kBq
TRACER: ®|odine labeled anti -
hGH (monoclonal antibodies) in
phosphate buffer with bovine
serum albumin, azide (< 0.1%)
and an inert red dye.
“ 1 vial yellow | Add 2 ml distilled water
Zero calibrator (0 plU/ml) in Iyophilized
human plasma with thymol
6 vials yellow | Add 0.5 ml distilled
. lyophilized water
CalibratorshGH N=1t06
(see exact values on vial labels) in
human plasma with thymol
1 vial brown Dilute 20 x with
‘ WASH ‘ SOLN l CONC ‘ 40 ml distilled water (use a
magnetic stirrer).
Wash solution (NaCl, Tween 20)
2 vials silver Add 0.5 ml distilled
| CONTROL | N | lyophilized water

Controls - N =1 or 2
in human plasma with thymol

Note : Use the zero calibrator for sample dilutions.

VI.

1 plU of the calibrator preparation is equivalent to 1 ulU NIBSC 2™ IS
98/574.

SUPPLIES NOT PROVIDED

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

1.
2.
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VII.

Distilled water

Pipettes for delivery of: 50 ul, 500 pl and 2 ml (the use of accurate pipettes
with disposable plastic tips is recommended)

Vortex mixer

Magnetic stirrer

5 ml automatic syringe (Cornwall type) for washing

Aspiration system (optional)

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

REAGENT PREPARATION

Calibrators : Reconstitute the zero calibrator with 2.0 ml distilled water
and other calibrators with 0.5 ml distilled water.

Controls : Reconstitute the controls with 0.5 ml distilled water.

Working Wash solution : Prepare an adequate volume of Working Wash
solution by adding 19 volumes of distilled water to 1 volume of Wash
Solution (20x). Use a magnetic stirrer to homogenize. Discard unused
Working Wash solution at the end of the day.

VIII.

=

10.

11.

XI.

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

Freshly prepared Working Wash solution should be used on the same day.
After its first use, tracer is stable until expiry date, if kept in the original
well closed vial at 2 to 8°C.

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 24 hrs., storage at -20°C is recommended.
Avoid successive freezing and thawing.

PROCEDURE

Handling notes

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

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

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

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

Procedure
Label coated tubes in duplicate for each calibrator, sample, and control. For
the determination of total counts, label 2 normal tubes
Briefly vortex calibrators, controls and samples and dispense 50ul of each
into respective tubes.
Dispense 50 pl of *lodine labeled anti-hGH into each tube, including the
uncoated tubes for total counts.
Shake the tube rack gently by hand.
Incubate for 2 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). Avoid
foaming during the addition of the Working Wash solution.
Aspirate (or decant) the content of each tube (except total counts).
Wash tubes again with 3 ml Wash solution (except total counts) and
aspirate (or decant).
After the last washing, 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.

On semilogarithmic or linear graph paper plot the c.p.m. (ordinate) for
each calibrator against the corresponding concentration of hGH (abscissa)
and draw a calibration curve through the calibrator points, reject the
obvious outliers.

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

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



XIl. TYPICAL DATA

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

hGH-IRMA cpm B/T (%)
Total count 126065
Calibrator 0 plu/mi 241 0.19
1.0 pIu/ml 1254 0.99
2.4 plu/ml 2743 2.18
8.0 plu/ml 7817 6.20
25.5 plu/ml 19515 15.48
59.1 plu/ml 34310 27.22
119.9 plU/ml 49965 39.63

XI1ll. 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 above the average counts at zero binding, was 0.04 plU/ml.

B. Specificity
Cross-reactive hormones were added to a low and to a high hGH value
calibrator. The apparent hGH response was measured.

RECOVERY TEST

Sample added hGH Recovered Recovered
(nIu/ml) hGH (%)
(niu/ml)

Serum 1 5 5.1 102%
10 9.5 95%

25 24.7 99%

50 53.7 107%

Serum 2 60 63 105%
40 46.8 117%

20 22.1 111%

10 10.2 102%

5 4.8 96%

E. Time delay between last calibrator and sample dispensing
As shown hereafter, assay results remain accurate even when a sample is
dispensed 30 minutes after the calibrator has been added to coated tubes.

TIME DELAY
Serum 0 15 30
(UIU/ml)
Serum 1 4.4 4.5 4.8
Serum 2 18.8 18.1 19.3
Serum 3 27.6 26.2 27.0
Serum 4 36.5 36.8 36.6

hGH CAL 1 hGH CAL 5

added Hormone plu/ml plu/mi
- 0.60 65
hCG 300000 mIU/ml 0.63 63
hPL 50000 ng/ml 0.69 68
PRL 2000 ng/ml 1.35 63

Note : this table shows the cross-reactivity for the hGH-IRMA.

C. Precision

INTRA-ASSAY INTER-ASSAY
Serum N <X>*SD cv Serum N <X>+SD CVv
(uIU/ml) (%) (UIU/ml) (%)
A 6 6.7+0.3 4.4% A 20 3.8+ 0.3 8.1%
B 6 19.0+0.2 1.0% B 20 179+ 1.2 6.7%

SD : Standard Deviation; CV: Coefficient of variation

D. Accuracy
DILUTION TEST

Sample Dilution Theoretical Measured
Concent. Concent.
(HIU/mI) (HIU/mI)
Serum 1 n - 356
12 17.8 17.4
1/4 8.9 8.8
1/8 45 5.0
1/16 2.2 2.4
1/32 11 1.2

Sample was diluted with the zero calibrator.

Conversion factor:
1ulU hGH-IRMA Calibrator = 0.33 ng

F. Hook effect
A sample spiked with hGH up to 4000 plU/ml gives a signal above the
highest calibrator concentration.

XIV. LIMITATIONS

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

- Heterophilic antibodies in human serum can react with reagent
immunoglobulins, interfering with in vitro immunoassays.

Patients routinely exposed to animals or animal serum products can be
prone to this interference and anomalous values may be observed in case
of the presence of heterophelic antibodies. Carefully evaluate the results
of patients suspected of having these antibodies.
If results are not consistent with other clinical observations, additional
information should be required before diagnosis.

XV. INTERNAL QUALITY CONTROL

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

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

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

XVI. REFERENCE INTERVALS

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

In normal subjects, growth hormone (hGH) secretion is pulsatile. During day-
time, hGH concentrations range from <0.2-10 pIU/ml. During sleep, hGH
concentrations increase consistently (+ 30 plU/ml).

hGH secretion is greatly stimulated by exercise and stress (venous puncture,
hypoglycemia, ...), but is decreased by hyperglycemia.

In normal subjects (n=34), two hours after oral glucose load (75 g in adults), hGH
levels were lower than 10 plU/ml and the hGH response to stimulation tests
(insulin, arginine, glucagon administration) exceeded 20 pIU/ml.

hGH levels were elevated (even after glucose load) in acromegaly (> 10 pIU/ml).
In hGH deficiency, the response to stimulation test is absent or blunted (short
stature by hGH deficiency; hypopituitarism from various origins).




XVII. PRECAUTIONS AND WARNINGS

Safety

For in vitro diagnostic use only.

This kit contains 1 (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.

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 or serum 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. All radioactive
handling should be executed in a designated area, away from regular passage. A
log book 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
radiosafety 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.
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XIX. SUMMARY OF THE PROTOCOL

TOTAL CALIBRATORS SAMPLE(S)
COUNTS CONTROLS
nll il ml
Calibrators (0 to 6) - 0.05 -
Samples, controls - - 0.05
Tracer 0.05 0.05 0.05
Incubation 2 hours at room temperature
Separation - aspirate (or decant)
Working Wash solution - 3.0
Separation - aspirate (or decant)
Working Wash solution - 3.0
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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hGH-IRMA

BUT DU DOSAGE

Trousse de dosage radio-immunométrique pour la mesure quantitative in vitro de I’hormone de
croissance (hGH) dans le sérum humain.

INFORMATIONS GENERALES
Nom du produit : DIAsource hGH-IRMA kit
Numéro de catalogue : KIP1081: 96 tests

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

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

CONTEXTE CLINIQUE

Activités biologiques de la hGH

La hGH est une hormone polypeptide (poids moléculaire 21,500 Da) produite par les cellules acidophiles de
I’hypophyse antérieure sous contrdle de deux substances principales : le facteur de libération de ’hormone
de croissance (GRF) et un agent inhibiteur, la somatostatine. Les voies neuro-endocrines dopaminergiques,
adrénergiques et sérotoninergiques jouent également un role important dans le contrdle de la sécrétion de la
hGH. Les stimulus excitateurs de la sécrétion en hGH sont provoqués par I’hypoglycémie, le sport, le jeline,
des repas hautement protéiques, le sommeil profond, le stress, le glucagon, la L Dopa, les acides aminés, etc.
Les stimuli inhibiteurs sont provoqués par le glucose, le cortisol, la hGH et les acides gras libres. Du fait de
sa courte demi-vie (25 minutes) et de la fréquence des stimuli excitateurs ou inhibiteurs, la concentration
de la hGH varie fréquemment de fagon irréguliere dans le sérum.

Une des principales fonctions physiologiques de la hGH est d’agir sur le foie et d’autres tissus pour produire
la Somatomédine, qui induit alors la croissance par action directe sur les tissus cibles. En contraste avec la
hGH, la concentration de somatomédine dans le sérum reste stable car la grande partie est liée aux protéines
plasmatiques circulantes.

Application clinique de la hGH-IRMA

Retard de croissance

L’hyposécrétion en hGH est une des causes différentes de la petite taille chez les enfants. Le dosage de la
hGH sérique avec un test hautement sensible, particulierement aprés un stimulus provocateur (absence de
réponse), est important pour établir ce diagnostic car ce groupe de patients peut étre traité par administration
de hGH.

Hypopituitarisme

Le dosage en hGH sérique est également un index de la fonction pituitaire lorsque I’hypopituitarisme est
suspecté (soit idiopathique ou dd a une tumeur ou une chirurgie).

Gigantisme et acromégalie

Le dosage en hGH sérique, particuliérement apres un test d'inhibition (absence de réponse), est important
pour établir le diagnostic de I’hypersécrétion en hGH due a une tumeur pituitaire acidophilique. Ceci résulte
en un gigantisme chez les enfants et une acromégalie chez les adultes. Les deux disfonctionnements peuvent
étre traités par chirurgie ou radiation.



IV.  PRINCIPE DU DOSAGE

La trousse DIAsource hGH-Irma est une trousse de dosage radio-
immunométrique basée sur la séparation en tube recouvert d'anticorps. Mabsl,
les anticorps de capture, sont attachés sur la surface basse et interne du tube
plastic. Les calibrateurs ou les échantillons ajoutés dans les tubes présenteront
dans un premier temps une faible affinité pour Mabsl. L’addition de Mab2,
lanticorps signal marqué avec 1'**I, complétera le systéme et déclenchera la
réaction immunologique. Suite au lavage, la radioactivité restante liée au tube
reflétera la concentration de 1’antigéne.

V. REACTIFS FOURNIS

Reactifs 96 tests Code Reconstitution
Kit Couleur
Tubes recouverts 2x48 Blanc Prét a ’emploi
U avec ’anti hGH
(anticorps
monoclonal)

1 flacon Rouge Prét a I’emploi

TRACEUR: anti - hGH marquée ;glinqu
a '*®lodine (anticorps
monoclonaux) dans un tampon
phosphate avec de I'albumine
bovine, de I’azide de sodium
(<0,1%) et un colorant rouge
inactif
CAL “ 1 flacon Jaune Ajouter 2 ml d’eau
lyophilisé distillée
Calibrateur zéro dans du plasma
humain avec du thymol
CAL “ 6 flacons Jaune Ajouter 0,5 ml d’eau
i lyophilisés distillée
Calibrateur N=12a6
(cfr. Valeurs exactes sur chaque
flacon) dans du plasma humain
avec du thymol
| WASH | SOLN |CONC | 1 flacon Brun Diluer 20 x avec de
40 ml I’eau distillée (utiliser

Solution de Lavage un agi,ta_teur
(NaCl, Tween 20) magnétique).

“ 2 flacons Gris Ajouter 0,5 ml d’eau
lyophilisés distillée

Controles - N = 1 ou 2 dans du
plasma humain avec du thymol

Note : 1. Utiliser le calibrateur zéro pour la dilution des échantillons.
2. 1 plU de la préparation du calibrateur est équivalent a 1 plU
NIBSC 2" IS 98/574.

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, 500 pl et 2 ml (I'utilisation de pipettes
précises et de pointes en plastique est recommandée)

Agitateur vortex

Agitateur magnétique

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

Systéme d’aspiration (optionnel)

Tout compteur gamma capable de mesurer 1''%1 peut étre utilisé
(rendement minimum 70%).
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VIl. PREPARATION DES REACTIFS

A. Calibrateurs : Reconstituer le calibrateur zéro avec 2,0 ml d’eau distillée
et les autres calibrateurs avec 0,5 ml d’cau distillée.

B. Controles : Reconstituer les contrdles avec 0,5 ml d’eau distillée.

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

VIII.
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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, les calibrateurs et les controles sont stables pendant 7
jours entre 2 et 8°C. Pour de plus longues périodes de stockage, des
aliquots devront étre réalisés et ceux-ci seront gardés a —20°C pendant 3
mois au maximum. Eviter des cycles de congélation et décongélation
successifs.

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

Aprés la premiére utilisation, le traceur est stable jusqu’a la date
d’expiration, si celui-ci est conservé entre 2 et 8°C dans le flacon d’origine
correctement fermé.

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

PREPARATION ET STABILITE DE L’ECHANTILLON

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

Si le test n’est pas réalisé dans les 24 heures, un stockage a -20°C est
recommandé.

Eviter des cycles de congélation et décongélation successifs.

MODE OPERATOIRE

Notes de manipulation

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

Mélanger 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, contrdle, échantillon. Pour la détermination de
I’activité totale, identifier 2 tubes non recouverts d” anticorps.

Agiter au vortex brievement les calibrateurs, les controles et les
échantillons. Puis distribuer 50 pl de chacun d’eux dans leurs tubes
respectifs.

Distribuer 50 pl de traceur dans chaque tube.

Augiter légérement le portoir de tube manuellement pour libérer toute bulle
d’air emprisonnée.

Incuber pendant 2 heures a température ambiante.

Aspirer (ou décanter) le contenu de chaque tube (a ’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 l’activité totale) et aspirer. Eviter la
formation de mousse pendant 1’addition de la Solution de Lavage.

Aspirer (ou décanter) le contenu de chaque tube (a 1’exception des tubes
utilisés pour la détermination de I’activité totale).

Laver les tubes a nouveau avec 3 ml de Solution de Lavage (a 1’exception
des tubes utilisés pour la détermination de 1’activité totale) et aspirer (ou
décanter).

Aprés le dernier lavage, laisser les tubes droits pendant 2 minutes et
aspirer (ou décanter) 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.
Dessiner sur un graphique linéaire ou semi-logarithmique les cpm
(ordonnées) pour chaque calibrateur contre la concentration
correspondante en hGH (abscisses) et dessiner une courbe de calibration
a I’aide des points de calibration, écarter les valeurs aberrantes.

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

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



XIl. DONNEES TYPES

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

hGH-IRMA cpm B/T (%)
100
Activité totale 126065
Calibrateur 0 pu/mi 241 0,19
1,0 plu/ml 1254 0,99
2,4 plu/ml 2743 2,18
8,0 plu/ml 7817 6,20
25,5 piu/ml 19515 15,48
59,1 plu/ml 34310 27,22
119,9 plU/ml 49965 39,63

XIIl. PERFORMANCE ET LIMITES DU DOSAGE

A Sensibilité
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 au-dessus de la
moyenne déterminée a la fixation zéro, était de 0,04 plU/ml.

B. Spécificité
Des hormones cross-réactives ont été ajoutées a un calibrateur de valeur
haute en hGH et a un calibrateur de valeur basse. La réponse hGH
apparente a été mesurée.

s 1 1/1 - 35,6
erum 12 17,8 17,4
1/4 8,9 8,8
1/8 4,5 5,0
1/16 2,2 24
1/32 11 1.2
L’ échantillon a été dilué avec le calibrateur zéro.
E. Délai entre la distribution du dernier calibrateur et celle de

I’échantillon

Comme montré ci-dessous, les résultats d’un essai restent précis méme
quand un échantillon est distribué 30 minutes aprés que le calibrateur a été
ajouté aux tubes avec 1’anticorps.

DELAI
Echantillon 0 15' 30"
Serum 1 44 4,5 4.8
Serum 2 18,8 18,1 19,3
Serum 3 27,6 26,2 27,0
Serum 4 36,5 36,8 36,6

Hormone ajoutée hGH CAL 1 hGH CAL 5
pulu/ml pulu/ml
- 0,60 65
hCG 300000 mIU/ml 0,63 63
hPL 50000 ng/ml 0,69 68
PRL 2000 ng/ml 1,35 63

Note : Cette table indique la réactivité croisée pour la hGH-IRMA.

C. Précision
INTRA-ESSAI INTER-ESSAI
Sérum N <X>+SD Ccv Sérum N <X>+SD Ccv
(IU/ml) (%) (HIU/ml) (%)
A 6 6,7+0,3 4,4% A 20 38+ 03 8,1%
B 6 19,0+0,2 1,0% B 20 179+ 1.2 6,7%

SD : Déviation Standard; CV: Coéfficient de variation

D. Exactitude

TEST DE RECUPERATION

Echantillon hGH ajoutée hGH récupérée Récupération
(HIU/ml) (uIU/ml) (%)

Serum 1 5 5.1 102%
10 9,5 95%

25 24,7 99%

50 53,7 107%

Serum 2 60 63 105%
40 46,8 117%

20 22,1 111%

10 10,2 102%

5 4,8 96%

Facteur de conversion:
1ulU de la préparation du calibrateur hGH-IRMA = 0,33 ng
TEST DE DILUTION

Echantillon Dilution Concent. théorique Concent. Mesurée

(W1U/ml) (uIU/ml)

F. Effet crochet
Un échantillon dopé avec du hGH jusqu’a 4000 plU/ml donne des cpm
supérieurs au dernier point de calibration.

XIV.  LIMITATIONS

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

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

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

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

XV. CONTROLE QUALITE INTERNE

- Si les résultats obtenus pour le(s) contrdle(s) 1 et/ou 2 ne sont pas dans
I’intervalle spécifié sur 1’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 criteres d’acceptation pour les écarts des valeurs in duplo des
échantillons doivent étre basés sur les pratiques de laboratoire courantes.

XVI. VALEURS ATTENDUES

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

Chez les sujets normaux, la sécrétion de I’hormone de croissance (hGH) est
pulsatile. Durant la journée, le domaine des concentrations en hGH est <0,2-10
wlU/ml. Pendant le sommeil, les concentrations en hGH augmentent constamment
(£ 30 plU/ml).

La sécrétion en hGH est fortement stimulée par le sport et le stress (ponction
veineuse, hypoglycémie, ...), mais décroit en hyperglycémie.

Chez les sujets normaux (n=34), deux heures apres une prise orale de glucose (75
g pour les adultes), les taux en hGH étaient inférieurs a 10 plU/ml et la réponse
hGH aux tests de stimulation (administration d’insuline, arginine, glucagon)
excédait 20 plU/ml.

Les taux en hGH étaient élevés (méme apres prise de glucose) en acromégalie




(> 10 plU/ml).
En déficience de hGH, la réponse aux tests de stimulation est absente ou faible
(petite taille par déficience en hGH; hypopituitarisme de différentes origines).

XVII. PRECAUTIONS ET AVERTISSEMENTS

Sécurité

Pour utilisation en diagnostic in vitro uniquement.

Cette trousse contient de 1'**I (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, ’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 ’homme ou aux animaux.

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

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

Les composants de sang humain inclus dans ce kit ont 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
complete que des dérivés de sang humain ne transmettront pas d’hépatite, le sida
ou toute autre infection. Donc, le traitement des réactifs ou des échantillons de
sérum 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
(’azide de sodium est utilis¢ 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 ’eau le
matériel utilisé.

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

ACTIVITE CALIBRA- ECHANTIL-
TOTALE TEURS LON(S)
(ml) (ml) CONTROLES
(ml)
Calibrateurs (0-6) - 0,05 -
Echantillons, Contrdles - - 0,05
Traceur 0,05 0,05 0,05

Incubation 2 heures a température ambiante
Séparation - Aspiration
Solution de Lavage - 3,0
Séparation - Aspiration
Solution de Lavage - 3,0
Séparation Aspiration
Comptage Temps de comptage des tubes: 60 secondes
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Lees het hele protocol voér gebruik.

hGH-IRMA

BEOOGD GEBRUIK

Immunoradiometrische testkit voor de in vitro kwantitatieve bepaling van humaan groeihormoon
(hGH) in serum.

ALGEMENE INFORMATIE
Gedeponeerd handelsmerk: DIAsource hGH-IRMA kit
Catalogusnummer: KIP1081: 96 testen

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

KLINISCHE ACHTERGROND

Biologische activiteiten van hGH

hGH is een polipeptide hormoon (moleculair gewicht 21,500 Da) geproduceerd door de acidofiele cellen van
het anterieure deel van de hypofyse onder controle van twee hoofdsubstanties van de middenkwab:
Groeihormoon Vrijstellingsfactor (GRF) en een inhiberende agent, somatostatine. ~Dopaminergische,
adrenergische en serotoninergische neuro-endocriene pathways spelen ook een belangrijke rol in de controle
van de secretie van hGH. Excitatorische stimuli van de secretie van hGH omvatten hypoglycemie,
beweging, vasten, maaltijden met een hoog proteinegehalte, diepe slaap, stress, L Dopa, aminozuren, etc.
Inhibitorische stimuli omvatten glucose, cortisol, hGH en vrije vetzuren. Door zijn korte plasma halfleven
(£25 minuten) en door de frequente excitatorische of inhibitorische stimuli, vertoont hGH frequente en grote
concentratievariaties in serum.

Eén van de belangrijkste fysiologische functies van hGH is zijn werking op de lever en andere weefsel voor
de productie van Somatomedines, die op hun beurt de groei induceren door directe werking op doelweefsels.
In tegenstelling tot hGH, wordt de concentratie van somatomedine in serum stabiel gehouden daar het
grotendeels gebonden is aan circulerende plasmaproteinen.

Klinische toepassing van hGH-IRMA

Groeivertraging

Hyposecretie van hGH is een van de verscheidene oorzaken van een kleine gestalte bij kinderen. De meting
van serum hGH met een zeer gevoelige test, zeker als die een provocatieve stimulus volgt (afwezigheid van
respons), is een belangrijke manier om deze diagnose tot stand te brengen omdat deze groep patiénten
behandeld kan worden door de toediening van hGH.

Hypopituitarisme

Serum hGH bepalingen zijn ook een aanwijzing van het functioneren van de hypofyse als hypopituitarisme
(hetzij idiopathisch, hetzij te wijten aan een tumor of chirurgie) wordt vermoed.

Gigantisme and acromegalie

Serum hGH bepalingen zijn een belangrijke manier om de diagnose te stellen van hypersecretie van hGH ten
gevolge van een acidofiele hypofysetumor, zeker als ze volgen op een provocatieve inhibitorische test
(afwezigheid van respons). Dit resulteert in gigantisme bij kinderen en acromegalie bij volwassenen. Beide
ziekten kunnen behandeld worden met chirurgie of bestraling.

N



Iv.

BESCHRIJVING VAN DE METHODE

hGH-Irma van DIAsource is een immunoradiometrische bepaling die gebaseerd

is op een scheiding aan de hand van een gecoate buis.

Mabsl, de

invangantilichamen, zijn onderaan aan het binnenoppervlak van de plastic buis
gehecht. Kalibrators of monsters die toegevoegd worden aan de buizen zullen
aanvankelijk een lage affiniteit vertonen voor Mabsl. Toevoeging van Mab2, het
signaalgenererend antilichaam dat gelabeld werd met %I, zal het systeem
vervolledigen en de immunologische reactie teweegbrengen. Na de wasfase geeft
de overblijvende radioactiviteit, gebonden aan de buis, de antigeenconcentratie

weer.
V. GELEVERDE REAGENTIA
Reagentia Kit met Kleur- Reconstitutie
96 testen code
buizen gecoat met anti-hGH 2x48 wit Klaar voor gebruik
(monoklonale antilichamen)
1 flacon rood Klaar voor gebruik
TRACER: Anti-hGH (monoklonale 3265'?]'3'
antilichamen) gelabeld met *?%jood in 4
fosfaat buffer met bovien
serumalbumine, azide (< 0,1%) en een
inerte rode kleurstof
CAL o 1 vial geel 2 ml gedestilleerd
gevries- water toevoegen
Nulkalibrator in humaan plasma met droogd
thymol
CAL “ 6 flacons, geel 0,5 ml gedestilleerd
gevries- water toevoegen
Kalibrator - N = 1 tot 6 droogd
(raadpleeg de flaconetiketten voor de
exacte waarden) in humaan plasma
met thymol
| WASH | SOLN | CONC | 1 flacon bruin 20 x met gedestilleerd
40 ml water verdunnen
Wasoplossing (NaCl, Tween 20) (gebruik een
magnetische roerder).
“ 2 flacons, zilver | 0,5 ml gedestilleerd
gevries- water toevoegen
Controles - N =1 of 2 droogd
in humaan plasma met thymol

Opmerking: Gebruik Nulkalibrator voor monsterverdunningen .
1 ulU van de kalibratorbereiding is gelijk aan 1 plU NIBSC 2™
1S 98/574.

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, 500 pl en 2 ml (het gebruik van
nauwkeurige pipetten met plastic wegwerptips wordt aanbevolen).

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

4. Afzuigsysteem (facultatief).

5. Vortexmenger.

6. Magnetische roerder.

7. Een gammateller die geschikt is voor de bepaling van %1 (rendement van
ten minste 70%).

VIl. BEREIDING VAN HET REAGENS

A Kalibrators: Reconstitueer de nulkalibrator met 2,0 ml gedestilleerd water
en de andere kalibrators met 0,5 ml gedestilleerd water.

B. Controles: Reconstitueer de controles met 0,5 ml gedestilleerd water.

C. Werk-wasoplossing: Bereid een voldoende hoeveelheid werk-

wasoplossing door 19 eenheden gedestilleerd water toe te voegen aan 1
eenheid wasoplossing (20 x).

Gebruik een magnetische roerder voor de homogenisering. Op het eind
van de dag moet de ongebruikte werk-wasoplossing afgevoerd worden.

VIII.

=

10.

11.

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 zijn de kalibrators en de controles gedurende 7 dagen
houdbaar bij 2 tot 8°C. Voor een langere bewaartermijn moeten aliquots
gemaakt worden, die bij —20°C bewaard moeten worden voor maximaal 3
maanden. Vermijd opeenvolgende cycli van bevriezen en ontdooien

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

Na het eerste gebruik is de tracer houdbaar tot de vervaldatum, indien
bewaard bij 2 tot 8°C in de oorspronkelijke, goed afgesloten flacon.
Wijzigingen in het fysieke aspect van Kkitreagentia kunnen wijzen op
instabiliteit of op een kwaliteitsvermindering.

MONSTERAFNAME EN MONSTERBEREIDING

Serum moet bij 2 tot 8°C bewaard worden.

Indien de bepaling niet binnen 24 uur uitgevoerd wordt, dan wordt
aanbevolen om ze bij -20°C te bewaren.

Vermijd opeenvolgende cycli van bevriezen en ontdooien

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 voor
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 buizen voor de bepaling
van de totaaltellingen.

Vortex de kalibrators, monsters en controles gedurende korte tijd en
pipetteer 50 pl van elk in de desbetreffende buis.

Pipetteer 50 pl van de tracer in elke buis.

Schud het rek met de buizen voorzichtig met de hand zodat eventueel
ingesloten luchtbellen vrijkomen.

Incubeer gedurende 2 uur bij kamertemperatuur.

Zuig de inhoud van elke buis (met uitzondering van de totaaltellingen) op
(of giet het over). Zorg ervoor dat de plastic tip van de aspirator tot aan de
bodem van de gecoate buis komt zodat alle vloeistof verwijderd wordt.
Was de buizen met 3 ml werk-wasoplossing (met uitzondering van de
totaaltellingen). Vermijd schuimvorming tijdens toevoeging van de werk-
wasoplossing.

Zuig de inhoud van elke buis (met uitzondering van de totaaltellingen) op
(of decanteer).

Was de buizen nogmaals met 3 ml werk-wasoplossing (met uitzondering
van de totaaltellingen) en zuig op (of decanteer).

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

Tel de buizen in een gammateller gedurende 60 seconden.

BEREKENING VAN DE RESULTATEN

Bereken het gemiddelde voor de bepalingen in duplo.

Zet de cpm (ordinaat) uit voor elke kalibrator tegen de overeenkomstige

hGH -concentratie (abscis) op semi-logaritmisch of lineair millimeterpapier

en teken een kalibratiecurve door de kalibratiepunten, waarbij de duidelijke

uitschieters verworpen worden.

Lees door interpolatie de concentratie voor elke controle en voor elk

monster op de kalibratiecurve.

Door computergestuurde gegevensreductie worden deze berekeningen

vereenvoudigd.

Indien de resultaten automatisch verwerkt worden, wordt de 4 parameter
logistische functie aanbevolen voor de gepaste curve.



XII.

KENMERKENDE GEGEVENS

De volgende gegevens dienen enkel ter illustratie en mogen in geen geval
gebruikt worden ter vervanging van de real time kalibratiecurve.

hGH-IRMA cpm B/T (%)
100
Totaaltelling 126065
Kalibrator 0 pIE/mI 241 0,19
1,0 plE/ml 1254 0,99
2,4 PIE/ml 2743 2,18
8,0 MIE/mI 7817 6,20
25,5 WlE/ml 19515 15,48
59,1 pIE/mI 34310 27,22
119,9 plE/mI 49965 39,63

XIHI.

A.

EIGENSCHAPPEN EN GRENZEN

Detectielimiet

Twintig nulkalibrators werden bepaald, samen met een reeks andere
kalibrators. De detectielimiet, omschreven als de schijnbare concentratie
van twee standaarddeviaties boven de gemiddelde tellingen bij nulbinding,
bedroeg 0,04 plE/mI.

Specificiteit
Kruisreagerende hormones werden toegevoegd aan kalibrators met lage en
hoge waardes. De schijnbare respons van hGH werd gemeten.

VERDUNNINGSTEST

Monster Verdunning Theoretische Concentratie die
concentratie bepaald werd
(HIE/mI) (WIE/mI)
11 - 35,6
Serum 1 12 178 174
1/4 8,9 8,8
1/8 45 5,0
1/16 2,2 2,4
1/32 11 1,2

Het staal is verdund met Nulkalibrator.

hGH CAL 1 hGH CAL 5
Toegevoegd hormoon WIE/mI WIE/mI
- 0,60 65
hCG 300000 mIU/ml 0,63 63
hPL 50000 ng/ml 0,69 68
PRL 2000 ng/ml 1,35 63

Nota

: deze tabel toont de kruisreactiviteit voor de hGH-IRMA.

C. Precisie
BINNEN EEN TEST TUSSEN TESTEN
Serum N <X>+SD | VC%) || Serum N <X>=*SD VvC
(UIE/mI) (UIE/mI) (%)
A 6 6,7+0,3 4,4% A 20 38+ 03 8,1%
B 6 19,0+0,2 1,0% B 20 179+ 1.2 6,7%
SD: standaarddeviatie; VC: variatiecoéfficiént
D. Nauwkeurigheid
RECOVERY —-TEST
Monster Toegevoegd Recovery van hGH Recovery
hGH (UIE/mI) (LIE/mI) (%)
Serum 1 5 5.1 102%
10 9,5 95%
25 24,7 99%
50 53,7 107%
Serum 2 60 63 105%
40 46,8 117%
20 22,1 111%
10 10,2 102%
5 4,8 96%

Conversiefactor :
1ulU hGH-IRMA Kalibrator = 0,33 ng

F. Tijdspanne tussen de laatste kalibrator en distributie van het monster
Zoals hieronder weergegeven wordt, blijven de resultaten van de
bepaling nauwkeurig, zelfs wanneer een monster 30 minuten na
toevoeging van de kalibrator in de gecoate buizen gepipetteerd wordt.

TIJDSPANNE
Monster 0 15 30*
Serum 1 4,4 4,5 4,8
Serum 2 18,8 18,1 19,3
Serum 3 27,6 26,2 27,0
Serum 4 36,5 36,8 36,6
G. ""Hook"'-effect

Een monster, dat met hGH gespiket werd tot 4000 plE/ml, levert hogere
tellingen op dan het laatste kalibratiepunt.

XIV. BEPERKINGEN

XV.

XVL.

Specimens van patiénten die voor de diagnose of behandeling preparaten
hebben gekregen van monoklonale antilichamen van muizen kunnen
humane  anti-muis-antilichamen (HAMA) bevatten.  Dergelijke
specimens kunnen ofwel vals-verhoogde of vals-verlaagde waarden
vertonen wanneer ze met testkits worden getest waarbij gebruik wordt
gemaakt van monoklonale antilichamen van muizen.

Heterofiele antilichamen in humaan serum kunnen reageren met
reagensimmunoglobulinen, wat een effect kan hebben op in vitro
immunoassays.

Patiénten die regelmatig aan dieren of dierlijke serumproducten worden
blootgesteld, kunnen vatbaar zijn voor een dergelijk effect, terwijl
afwijkende waarden kunnen worden waargenomen wanneer heterofiele
antilichamen aanwezig zijn. Beoordeel de resultaten zorgvuldig van
patiénten van wie vermoed wordt dat ze deze antilichamen hebben.

Als de resultaten niet overeenstemmen met andere klinische
waarnemingen moet bijkomende informatie worden verkregen voordat
de diagnose wordt gesteld.

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.

REFERENTIE-INTERVALS

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

Bij normale subjecten is de secretie van groeihormoon (hGH) pulsatiel. Overdag
gaan hGH concentraties van <0,2-10 plE/ml. Tijdens de slaap stijgen de hGH
concentraties consequent (+ 30 plE/ml).



hGH secretie wordt sterk gestimuleerd door beweging en stress (aderpunctie,
hypoglycemie, ...), maar vermindert onder invloed van hyperglycemie.

Bij normale subjecten (n=34), waren de hGH niveaus twee uur na orale opname
van glucose (75 g in adults), lager dan 10 plE/ml en de hGH respons op
stimulatietests (toediening van insuline, arginine, glucagon) oversteeg 20 plE/ml.

De hGH niveaus waren verhoogd (zelfs na toediening van glucose) bij
acromegalie (> 10 plU/ml).

Bij hGH deficiéntie is de respons op stimulatietests afwezig of beknot (korte
gestalte door hGH deficiéntie; hypopituitarisme van verscheidene oorsprong).

XVIl. VOORZORGSMAATREGELEN EN WAARSCHUWINGEN

Veiligheid

Uitsluitend voor in vitro diagnhGHisch gebruik.

Deze kit bevat 1 (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
logboek met ontvangst en opslag van radioactieve materialen moet worden
bijgehouden in het laboratorium. Laboratoriumapparatuur en glaswerk, dat
eventueel gecontamineerd werd met radioactieve bestanddelen, moeten worden
gesegregeerd om kruisbesmetting 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 of serum 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 infectieus materiaal.

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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XIX. SAMENVATTING VAN HET PROTOCOL

TOTAAL- KALIBRA- MONSTER(S)
TELLINGEN TORS CONTROLES
(ml) (ml) (ml)
Kalibrators (0 -6) - 0,05 -
Monsters, Controles - - 0,05
Tracer 0,05 0,05 0,05
Incubatie 2 uur bij kamertemperatuur
Scheiding - opzuigen (of overgieten)
Werk-wasoplossing - 3,0
Scheiding - opzuigen (of overgieten)
Werk-wasoplossing - 3,0
Scheiding - opzuigen (of overgieten
Telling Tel de buisjes gedurende 60 seconden
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Vor Gebrauch des Kits lesen Sie bitte diese Packungsbeilage.

hGH-IRMA

VERWENDUNGSZWECK

Ein Radio-Immunoassay fur die quantitative in vitro Bestimmung von humanem Wachstumshormon
(hGH) in Serum.

A

ALLGEMEINE INFORMATION
Handelsbezeichnung : DIAsource hGH-IRMA Kit
Katalognummer : KIP1081: 96 Tests

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

KLINISCHER HINTERGRUND

Biologische Aktivitat von hGH

hGH ist ein Polypeptid mit einem Molekulargewicht von 21.500 Da. Synthetisiert in den azidophilen Zellen
des Hypophysenvorderlappens (HVL) erfolgt die Ausschuttung unter der Kontrolle von Somatotropin-
Releasing-Faktor (GRF) und Somatostatin als inhibierendem Agens. Neurotransmitter wie Dopamin,
Adrenalin und Serotonin spielen ebenfalls eine wichtige Rolle in der hGH-Sekretion. Stimulierend auf die
hGH-Ausschiittung wirken Hypoglykamie, Sport, Fasten, Nahrung mit hohem Proteingehalt, Schlaf, Stress,
Glucagon, L-Dopa, Aminosduren, usw. Glucose, Cortisol, hGH und freie Fettsduren hingegen hemmen die
Freisetzung von hGH. Neben der kurzen Halbwertszeit von hGH (x 25 Minuten) ist die Vielzahl der die
Ausschittung beeinflussenden Faktoren fiir die haufige und groRe Variationsbreite der hGH-Spiegel im
Serum verantwortlich.

Eine der Hauptwirkungen von hGH ist die Induktion der Somatomedin-Produktion in Leber und anderen
Geweben. Somatomedine beeinflussen das Wachstum durch direkte Wirkung auf die entsprechenden
Zielorgane. Im Gegensatz zu hGH bleibt die Somatomedin-Konzentration im Serum durch die weit gehende
Bindung an zirkulierende Plasmaproteine stabil.

Klinische Anwendung der hGH-Bestimmung

Minderwuchs

Zu geringe hGH-Ausschiittung ist eine der mdglichen Ursachen fiir Minderwuchs bei Kindern. Die
Bestimmung von hGH im Serum nach einem Provokationstest (ausbleibende Reaktion) mittels eines sehr
sensitiven Tests ist eine wichtige Methode zur Identifizierung solcher Patientengruppen, da diese Patienten
durch Gabe von hGH sehr gut therapiert werden kénnen.

Hypopituitarismus

Die Bestimmung von hGH im Serum gibt auch einen Hinweis auf die Hypophysenfunktion, falls eine
Hypophysenunterfunktion (entweder idiopathisch oder bedingt durch einen Tumor oder chirurgischen
Eingriff) vermutet wird.

Gigantismus und Akromegalie

Die hGH-Bestimmung im Serum vor allem nach einem Inhibitionstest (ausbleibende Reaktion) ist
wesentlicher Bestandteil der Diagnose einer tumorbedingten hGH-Uberproduktion. hGH-Uberproduktion
fuhrt bei Kindern zu Riesenwuchs, bei Erwachsenen zu Akromegalie. Beide Erkrankungen kénnen durch
einen chirurgischen Eingriff oder Bestrahlung therapiert werden.



IV. GRUNDSATZLICHES ZUR DURCHFUHRUNG

Der DIAsource hGH-IRMA ist ein Radioimmuno-Assay in beschichteten
Rohrchen. Mabsl, die Fanger-Antikorper, haften an der unteren inneren
Oberflache des Plastikrohrchens. In die Réhrchen zugegebene Kalibratoren oder
Proben zeigen zuerst eine niedrige Affinitdt zu Mabsl. Zugabe von Mab2, des
mit %% markierten Signalantikérpers, vervollstandigt das System und triggert die
immunologische Reaktion. Nach dem Waschen gibt die verbleibende, an den
Roéhrchen haftende Radioaktivitat die Antigenkonzentration wieder.

V. MITGELIEFERTE REAGENZIEN

Reagenzien 96 Test Farb Rekonstitution
Kit Code
Mit anti hGH- beschichtete 2x48 Weill | gebrauchsfertig
Roéhrchen (monoklonale

Antikorper)

1 Gefat Rot | gebrauchsfertig

TRACER: ®lodmarkierter Anti- sngkrgl
hGH (monoklonale Antikérper) in a
Phosphatpuffer mit Rinderserum-
albumin, Azid (<0,1%) und inertem
roten Farbstoff
CAL “ 1 Geféa gelb 2 ml dest. Wasser
- - lyophil. zugeben
Null Kalibrator in Humanplasma
mit Thymol
CAL “ 6 Gefésse gelb 0,5 ml dest. Wasser
. lyophil. zugeben
Kalibrator - N =110 6
(genaue Werte auf GefaR-Etiketten)
in Humanplasma mit Thymol
| WASH | SOLN |CONC | 1 GeféaRl braun | 20 x mit dest. Wasser
40 ml verdiinnen
Waschlosung (NaCl, Tween 20) (Magnetrihrer

benutzen).

“ 2 Gefésse silber | 0,5 ml dest. Wasser
lyophil. zugeben

Kontrollen - N =1 or 2
Humanplasma mitThymol

Bemerkung: Benutzen Sie Null Kalibrator zur Probenverdiinnung.
1 plU der Standardzubereitung ist &quivalent zu 1 plU
NIBSC 2™ IS 98/574.

VI.  ZUSATZLICH BENOTIGTES MATERIAL

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

1. Dest. Wasser

2. Pipetten: 50 pl, 500 pul und 2 ml (Verwendung von Prézisionspipetten mit
Wegwerf-Plastikspitzen wird empfohlen)

5 ml automatische Spritze (Cornwall Typ) zum Waschen

Absaugsystem (optional)

Vortex Mixer

Magnetrihrer

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

Nookw

VII. VORBEREITUNG DER REAGENZIEN

A Kalibratoren : Rekonstituieren Sie den Null Kalibrator mit 2,0 ml dest.
Wiasser, die anderen Kalibratoren mit 0,5 ml dest. Wasser.

B. Kontrollen : Rekonstituieren Sie die Kontrollen mit 0,5 ml dest. Wasser.

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

VIII.

=

10.

11.

XL

AUFBEWAHRUNG UND LAGERUNG DER REAGENZIEN

Vor dem Offnen oder Rekonstitution sind die Reagenzien des Kits bis zum
Ablaufdatum (Angaben auf Etikett) bei Lagerung bei 2°C bis 8°C stabil.
Nach der Rekonstitution sind die Kalibratoren und Kontrollen bei 2°C bis
8°C, 7 Tage stabil. Aliquots mussen bei I&ngerer Aufbewahrung bei —20°C
eingefroren werden wéahrend max. 3 Monaten. Vermeiten Sie wiederholtes
Einfrieren und Auftauen.

Frisch zubereitete Waschldsung sollte am selben Tag benutzt werden.
Nach der ersten Benutzung ist der Tracer bei Aufbewahrung im
Originalgefal und bei 2° bis 8° C bis zum Ablaufdatum stabil.
Veranderungen im Aussehen der Kitkomponenten kénnen ein Anzeichen
fir Instabilitat oder Zerfall sein.

PROBENSAMMLUNG UND -VORBEREITUNG

Serumproben missen bei 2-8°C aufbewahrt werden.

Falls der Test nicht innerhalb von 24 Std. durchgefiihrt wird, ist die
Aufbewahrung bei -20°C erforderlich.

Vermeiten Sie wiederholtes Einfrieren und Auftauen.

DURCHFUHRUNG

Bemerkungen zur Durchfiihrung

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

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

Préazisionspipetten oder ein automatisches Pipettiersystem erhéhen die
Prazision. Achten Sie auf die Einhaltung der Inkubationszeiten.

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

Durchfiihrung

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

Vortexen Sie Kalibratoren , Proben und Kontrollen kurz und geben Sie
jeweils 50 pl in ihre Rohrchen.

Geben Sie 50 pl des Tracers in jedes Rohrchen.

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

Inkubieren Sie 2 Stunden bei Raumtemperatur

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

Waschen Sie die Réhrchen mit 3 ml Waschlésung (auBer Gesamtaktivitat)
und saugen Sie ab (oder dekantieren Sie). Vermeiden Sie Schaumbildung
bei Zugabe der Waschldsung.

Saugen Sie den Inhalt jeden Réhrchens (auBer Gesamtaktivitat) ab.
Waschen Sie die Réhrchen mit 3 ml Waschlésung (auer Gesamtaktivitat)
und saugen Sie ab (oder dekantieren Sie).

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

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

BERECHNUNG DER ERGEBNISSE

Berechnen Sie den Durchschnitt aus den Doppelbestimmungen.

Tragen Sie auf semilogarithmischem oder linearem Millimeterpapier den
c.p.m. (Ordinate) fiir jeden Standard gegen die entsprechende Konzentration
hGH (Abszisse) und zeichnen Sie eine Standardkurve durch die
Standardpunkte, schlieBen Sie offensichtliche ,,Ausreiler* aus.

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

Computergestutzte Methoden konnen ebenfalls zur Erstellung der
Kalibrationskurve verwendet werden. Falls die Ergebnisberechnung mit
dem Computer durchgefiihrt wird, empfehlen wir die Berechnung mit einer
“4 Parameter”-Kurvenfunktion.



Xl TYPISCHE WERTE

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

hGH-IRMA cpm BIT (%)
Gesamtaktivitat 126065 100
Kalibrator 0 pu/mi 241 0,19
1,0 plU/ml 1254 0,99
2,4 plu/ml 2743 2,18
8,0 ulu/ml 7817 6,20
25,5 plu/ml 19515 15,48
59,1 ulU/ml 34310 27,22
119,9 plU/ml 49965 39,63

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 (iber dem gemessenen Durchschnittswerts bei
Nullbindung, entsprach 0,04 plU/ml.

B. Spezifitat
Kreuzreaktive Hormone wurden zu einem minderwertigen und zu einem
hochwertigen Kalibrator zugegeben. Das Scheinbare hGH Ergebnis wurde

VERDUNNUNGSTEST
Probe Verdinn. Theoret. Konzent. Gemess. Konzent.
(niu/ml) (uIU/ml)

1/1 - 35,6

Serum 1 12 17,8 17,4
1/4 8,9 8,8

1/8 45 50

1/16 2,2 2,4

1/32 1,1 12

Die Proben wurden mit Null Kalibrator verdinnt.

E. Zeitverzogerung zwischen letzter Kalibrator- und Probenzugabe
Es wird im folgenden gezeigt, dass die Genauigkeit der Tests selbst dann
erhalten bleibt, wenn die Probe 30 Minuten nach Zugabe des Kalibrators
in die beschichteten R6hrchen zugefligt wird.

ZEITABSTAND

Probe 0 15 30
Serum 1 4.4 4,5 4,8
Serum 2 18,8 18,1 19,3
Serum 3 27,6 26,2 27,0
Serum 4 36,5 36,8 36,6

gemessen.
Zugeg. Hormon hGH CAL 1 hGH CAL 5
pulu/ml pulu/ml
- 0,60 65
hCG 300000 mIU/ml 0,63 63
hPL 50000 ng/ml 0,69 68
PRL 2000 ng/ml 1,35 63

Bemerkung: Diese Tabelle zeigt die Kreuz-Reaktivitat fir hGH-IRMA.

C. Prazision

INTRA ASSAY INTER ASSAY
Serum N <X>*SD cv Serum N <X>+SD CcVv
(UIU/ml) (%) (UIU/ml) (%)
A 6 6,7+0,3 4,4% A 20 3,8+ 0,3 8,1%
B 6 19,0+0,2 1,0% B 20 179+ 1.2 6,7%

SD : Standardabweichung; CV: Variationskoeffizient

D. Genauigkeit

WIEDERFINDUNGSTEST

Probe Zugeg. hGH Wiedergef. hGH Wiedergefunden
(HIU/ml) (HIU/ml) (%)
Serum 1 5 5.1 102%
10 9,5 95%
25 24,7 99%
50 53,7 107%
Serum 2 60 63 105%
40 46,8 117%
20 22,1 111%
10 10,2 102%
5 4,8 96%

Umrechnungsfaktor:
1ulU der Standardzubereitung hGH-IRMA = 0,33 ng

F. Hookeffekt
Eine Probe mit hGH bis zu 4000 plU/ml liefert hthere Messwerte als der
letzte KalibratormeRwert.

XIV. ANWENDUNGSGRENZEN

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

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

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

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

XV. INTERNE QUALITATSKONTROLLE

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

- Falls Extra-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 miissen auf Guter Laborpraxis
beruhen.

XVI. REFERENZ INTERVALLE

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

Bei gesunden Personen erfolgt die hGH-Ausschittung pulsatil. Tagsuber variiert
die hGH-Konzentration von < 0,2 bis 10 pIE/ml. Im Schlaf steigt die hGH-
Konzentration kontinuierlich an (x 30 plE/ml).

Nach sportlichen Aktivitaten oder Stress (Blutentnahme, Hypoglykdmie) werden
hohe Werte, bei Hyperglykdmie niedrige hGH-Spiegel gefunden.

Zwei Stunden nach Glucose-Belastung (75 g bei Erwachsenen) wurden bei
gesunden Personen (n = 34) hGH-Spiegel < 10 plE/ml, nach einem
Stimulationstest (Insulin, Arginin, Glucagon) hGH-Spiegel > 20 pIE/mI
gefunden.




Patienten mit Akromegalie zeigten selbst nach Glucose-Gabe erhohte hGH-Werte
(> 10 plu/ml).

Bei hGH-Mangel kann keine oder nur verminderte Erh6hung der hGH-Spiegel
nach Stimulation detektiert werden (Minderwuchs durch hGH-Mangel;
Hypopituitarismus verschiedener Ursachen).

XVII. VORSICHTMASSNAHMEN UND WARNUNGEN

Sicherheit

Nur fiir diagnostische Zwecke.

Dieser Kit enthalt 251 (Halbwertzeit: 60 Tagen) , das ionisierende X (28 keV) und
v (35.5 keV) Strahlungen emittiert.

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

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

Die menschlichen Blutkomponenten in diesem Kit wurden mit europaischen und
in USA erprobten FDA Methoden getestet, sie waren negativ fir HBSAG, anti-
HCV und anti-HIV 1 und 2. Keine bekannte Methode kann jedoch vollkommene
Sicherheit liefern, dass menschliche Blutbestandteile nicht Hepatitis, AIDS oder
andere Infektionen Ubertragen. Deshalb sollte der Umgang mit Reagenzien oder
Serumproben in Ubereinstimmung mit den Sicherheitsbestimmungen erfolgen.
Alle tierischen Produkte und deren Derivate wurden von gesunden Tieren
gesammelt. Komponenten von Rindern stammen aus L&ndern in denen BSE nicht
nachgewiesen wurde.

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

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

Bitte rauchen, trinken, essen oder wenden Sie Kosmetika nicht in Ihrem
Arbeitsbereich an. Pipettieren Sie nicht mit dem Mund. Verwenden Sie
Schutzkleidung und Wegwerfhandschuhe.
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XIX.  ZUSAMMENFASSUNG DES PROTOKOLLS

GESAMT- KALIBRA- PROBE(N)
AKTIVITAT TOREN KONTROLLEN

(ml) (ml) (ml)
Kalibratoren (0-6) - 0,05 -
Proben, Kontrollen - - 0,05
Tracer 0,05 0,05 0,05
Inkubation 2 Std. bei Raumtemperatur
Trennung - absaugen (oder dekant.)
Waschlésung - 3,0
Trennung - absaugen (oder dekant.)
Waschlésung - 3,0
Trennung - absaugen (oder dekant.)
Gamma Counter 60 Sekunden messen
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Prima di utilizzare il kit leggere attentamente le istruzioni per I’uso

hGH-IRMA

l. USO DEL KIT

Kit radioimmunologico per la determinazione quantitativa in vitro dell'ormone della crescita
(hGH) umano in siero.

1. INFORMAZIONI DI CARATTERE GENERALE

A. Nome commerciale: DIlAsource hGH-IRMA Kit
B. Numero di catalogo: KIP1081: 96 tests
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 del’hGH

L'hGH & un ormone polipeptidico (peso molecolare 21.500 Da) prodotto dalle cellule acidofile dell'ipofisi
anteriore sotto il controllo delle due sostanze principali provenienti dall'eminenza mediana: il Fattore
stimolante Il'ormone della crescita (GRF, Growth-hormone Releasing Factor) e l'agente inibitorio
Somatostatina. Nel controllo della secrezione di hGH, un ruolo importante viene inoltre attribuito ai circuiti
neuroendocrini dopaminergici, adrenergici e serotoninergici. Gli stimoli eccitatori sulla secrezione di hGH
includono ipoglicemia, esercizio, digiuno, pasti ad elevato contenuto proteico, sonno profondo, stress,
glucagone, L Dopa, aminoacidi, ecc. Viceversa, gli stimoli inibitori includono glucosio, cortisolo, hGH e
acidi grassi liberi. A causa della breve emivita plasmatica (25 minuti) e degli stimoli frequenti eccitatori o

inibitori, le concentrazioni sieriche di hGH variano ampiamente e frequentemente.

Una delle principali funzioni fisiologiche dell’lhGH & quella di agire sul fegato e sugli altri tessuti per
produrre Somatomedine, che inducono successivamente la crescita per azione diretta sui tessuti bersaglio. A
differenza dell'hGH, la concentrazione di somatomedina nel siero viene mantenuta stabile in quanto questa &

ampiamente legata alle proteine plasmatiche circolanti.

B.  Applicazioni cliniche di hGH-IRMA
. Ritardo della crescita

L'iposecrezione dell'hGH & una delle varie cause della bassa statura nei bambini. La misurazione dell'hGH
sierico con un test estremamente sensibile, soprattutto dopo uno stimolo provocativo (assenza di risposta), &
un importante metodo per stabilire questa diagnosi affinché questo gruppo di pazienti possa essere trattato

con la somministrazione di hGH.
Ipopituitarismo

La misurazione dell'hGH rappresenta anche un indice della funzione ipofisaria quando si sospetta una

condizione di ipopituitarismo (idiomatico o secondario a neoplasia o chirurgia).
Gigantismo e acromegalia

La misurazione sierica dell'hGH, in particolar modo dopo un test inibitorio provocativo (assenza di risposta),
& un metodo importante per stabilire la diagnosi dell'ipersecrezione di hGH da tumore pituitario acidofilico.
Questa condizione porta a gigantismo nei bambini e acromegalia negli adulti. Ambedue le condizioni

possono essere trattate con la chirurgia o con le radiazioni.



IV.  PRINCIPIO DEL METODO

Il kit DIAsource hGH-IRMA ¢ un dosaggio immunoradiometrico con
separazione coated tube. Gli anticorpi di cattura, Mabs 1, sono adsorbiti
sulla superficie interna della parte inferiore di provette di polistirene.
Standard e campioni hanno dapprima una bassa affinita per i Mabs 1;

l’aggiunta di anticorpi di segnale Mabs 2, marcati con **°I, provocano un
aumento di affinita per i Mabs 1 e I’inizio della reazione immunologica. Al
termine dell’incubazione la radioattivita non legata alla fase solida viene
allontanata mediante lavaggio. La radioattivita residua & direttamente
proporzionale alla concentrazione di hGH in standard e campioni.

V.

REATTIVI FORNITI

Reattivi Kit da 96 Codice Volume di
test colore ricostituzione

Provette sensibilizzate

con anticorpo anti hGH 2x48 Bianco Pronte per ’uso
(anticorpi monoclonali)
Ab a 1 flacone Rosso Pronto per ’uso
5,5 ml

Marcato:  anti-hGH  (Anticorpi | 350 kBgq
monoclonali) marcati con I in
tampone fosfato con BSA, sodio
azide (<0,1%) e un colrante inerte
rosso

CAL “ 1 vial Giallo Aggiungere 2 ml di

liofiliz. S i
. . acqua distillata
Calibratore zero in plasma umano

contenente timolo

CAL “ 6 flaconi Giallo Aggiungere 0,5 ml
Calibratore 1-6 (le concentrazioni liofiliz. di acqua distillata
esatte degli calibratore sono riportate
sulle etichette dei flaconi), in plasma
umano contenente timolo

1 flacone Diluire 20 x con
| WASH | SOLN ‘ CONC ‘ 40 ml Marrone | acqua distillata

usando un agitatore

. . magnetico
Tampone di lavaggio (NaCl, Tween

20)

2 flaconi Argento Aggiungere 0,5 ml
| liofiliz. di acqua distillata

CONTROL | N

Controlli: N =102, in plasma
umano contenente timolo

Note: Usare zero Calibratore per diluire i campioni.
1 plU dela calibratore preparazione ¢ equivalente a 1 ulU NIBSC 2" IS
98/574.

VL. REATTIVI NON FORNITI

Il seguente materiale é richiesto per il dosaggio ma non é fornito nel Kit.

1. Acqua distillata.

2. Pipette per dispensare 50 pl, 500 ul e 2 ml (Si raccomanda di utilizzare
pipette accurate con puntale in plastica monouso).

Agitatore tipo vortex.

Agitatore magnetico.

Pipetta a ripetizione automatica 5 ml per i lavaggi.

Sistema di aspirazione dei campioni (facoltativo).

Contatore gamma con finestra per I (efficienza minima 70%)

Nookrw

VIl. PREPARAZIONE DEI REATTIVI

A. Calibratore: Ricostituire lo calibratore zero con 2,0 ml di acqua distillata
e gli altri calibratore con 0,5 ml di acqua distillata.

B. Controlli: Ricostituire i controlli con 0,5 ml di acqua distillata.

C. Soluzione di lavoro del tampone di lavaggio: Preparare la quantita
necessaria di soluzione di lavoro del tampone di lavaggio aggiungendo 19

VIII.

=

10.

11.

XL

=

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

CONSERVAZIONE E SCADENZA DEI REATTIVI

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

Dopo ricostituzione, calibratore e controlli sono stabili 7 giorni a 2-8°C e,
suddivisi in aliquote a —20°C per periodi piu lunghi per 3 mesi al massimo.
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.

Dopo apertura del flacone, il marcato & stabile fino alla data di scadenza
riportata sull’etichetta, se conservato a 2-8°C nel flacone originale ben
tappato.

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 24 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 é
possibile utilizzare per un dosaggio curve di taratura di sedute analitiche
precedenti.

Metodo del dosaggio
Numerare le provette sensibilizzate necessarie per dosare in
duplicato ogni standard, campione o controllo. Numerare 2 provette
non sensibilizzate per la determinazione dell’attivita totale.
Agitare brevemente su vortex standard, campioni e controlli.
Dispensare 50 pl di standard, campioni e controlli nelle rispettive
provette.
Dispensare 50 pl di marcato in tutte le provette.
Scuotere delicatamente il portaprovette per liberare eventuali bolle
d’aria intrappolate nel liquido contenuto nelle provette.
Incubare 2 ore a temperatura ambiente.
Aspirare (o decantare) il liquido contenuto in tutte le provette,
tranne in quelle per ’attivita totale, facendo attenzione che il
puntale dell’aspiratore raggiunga il fondo delle provette e che aspiri
tutto il liquido.
Lavare tutte le provette, tranne quelle per Iattivita totale, con 3 ml di
soluzione di lavoro di tampone di lavaggio, evitando di provocare la
formazione di schiuma.
Aspirare (o decantare) il liquido contenuto in tutte le provette, tranne in
quelle per 1’attivita totale.
Lavare nuovamente tutte le provette, tranne quelle per ’attivita totale,
con 3 ml di soluzione di lavoro di tampone di lavaggio e aspirare (0
decantare).
Dopo il secondo lavaggio lasciare decantare le provette in posizione
verticale per due minuti circa e aspirare eventuali gocce di liquido
residue.
Contare tutte le provette per 1 minuto con il contatore gamma.

CALCOLO DEI RISULTATI

Calcolare la media delle determinazioni in duplicato.

Costruire la curva di calibrazione su carta millimetrata semilogaritmica o
lineare ponendo in ordinata le medie dei colpi per minuto (cpm) dei
replicati degli standard e in ascissa le rispettive concentrazioni di hGH.
Scartare i duplicati palesemente discordanti.

Determinare le concentrazioni e controlli per interpolazione sulla curva di



taratura.

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

XIl.  CARATTERISTICHE TIPICHE

| sotto riportati sono forniti a titolo di esempio e non devono essere utilizzati per
calcolare le concentrazioni di hGH in campioni e controlli al posto della curva
standard, che va eseguita per ogni dosaggio.

hGH-IRMA cpm BIT (%)
Attivita totale 126065 100

Calibratore 0 pu/mi 241 0,19
1,0 plu/ml 1254 0,99
2,4 plu/ml 2743 2,18
8,0 plu/ml 7817 6,20
25,5 plu/ml 19515 15,48
59,1 plu/ml 34310 27,22
119,9 plu/ml 49965 39,63

XIIl. CARATTERISTICHE E LIMITI DEL METODO

A Sensibilita

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

La sensibilita, calcolata come concentrazione apparente di un campione con cpm
pari alla media piu 2 deviazioni standard di 20 replicati dello standard zero, &
risultata essere 0,04 plU/ml.

B. Specificita
Ormoni cross-reattivi sono stati aggiunti a un calibratore a bassa e ad elevata
concentrazione di hGH. E stata misurata la risposta apparente nel kit hGH.

Ormone aggiunto hGH CAL 1 hGH CAL 5
ulu/ml ulu/ml
- 0,60 65
hCG 300000 mIU/mlI 0,63 63
hPL 50000 ng/ml 0,69 68
PRL 2000 ng/ml 1,35 63

Nota: questa tabella mostra la cross-reattivita per hGH-IRMA.

C. Precisione

INTRA SAGGIO INTER SAGGIO
Siero N <X>+SD CcVv Siero N <X>+SD cv
(UIU/ml) (%) (uIU/ml) (%)
A 6 6,7+0,3 4,4% A 20 38+ 0,3 8,1%
B 6 19,0+0,2 1,0% B 20 179+ 1.2 6,7%

SD: Deviazione Standard; CV: Coefficiente di Variazione

D. Accuratezza
TEST DI DILUZIONE

Campione Diluizione Concentrazione Concentrazione
teorica misurata
(HIU/ml) (HIU/ml)
11 - 35,6
serum 1 12 17.8 17.4
1/4 8,9 8,8
1/8 4,5 5,0
1/16 2,2 2,4
1/32 11 1,2

| campioni sono stati diluiti con calibratore zero.

Fattore di conversione:
1ulU hGH-IRMA Calibratore = 0,33 ng

TEST DI RECUPERO

Campione hGH aggiunta hGH recuperata Recupero
(nIu/ml) (nIu/ml) (%)
Serum 1 5 5.1 102%
10 9,5 95%
25 24,7 99%
50 53,7 107%
Serum 2 60 63 105%
40 46,8 117%
20 22,1 111%
10 10,2 102%
5 48 96%

E. Tempo trascorso tra I’aggiunta dell’ultimo calibratore e il campione
Come mostrato nella seguente tabella, il dosaggio si mantiene accurato
anche quando un campione viene aggiunto nelle provette sensibilizzate 30
minuti dopo 1’aggiunta del calibratore.

TEMPO TRASCORSO
Campione 0 15' 30"
Serum 1 4,4 4,5 4,8
Serum 2 18,8 18,1 19,3
Serum 3 27,6 26,2 27,0
Serum 4 36,5 36,8 36,6

F. Effetto hook
Un campione ha cui e stata aggiunta hGH fino a 4000 plU/ml ha cpm
superiori a quello dello standard piu concentrato.

XIV. LIMITAZIONI

- Campioni di pazienti che abbiano assunto preparazioni a base di
anticorpi monoclonali murini a scopo diagnostico o terapeutico
potrebbero contenere anticorpi umani antimurini (HAMA). Tali
campioni, quando testati con metodiche basate sull’impiego di
anticorpi monoclonali murini, potrebbero produrre valori falsamente
elevati o ridotti.

- Nell’esecuzione di tecniche di immunodosaggio in vitro, la presenza in
campioni di siero umano di anticorpi eterofili che possono reagire con
immunoglobuline reattive pud dar luogo ad interferenze.

Pazienti sistematicamente esposti al contatto con animali o con
prodotti derivanti da siero animale possono essere oggetto di tale tipo
di interferenza, con conseguente riscontro di risultati anomali in caso
di presenza di anticorpi eterofili. Si raccomanda pertanto di valutare
attentamente i risultati relativi ai pazienti con sospetta presenza di tale
tipo di anticorpo.

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

XV. CONTROLLO DI QUALITA’ INTERNO

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

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

- | criteri di accettazione per la differenza tra i risultati doppi dei campioni
devono riflettere la Buona prassi di laboratorio

XVI. INTERVALLI DI RIFERIMENTO

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

Nei soggetti normali, la secrezione dell'ormone della crescita (hGH) ¢ pulsatile.
Durante il giorno, le concentrazioni di hGH variano tra <0,2-10 pIU/ml. Durante
la notte, le concentrazioni di hGH aumentano notevolmente (+ 30 ulU/ml).



La secrezione di hGH é fortemente stimolata dall'esercizio e dallo stress
(venopuntura, ipoglicemia, ...), ma viene diminuita dall'iperglicemia.

Nei soggetti normali (n=34), due ore dopo un carico di glucosio orale (75 g negli
adulti), i livelli di hGH erano piu bassi di 10 pIU/ml e la risposta dell'hGH ai test
di stimolazione (somministrazione di insulina, arginina, glucagone) superava i 20
pIU/ml.

I livelli di hGH erano elevati (persino dopo il carico di glucosio) nell'acromegalia
(> 10 plU/ml).

Nella carenza di hGH, la risposta al test di stimolazione & assente o attenuata
(bassa statura per carenza di hGH, ipopituitarismo di varie origini).

XVIl. PRECAUZIONI PER L’USO

Sicurezza

11 kit & solo per uso diagnostico in vitro.

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

L’acquisto, a detenzione, ’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. Il materiale
di laboratorio e la vetreria deve essere dedicato all’uso di isotopi specifici per
evitare cross-contaminazioni.

In caso di contaminazione o dispersione di materiale radioattivo, fare riferimento
alle norme locali di radioprotezione. | rifiuti radioattivi devono essere smaltiti
secondo le norme locali di radioprotezione. 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
o siero secondo le procedure di sicurezza vigenti.

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

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

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

Attivita totale Calibratore Campioni
Controlli
pl pl pl
Calibratore (0 to 6) - 50 -
Campioni, controlli - - 50
Marcato 50 50 50
Incubazione 2 ore a temperatura ambiente
Separazione - Aspirare
Soluzione di lavoro - 3,0
Separazione - Aspirare
Soluzione di lavoro - 3,0
Separazione - Aspirare
Conteggio Contare le provette per 1 minuto
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Leer el protocolo completo antes de usar.

hGH-IRMA

I.  INSTRUCCIONES DE USO

Kit para ensayo inmunoradiometrico para la determinacion cuantitativa in vitro de hormona de crecimiento
humano (hGH) en suero.

Il.  INFORMACION GENERAL

A.  Nombre: DIAsource hGH-IRMA

B. NUmero de Catadlogo: KIP1081: 96 tests

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

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

111. INFORMACION CLINICA

A. Actividades biol6gicas de hGH

hGH es una hormona polipeptidica (peso molecular 21,500 Da) producida por las células acidéfilas de la hipofisis
anterior bajo el control de dos importantes sustancias de la eminencia media : factor liberador de hormona del
crecimiento (GRF) y un agente inhibidor, somatostatina. Las vias neuroendocrinas dopaminérgica, adrenérgica y
serotoninérgica también juegan un papel importante en el control de la secrecion de hGH. Los estimulos excitatorios
de la secrecion de hGH incluyen hipoglicemia, ejercicio, ayuno, alimentos con alto contenido proteico, suefio
profundo, estrés, glucagén, L Dopa, amino acidos, etc. Los estimulos inhibitorios incluyen glucosa, cortisol, hGH y
acidos grasos libres. Debido a que su vida media en el plasma es corta (25 minutos) y a los frecuentes estimulos

excitatorios o inhibidores, la hGH generalmente presenta una gran variacion en la concentracién sérica.

Una de las funciones fisiologicas mas importantes de la hGH es actuar en el higado y otros tejidos para producir
somatomedinas, que a su vez inducen crecimiento actuando directamente sobre tejidos objetivo. Al contrario de hGH,
la concentracion de somatomedina en el suero se mantiene estable por encontrarse en su mayoria unida a proteinas

plasmaticas.

B.  Aplicacion clinica de hGH-IRMA
. Retardo del Crecimiento

La hiposecrecion de hGH es una de las diversas causas de la estatura baja en nifios. Las mediciones de hGH en suero
con un ensayo de alta sensibilidad, especialmente después de un estimulo provocador (ausencia de respuesta), es un
modo importante de establecer un diagndstico porque este grupo de pacientes puede ser tratado con la administracion

de hGH.
Hipopituitarismo

La medicion de hGH en suero también es un indice de la funcién hipofisaria cuando se sospecha de hipopituitarismo

(ya sea idiopatico o debido a un tumor y cirugia).
Gigantismo y acromegalia

La medicion de hGH en suero, especialmente después de una prueba inhibidora provocadora (ausencia de respuesta),
es un modo importante de establecer un diagndstico de hipersecrecion de hGH debida a un tumor hipofisario
acidofilico. Esto resulta en gigantismo en los nifios y en acromegalia en los adultos. Ambos trastornos pueden tratarse

con cirugia o radiacion.



IV.  PRINCIPIOS DEL METODO

DIAsource hGH-IRMA es un ensayo inmunoradiometrico basado en un tubo
recubierto. Mab 1, el anticuerpo de captura, recubre la parte interna inferior del
tubo de plastico. Los calibradores o muestras agregadas a los tubos manifestaran
al principio una baja afinidad por Mab 1. La adicion de Mab 2, el anticuerpo de
sefial marcado con 1, completa el sistema y desencadena la reaccion
inmunolégica. Después de lavar, la radioactividad remanente en el tubo refleja la

concentracion del antigeno.

V. REACTIVOS SUMINISTRADOS

Reactivos 96 test Cadigo Reconstitucion
Kit de Color
Tubos recubiertos con 2x48 blanco Listo para uso
anti-hGH (anticuerpo
monoclonal)
Ab 125] 1 vial rojo Listo para uso
55ml
350 kBq
TRAZADOR:  Anticuerpos
monoclonales anti- hGH
marcados con yodo % en
tampon fosfato con albimina
de suero bovino, azida (<0,1
%) y colorante rojo inerte
CAL n 1 vial amarillo | Afadir 2 ml de
liofilizado agua destilada
Calibrador Cero (0 pUI /
ml) en plasma humano y
timol
CAL “ 6 viales amarillo | Afadir 0,5 ml
- liofilizados de agua
CalibradoreshGH N =1a 6 destilada
en plasma humano y timol
(mirar los valores exactos en
las etiquetas)
1 vial marrén Diluir 20 x con
‘ WASH | SOLN ‘ CONC 40 ml agua destilada
Solucion de lavado (NaCl, (utlllz/atr_ agitador
Tween 20) magnético)
2 viales plateado | Afadir 0,5 ml
| CONTROL | N | liofilizados de agua
destilada
Controles-N=102en
plasma humano y timol

Nota: Use el calibrador cero para diluir muestras.

V1.

1 pUI de la preparacion del calibrador es equivalente a 1 pUI de NIBSC 2°
1S 98/574.

MATERIAL NO SUMINISTRADO

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

Pipetas de 50 pul, 500 ul y 2 ml (Se recomienda el uso de pipetas precisas

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

Calibradores: Reconstituya el calibrador cero con 2,0 ml de agua
destilada y los otros calibradores con 0,5 ml de agua destilada.
Controles: Reconstituya los controles con 0,5 ml de agua destilada.

1.  Agua destilada
2.
con puntas desechables de plastico)
3. Vortex
4. Agitador magnético
5. Jeringa automéatica 5 ml (tipo Cornwall) para el lavado
6.  Sistema de aspiracion (opcional)
7.
VIlI. PREPARACION DE REACTIVOS
A
B.
C.

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

VIIL.

o a

10.

11.

XI.

ALMACENAJE Y CADUCIDADES DE LOS REACTIVOS

Antes de abrir o 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.
Después de reconstituidos los calibradores y controles son estables por una
semana a 2-8°C.

Para periodos de almacenaje mas largos, se deben preparar alicuotas y
deben ser almacenadas a —20°C por 3 meses. Evitar congelar y
descongelar sucesivamente.

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

Después del primer uso, el trazador es estable hasta la fecha de caducidad,
si se guarda en el vial original cerrado a 2-8°C.

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

RECOGIDA Y PREPARACION DE MUESTRAS

Las muestras de suero deben ser guardadas a 2-8°C.
Si el ensayo no se realiza en 24 hrs., almacenar las muestras a —20°.
Evitar congelar y descongelar sucesivamente.

PROTOCOLO

Notas de manejo

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

Agitar minuciosamente todos los reactivos y muestras, agitandolos o
girandolos suavemente.

Con 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 o 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.

Protocolo

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

Agitar brevemente los calibradores, muestras y controles y dispensar 50
ul de cada uno en sus respectivos tubos.

Dispensar 50 pl de Anti-hGH marcado con yodo'® en cada tubo,
incluyendo los tubos correspondientes a las Cuentas Totales.

Agitar suavemente con la mano la gradilla con tubos.

Incubar durante 2 horas a temperatura ambiente.

Aspirar (o0 decantar) el contenido de cada tubo (excepto los de Cuentas
Totales). Asegurarse que la punta de la pipeta de aspiracion toca el fondo
del tubo con el fin de aspirar todo el liquido.

Lavar los tubos con 3 ml de Solucién de lavado de trabajo (excepto los de
Cuentas Totales). Evitar la formacién de espuma durante la adicion de la
Solucién de lavado.

Aspirar (0 decantar) el contenido de cada tubo (excepto los de Cuentas
Totales).

Lavar los tubos nuevamente con 3 ml de Solucion de lavado de trabajo
(excepto los de Cuentas Totales) y aspirar (o decantar).

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

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

CALCULO DE RESULTADOS

Calcular la media de los duplicados.

Representar en un gréfico semilogaritmico o linear las c.p.m. (ordenada)
para cada calibrador frente a las concentraciones de hGH (abscisa) y
dibujar una curva de calibracion por los puntos de calibracion, rechazando
los extremos claros.

Leer la concentracion para cada control y muestra por interpolacion en la
curva de calibracion.

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”.



XIl.  EJEMPLO DE RESULTADOS

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

TEST DE RECUPERACION

hGH-IRMA cpm BIT (%)
Cuentas Totales 126065
Calibrador 0 pul/mi 241 0,19
1,0 pUl/ml 1254 099
2,4 pUl/ml 2743 2,18
8,0 pUl/ml 7817 6,20
25,5 pul/ml 19515 15,48
59,1 pul/ml 34310 27,22
119,9 pul/ml 49965 39,63

Muestra afladido hGH Recuperado hGH Recuperado (%)
(LUl/ml) (LUl/ml)

Suero 1 5 5.1 102%
10 9,5 95%

25 24,7 99%

50 53,7 107%

Suero 2 60 63 105%
40 46,8 117%

20 22,1 111%

10 10,2 102%

5 48 96%

X111. REALIZACION Y LIMITACIONES

A Limite de deteccion
Veinte calibradores cero fueron medidos en una curva con otros
calibradores. El limite de deteccién, definido como la concentracion
aparente resultante de dos desviaciones estandares sobre la media de enlace
del calibrador cero, fue de 0,04 pUl/ml.

B.  Especificidad
Se agregaron hormonas de reaccion cruzada a calibradores con valores de
hGH altos y bajos. Se midi6 la respuesta aparente de hGH.

E. Retardo de tiempo entre dispensar el Gltimo calibrador y la muestra
Como se muestra a continuacién, los resultados del ensayo no varian a
pesar de que una muestra es dispensada 30 min. después que el calibrador
ha sido agregado a los tubos plésticos.

RETARDO DE TIEMPO

Suero 0 15 30
(nUl/ml)

Suero 1 4,4 4,5 4.8
Suero 2 18,8 18,1 19,3
Suero 3 27,6 26,2 27,0
Suero 4 36,5 36,8 36,6

hGH CAL 1 hGH CAL 5

Hormona agregada pul/ml pul/ml
- 0,60 65
hCG 300000 mUl/ml 0,63 63
hPL 50000 ng/ml 0,69 68
PRL 2000 ng/ml 1,35 63

Nota: esta tabla muestra la reactividad cruzada para hGH-IRMA.

C. Precision
INTRA-ENSAYO INTER-ENSAYO
Suero N <X>+S.D. cv Suero N <X>+S.D. cv
(HUI/mI) (%) (HUI/mI) (%)
A 6 6,7+0,3 4,4% A 20 38+0,3 8,1%
B 6 19,0+0,2 1,0% B 20 17.9+12 6,7%
SD: Desviacion Estandar; CV: Coeficiente de Variacion
D. Exactitud
TEST DILUCION
Muestra Dilucién Concent. Concent.
Tedrica Medida
(HUI/mI) (HU/mI)
Suero 1
171 - 35,6
1/2 17,8 17,4
1/4 8,9 8,8
1/8 45 5,0
1/16 2,2 24
1/32 1,1 1,2

Las muestras fueron diluidas con calibrador cero

Factor de conversién:

1uUl hGH-IRMA Calibrador = 0,33 ng

XIV.

Efecto de gancho
Una muestra a la que se le agregé hGH hasta 4000 pUI/ml da una sefial por
sobre la concentracion del calibrador més alto.

LIMITACIONES

Las muestras de pacientes que han recibido preparaciones de anticuerpos
monoclonales de raton para diagnéstico o tratamiento pueden contener
anticuerpos humanos anti-raton (HAMA). Estas muestras pueden resultar
en valores elevados o reducidos falsos al ser analizados con kits de
ensayos que utilizan anticuerpos monoclonales de raton.

Anticuerpos heterofilicos en el suero humano pueden reaccionar con las
inmunoglobulinas de los reactivos, interfiriendo con los inmunoensayos in
vitro.

Pacientes que han sido expuestos en forma rutinaria a productos animales
o del suero de animales, pueden estar predispuestos a esta interferencia y
se pueden observar valores errdneos en el caso que existan anticuerpos
heterofilicos. Evalle cuidadosamente los resultados de los pacientes
sospechosos de tener estos anticuerpos.

Si los resultados no son consistentes con otras observaciones clinicas, se
deberd solicitar informacion clinica adicional antes de hacer un
diagnostico.

XV. CONTROL DE CALIDAD INTERNO

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

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

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

XVI. INTERVALOS DE REFERENCIA

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

En sujetos normales la secrecién de hormona del crecimiento (hGH) es pulsatil.
Durante el dia, las concentraciones de hGH fluctian entre <0.2-10 pUl/ml.



Durante el suefio, la concentracion de hGH aumenta consistentemente (+ 30
pUi/ml).

La secrecion de hGH se estimula marcadamente por el ejercicio y el estrés
(puncidn venosa, hipoglicemia, ...), pero disminuye don la hiperglicemia.

En sujetos normales (n=34), dos horas después de una sobrecarga oral de glucosa
(75 g en adultos), los niveles de hGH eran inferiores a 10 pUl/ml y la respuesta de
hGH a pruebas de estimulacion (insulina, arginina, administracién de glucagén)
sobrepas6 20 pUl/ml.

Los niveles de hGH estaban elevados (incluso después de sobrecarga de glucosa)
en acromegalia (> 10 pUl/ml).

En deficiencia de hGH, la respuesta a la prueba de estimulacién esta ausente o
limitada (estatura baja por deficiencia de hGH; hipopituitarismo de varios
origenes).

XVII. PRECAUCIONES Y ADVERTENCIAS

Seguridad

Para uso solo en diagndstico in vitro.

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

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

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

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

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

No fumar, beber, comer o utilizar cosméticos en el area de trabajo. No pipetear
con la boca. Utilizar ropa de proteccion y guantes. Todo el manejo de producto
radiactivo se hara en un érea sefializada, diferente de la de paso regular. Debera
de utilizarse un libro de registros de productos radiactivos utilizados. EI material
de laboratorio, vidrio que podria estar contaminado radiactivamente debera 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 béasicas de
seguridad radiolégica facilita una proteccion adecuada.
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XIX. RESUMEN DEL PROTOCOLO

CUENTAS CALIBRADORES MUESTRAC(S)
TOTALES Il CONTROLES
mi il
Calibradores (0 a 6) - 0,05 -
Muestras, controles - - 0,05
Trazador 0,05 0,05 0,05
Incubacion 2 horas a temperatura ambiente
Separacion - Aspirar (o decantar)
Solucién de Lavado - 3,0
Separacion - Aspirar (o decantar)
Solucién de Lavado - 3,0
Separacion - Aspirar (o decantar)
Contaje Contar los tubos durante 60 segundos
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AwpBdote 0AOKANPO TO TPOTOKOALO TPV A6 TN YP1ION.

hGH-IRMA

XPHXH I'lA THN OIIOIA IIPOOPIZETAI

Kit avocopadiopeTptkod Tpoodiopiopod yio v in Vitro mtocotiky pétpnon g avlpdmvig avéntikng
opuévng (hGH) otov opb.

T'ENIKEX INHPO®OPIEX
Epmopuc ovopasia:  hGH-IRMA g DIAsource
Ap1Opog katoroyou: KIP1081: 96 npocdiopiopoi

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

INa teyvikn Pondsia | TANpoopieg 6YETIKA PE TAPAYYELIES ETKOLVOVI|GTE OTA:
Tni.: +32 (0)10 84.99.11 Fax: +32 (0)10 84.99.91

KAINIKO YIIOBAO®PO

Buoroyw dpaon g hGH

H hGH etvon o mohvmentidikny opudvn (popakd Bapog 21.500 Da) mov mapdyetor amd tor o&edpira
KOTTOpa NG MPOGHIG VTOELGNG VIO TOV £AEYX0 T®V VO KLPIWV 0VCIHV Omd TO HEGO E£MOPLOL: TOV
nmapdyovia amelevbépwong g avéntikng opudvng (GRF) koi evog ovaostoltikod mopdyovia, Tng
copatootativng. Ot viomapvepykoi, 0dpEVEPYIKOTL Kol GEPOTOVIVEPYIKOL VEVPOEVOOKPIVIKOT 0801 Tailovv
emiong onuovtikd poro otov Eleyyo g éxkpiong g hGH. Zta gpebiopoto mov dieyeipovv v ékkpion
¢ hGH zmepihopfdvovtor  vroylvkauic, 11 Goknomn, N VNOTELD, TO YEOUOTO HE VYNAN TEPIEKTIKOTNTA
apwteivng, o Pabdc vmvog, to otpeg, M yAukayovn, n L Dopa, to apwvo&éa K.AT. ZTO OVOCSTOATIKA
epebiopata mepthapPdavovronr n yAokoln, n xoptiloin, n hGH kot ta elevbepa Mmapd o&éa. Aodyw g
ovvToung Nuleng ™G 610 TAGoU (£25 AETTA) KOl TGV GUYVAOV SEYEPTIKMV 1| AVOCTUATIK®OV EPENGUATOV,
1N hGH gpgovilet cuyvéc kot peydieg SLoKVHAVOELG OG TPOG T CLYKEVIPMOT| 6TO TAAGHAL.

M and t1g khpleg puotohoykég Aertovpyieg g hGH eivor va dpa oto fmap kot GAkovg 16todg Yo TV
TOPOYDYT COUATOUESIVDV, Ol OTOIEG e TN OEPE TOVG EMPEPOLY avénon e dueon dpdomn ent TV 16TOV-
otoywv. Xg ovtibeon pe v hGH, n ocvykévipoon g copatouedivng otov opd dwtnpeitar otobdepn
ovveneio Tov peydiov Babrod SEGHEVONG TNG OTIG KUKAOPOPOVGES TPMTEIVES TOV TAAGLLOTOG.

Khwwn egappoyn tov posdopicpod hGH-IRMA

KaOvotépnyon tys avarroéng

H pewwpévn éxkpion hGH etvar piag and tig Stbpopeg outieg yio to pkpd avaotnpo ota wodd. Métpnon
¢ hGH otov opd pe €vav mpocdioptopd vyming gvaistnciog, 0Kd Hetd and éva TpokAnTtd epébiopa
(EMerym amdkpiong), anotehel GNUAVTIKO TPOTO Yo v TEKUNPLBEL 1) Stdyveor ot S1OTL 1| GLYKEKPILEVN
opéda acbevav pmopel va avtyetonicdet Bepamevtikd e ™ yopnynon hGH.

Yrovmopvoicuos

H pérpnon g hGH otov opd anotedei emiong éva deiktn tng Agttovpyiog g vdevong dtav VTapPyEL
voyio VTOHTOPLGIGHOD (giTe 110TAO0VE eite AOY® GYKOL 1 YEPOVPYIKNG ETEUPOAOTG).

T'yavticuos kar pueyaloxpio

H pétpnon g hGH otov 0po, €1dikd petd amd o mpokAnt e&€taon avaotoing (amovsio amdKpiong),
amotelel onuavikd tpdmo yuo v Tekunpioon g ddyvaong vaepPorikng ékkpiong hGH Aoym o&gdpilov
OYKOV NG VTOPLONG. AVTO £XEL WG ATOTEAESHO YIYOVTIOUO GTO TTodId KOt LEYOAOKPIO 0TOVG EVIAMIKOLC.
Kot ot §v0 awtég dratapayég Lmopovv vo avtipnetonicfodv (e xeipovpykn enépupoon 1 aktwvoPolio.



IV.  BAXIKEX APXEX THX MEOOAOY

H

egétaon hGH-IRMA g DIAsource eivor évog  0voGOPOSIOHETPIKOG

TPocdopopds mov Pociletar oe SoYMPIGUO EMOTPOUEVOYV COANVOPIMY.

Mab 1, 10 avticopa cOAANYNG, TPOCKOAAATOL OTNV KAT® KOl EC0MTEPIKN
EMPAVELDL TOV TAUGTIKOV COANVOPIOV.
npootifevtol ota coAnvapla Oa emdeifovv apykd xopunid Babud cvyyévelog yo
to Mab 1. TIpocOikn Mab 2, 10V GVTICOMATOG GNHOTOG, TO Omoio &ival
onuacpévo pe I, Bo oAokANpmoEL To cOOTNUO Kol Oa EVEPYOMOMOEL TNV
avoGoLOYIKN avtidpact. Metd tnv TAVGT, 1 VIOAEWMOUEVT] PASIEVEPYELD, TOV

elvorl SEGHEVIEV GTO GOANVAPLO, AVTAVOKAL T1) GUYKEVTPMGCT] TOV AVTLYOVOL.

O BoBpovountés M ta delypoto mov

V. ITAPEXOMENA ANTIAPAXTHPIA
AvtidpacsTtijpra Kt 96 Xpopot Avaovotaon
TPOGI0PIG KOG
pev KOJIUKOG
Tubes coated with anti 2x48 Aeokd | "Etowno yia ypfion
hGH (monoclonal
antibodies)
Ab 125) 1 prokidio kokkwvo | "Etowpo yio xpnon
5,5 ml
350 kBq
IXNHOETHZ: Avti-hGH
HOVOKA®@VIKG AVTICOUOTO
onuacpévo  pe  Bladivn  oe
POoPopd pLOGTIKG ddAvpo
pe Posia oporevkmpativy, alido
(<0,1%), EDTA xat po adpavig
KOKKIVI YPOOTIKY.

1 proAidio kitpwvo | IIpocOiete 2 ml
Mndevicde  Pabuovopmtic (0 kuzﬁ?:,(;non OMECTAYUEVOD VEPOD
plU/ml) oe avOpdmvo Thdcpo pe
Bupoin

CAL “ 6 proidia kitpwvo | IIpocOiete 0,5 ml
Avopthomot OTMECTAYIEVOD VEPOD
Babpovountég hGH N =1 émg 6 nuévo
(deite T oakpifeic Tpég mhve
OTIG ETIKETEG TV QLOMSIV) oE
avOpdmivo TAdopa pe Bupdin
| WASH | SOLN ‘ CONC ‘ 1 gloAidio Apardote 20 X pe
40 ml , OmMESTAYUEVO VEPO
Adopa mwong (NaCl, Tween Kope (xpnotomotioTe
20) UAYVITIKO ovadeuTipar).
2 ploAidio aonui MpocOéote 0,5 ml
| CONTROL | N | Avo@pthomot OTECTAYIEVOD VEPOD
npévo
Opoi edéyyov-N =112
oe avOpdmvo mhdopa e Bupoin

Inpeioon: Xpnoonoteite To undevikod Pabpovopnti yio opatdceLs SetyHaTmv.
1 plU tov Babpovounth 1codbvapel pe 1pulU NIBSC 2™ IS 98/574.

\Y,

l.  ANAAQXIMA I1OY AEN ITAPEXONTAI

Ta aké6AovO0 VAIKG omattovvTat dAld dev ToPEYOVTOL GTO KLT:

1. Anmeotaypévo vepd
2. Tétec yra Sravopn: 50 wl, 500 pl ko1 2 ml (Guvictdrar n xprion mreTdV
akpiPeiag pe avoddoLo TAAGTIKA pOYYN)
3. Avapeiktng otpofthicpod (tomov vortex)
4. Moyvntikog avadevTnpag
5. Avtoparn ovpryyo tov 5 ml (tomov Cornwall) yio midon
6. Xvomnuo avappoenong (TpoatpeTikd)
7. Mmnopel va ypnowomombei omowodmoTE amapOuNTg  pHETPNTIG Y
aktivoPoliag pe Suvardmto uétpnong e 2l (ehdyot amddoon 70%).
VIl. IAPAXKEYH ANTIAPAXTHPIOY
A BoOpovountéc: Avacvotiote 1o undevikd Pabuovount pe 2,0 ml
OmESTAYUEVOD VEPOD Kol GAAoLG Pabpovountég pe 0,5 ml aneotaypévon
vepoD.
B. Opoi gléyyov: Avoovotote Tovg 0polg eréyyov pe 0,5 ml aneotoypévon
vepoD.
TI. Awglopa whoong epyaociog: Ilpoctondote emapkny Oyko doAdpaTog

mAbong epyociag pe mpocdnkn 19 dykeov aneotaypévov vepod oe 1 dyko
Srokdpartog Thdong (20X). Xpnoyonowote payvnTikd avadeutipo Yo v

VIII.

= o

o

10.

11

opoyevomoinomn. Amoppiyte T0 un ypnoipomomuévo dtdlvpo mTAdong
epyaciag 6To TELOG NG NHEPAGC.

DPYAAZEH KAl HUEPOMHNIA AHZHY TQN ANTIAPAXTHPIQN

Ilpwv and 10 Gvorypa 1 ™V ovacHoTEoT, OAM TO. GLCTOTIKG TOL KIT
mopapévouy otabepd €og v nuepounvio AMEng, n omoio avaypaeeTaL
oV €TIKETO, EQOGOV dratnpodvtar og Beppokpacia 2 £wog 8° C.

Metd v avacvotoon, ot Babuovountég Kot ot opoi ELEyyov mapapévouy
otobepoi yio pia efdopdda oe Beppoxpacio 2 wg 8° C. T peyoddtepeg
nePOdovg  eOAENG, mpémel vo oxnuatilovtol KAdopota/d00elg oG
xpMong kot va dratnpovvtar otovg —20° C yu 3 pfvec.  Amo@edyete
S1odoy KT KoTdyvén Kot amoyvén.

Dpéoko, mMOPACKEVOGHEVO OtdAvpa TAVoNG epyaciog Oo mpémer vo
yxpNoLonoteiTal v idto uépa.

Metd v TpdTH ¥PNoN TOLv, 0 YvnOETNG mapapével otabepds £mg TV
nuepopnvio. ANéng, €pocov dwatnpeital 6To OpPIKO, EPUNTIKG KAEGTO
@lokido og Beppokpacio 2 Ewg 8° C.

Toydv petofoAés TG QUOIKNG EUPAVIONG TOV OVTIOPACTNPIOV TOV KIT
gvdgyetan va vTodnAdvouy aotddela 1| aAloimon.

2YAAOrH KAI IIPOETOIMAXIA AEITMATQN

Ta detypato opov Tpénel va puAdocovtat g Oeppokpacio 2-8° C.

Eav 1 e&étaon dev mpaypoaronombei eviog 24 mpdv, cuvietdror 1 @OA0EN
otoug -20° C.

Amopevyete T dtadoykn Katdyouén Kot amdyuén.

ATAATKAXTA

TNUEIDGELS GYETIKA PE TO YEPLONO

Mn XPNGIHOTOLEITE TO KIT | TO. CLOTOTIKG HETE TNV Muepopnvio AEnc.
Mnyv avopetyvoete VMKAE and SlopopeTikég maptides Kit. Dépete Oha T
avTdpactipla og Beppokpacio dopatiov Tpwv amd T xp1on.

Avopeigre kold OAo Ta ovTOPOOTNPO KoL TO Oeiypoto ME OmOAn
avokivion N avadevon. Xpnoomoeite £va kabopd avorldoyo puyyog
muETAG Yoo TV TPooHiKkn kdabe dlopopeTikol ovtdpactnpiov kot
SelyloTOG TPOKEWEVOL VO ATOPVYETE TNV ETUOALVVOT).

H oxpifeioa Peltudveton pe ypron mmetdv vynAnig  okpifelag 1
avTopatonomuévoy e€omhicpov Swavopng pe mumétes.  Tmpeite Tovg
XPOVOVG ETMACTC.

Tpogtodote por kapmoAn Pabpovounong yw kdbe avdivon kot un
xpNoonoteite dedopéva amd mponyodueves avorDCELS.

Awdwcacio
Inpavete EMOTPOUEVE COANVAPLEL €15 AoV Yoo KGbe Pabupovopnty,

Setypa kot opd eréyyov. I'a Tov TPOGSoPIoHO TOV LETPHGEDY TOV tyvnOET
125 ("total"), oNUAVETE 2 KO (UT) EMOTPOUEVE) COANVEPLAL.

Avapeiéte ywo Alyo (ue  avopeiktn  otpoPfiMopod  tOmOL  vortex)

Babpovountéc, opovg eréyyov kou deiypato kor Swaveipere S0 pl amd
£KOOTO G€ OVTIOTO O COANVAPLA.

Awwveipete 50 pl ovti-hGH onpaopévng pe 1 oe kdbe cornvépio,
copunepLapPavovtag To [N EMCTPOUEVO GOANVAPLL TOL OPOPOVV TIG
peTpioelg tov yvndém 2l (“total”) .

Avoxwniote anaAd pe to x€pt tn Bhom ompiEng v coinvapiov.

Enwdote eni 2 dpeg oe Oeppokpacio dopatiov.

Avappoonote (1] petayyiote) to mepeydpevo kabe cwAinvopiov (ue
gEaipeon ekeiva mov apopovv TG petproelg tov yvndém I [“total"]).
BePawwbeite 6T1 T0 mAaoTkd pOyyog Tov avappoenth OGveL 6ToV TLOUEV
TOV EMOTPOUEVOV COANVOPIOL TPOKELEVOL Vo apatpedel OAn 1 mocdHTTOL
TOV VYpPOV.

IMAovete ta coAnvapta pe 3 ml dwAdvpatog Thvong epyaciog (He eEaipeon
ekeivo TOVL 0POPOVV TIG GUVOAIKEG HETPNOELS). ATOQVYETE TO GYNUATIOUO
a@POv KoTA TN SLAPKELX TG TPOGHNKNG TOL SLoADILATOG TAVONG EPYOTIOG.
Avappoonote (1] petayyiote) to mepeyOpevo kdbe coinvapiov (pe
e&aipeomn ekeivo TOL APOPOVV TIG GUVOAIKES UETPTOELG).

IMAovete ta coAnvéaplo kol oAl pe 3 ml StwAvpatog mAvong epyaciog (pe
e&aipeon exeiva IOV APOPOVV TIG GUVOMKEG HETPNOELS) Kot avappopnote (1
petayyiote).

Metd v tekevtaia mAOoN, 0PNoTE T0. COANVAPLO Vo 6TabovV o Opba
0éom Y10 5V0 AemTA KO AVOPPOPTIGTE TN GTAYOVE VYPOD TOV OTOUEVEL.
YmoBdilete oe pétpnon to COANVAPLL GE 0mapOuNT aKTivey v Yo 60
SevTeEPOLETTAL.



XI.

XII.

YIIOAOT'IEMOX TQN AIIOTEAEXMATQN

Ymoloyiote T péon T TOV STAGDV TPOGIOPIGUMY.

e nuhoyaptOikd 1 ypoppd xopti YpoenuiTov, TepucTNoTE YPUPLKE
TG ¢.p.m. (KpoVGeLS avd Aemtd) (teTaypévn) Yo Kabe Pabpovount évavtt
™G avtictoyng cvykévipwong g hGH (tetunpévn) kot oyedidote po
KopmoAn fabpovopnong péom tov onpeiov tov fabpovounty, amoppiyte
TG EUPAVEIG [UT) ATOOEKTES TIUES.

AwPdote ™ cvykévipoon Yo Kabe opd eAEyyov Kkat delypa pe avayoyn
otV KaurOAn fabuovounong.

Avoyoyn dedopévov pe T Ponbee miektpovikod vmoloyioth Oa
ATAOTOMGEL OVTOVG TOVG VIOAOYIoHOVG. Edv ypnoylomoteiton avtdpatn
emefepyocioc  OmOTELEGUAT®OV, GUVIOTATOL  TPOGOPHOYY]  KOUTOANG
AOYIGTIKNG GUVAPTNONG 4 TAPAUETPOV.

TYIIIKA AEAOMENA

Ta akoAovBa dedopéva mpoopilovial HOVO ®G TOPASEYHO KOl OV TPEMEL Vo
YPNOWOTO0VVTOL TOTE VTl TNG KOUTOANg Babpovounong mpaypatikod ypovou.

hGH-IRMA cpm BIT (%)
Kpovoeig tov yyynbém 21 (“total™) 126065
Bofpovountig 0 plu/mi 241 0,19
1,0 plU/ml 1254 0,99
2,4 piu/ml 2743 2,18
8,0 plu/ml 7817 6,20
25,5 plu/ml 19515 15,48
59,1 plu/ml 34310 27,22
119,9 plu/ml 49965 39,63
XIl. AIIOAOXH KAI IIEPIOPIXMOI
A ‘Opro aviyvevong
Metpribnkav gikoot undevikoi Babpovountés pali pe évo odhvoro GAAV
Babpovountav.
To 6po aviyvevong, opllOUEVO ®C N QOLVOUEVIKY] CLYKEVIP®OT dVO
TUTKOV  amoKAcE®V TAVO ond TG HECES UETPNOES O UNOEVIKN
déopevon, firav 0,04 plU/ml.
B. Ewwomra

Opuoveg  SGTOVPOVUEVIS  AVTIOPACTIKOTNTOG TPOCTEONKAV ot  éva

Badpovounti yopuniig ko vyming Tiwhg hGH. Metprifnke n @owvopeviky
andkpion mg hGH.

Tpoctedeica oppovn hGH CAL 1 hGH CAL 5
pulu/ml plu/ml
- 0,60 65
hCG 300000 mIU/mlI 0,63 63
hPL 50000 ng/ml 0,69 68
PRL 2000 ng/ml 1,35 63

Inpeioon:  Ztov mivako avtd mepovctdleTol 1 SeTavpodEVn

avtidpootikdTna yia Tov tpocdiopiopd hGH-IRMA.

A. OpOoétnTa

AOKIMAZIA APAIQYHE
Agiypa Apaioon OzopnTiKi MetpnOsica
GUYKEVTPOON GUYKEVTPOOT
(uIU/mI) (nIU/ml)

Opdc 1 1 - 35,6

12 17,8 17,4

1/4 8,9 8,8

1/8 4,5 50

1/16 2,2 2,4

1/32 11 1.2

To deiypo oparddnke pe to undevikod fadpovount.
AOKIMAZIA ANAKTHXHX

Agiypa Ipoctedeica AvoktnOgica AvoktnOsica

hGH hGH (%)

(HIU/mI) (HIU/mI)

Opdcl 5 5.1 102%

10 9,5 95%

25 24,7 99%

50 53,7 107%

Opdg 2 60 63 105%

40 46,8 117%

20 22,1 111%

10 10,2 102%

5 48 96%

ZUVIEAEOTNG LETOTPOTNG:

1 plU tov Babpovounts wodvvopel pe 0,33 ng

T. Axkpipera
T'TIA TON IAIO ITPOZAIOPIEMO METAZY AIAQ®OPETIKQN
ITPOZAIOPIZEMON
Opés | N | <X>+TA. | ZA. Opés | N | <X>=TA. LA
(HIU/ml) (%) (RIU/mI) (%)
A 6 6,7+0,3 4,4% A 20 38+ 03 8,1%
B 6 19,0+0,2 1,0% B 20 179+ 12 6,7%

T.A.: Tomn amdrdion, Z.A.: ZovTeLeo TG SLoKbIOVeTg

E. Meoodrdotnpo. peta&d T owavopns terevtaiov Babpovopnty ko
dsiypotog
Onwg @aivetor ©Tn CLVEXEW, TO OTOTEAEGUATO TOV TPOGOLOPLGUOD
nopapévouv agomoto akopo kot otav dtavépeton £vo detypa 30 Aemtd
HeTé TNV TPOSHNKN TOV BaOOVOUNTH GTO EMOTPOUEVO COANVAPLOL.
MEXOAIAXTHMA
Opéc o 15’ 30’
(uIU/ml)
Opog 1 44 45 48
Opéc 2 18,8 18,1 19,3
Opéc 3 27,6 26,2 27,0
Opoc 4 36,5 36,8 36,6
XT. ®@awvépevo aykictpov (hook)
Agiypo mov epPordomke pe hGH éwg 4000 plU/ml diver onpa ndve and
™MV VYNAOTEPN GLYKEVTP®OON TOV Babrovount.
XIV. ITEPIOPIZMOI

Agtypato.  and  ocbeveic mov  €xovv  AdPer  mopacKevdouATO
HLOVOKAMVIKGOV  OVIICOUATOV TOVTIIKOD Yol OKOTOVG Oudyveons 1
Oepomeiog, evdeyopévedg Vo TEPEXOVY ovOpOTIVOL OVTIGOMOTO OVTi-
movtikod (HAMA). Ze avtd to deiypota pmopodv va mopatnpnbovv
YeLdMG AVENUEVES 1] WELOMG HELMUEVES TWES, OTAV EAEYYOVTOL HE KIT
TPOGOOPIGUOD TTOV YPNGULOTOIOVY LLOVOKAWDVIKE AVTIGMULOTO TOVTIKOV.
To etepo@likcd ovtichpato otov  avlpdmvo opd umopodv  va
AVTIOPACOVY HE OVOGOCPULIPIVEG TMV AVTOPUCTNPI®MV, TPOKOAMVTAG
mopeUPOAN Ge in Vitro avocoTpocdopIeHoVG.

Acbeveic mov exrtifevion taktikd oe oo M mpoidvta (ool 0opov
evdgyopévag va givat emppeneig e vty TV nopepoir). [laboroyuég
TG pmopovv  va  mapatnpnfodv  ce  mopovcio  ETEPOPIMIKOV
avtioopudtov. A&woloyeite pe mpocoyn To OMOTEALGUOTO 0GOEVAV,
GTOVG OTOIOVG VIIAPYEL LIOYIO AVTAV TOV OVIICOUATOV.

Edv 1o omotedéopota dev  givor odpeovo pe  GAkeg  KAVIKEG
TopATNPNCELS, B ypelacTel N AMYN TEPULTEP® TANPOPOPLOV TPV OTtd
™ Béom g ddyveongs.



XV. EXQTEPIKOZX ITIOIOTIKOX EAEIXox

- Edv to amotedéopata mov Aappdvovror yio tov opd gdéyyov 1 1/kon Tov
0po léyyov 2 d¢ Ppiokovtar £viog Tov Tediov Tiudv mov Kabopiletor oy
eTikéta Tov  Qoldiov, To  omoteléopato  dev  givar  duvotd Vo
xpnotpomombodyv, ektog edv €xel dobel kavomomtiky e€nynon yo v
acvpPOVia.

- Edav eivon embBountd, kabe epyactiplo pmopet vo dnpovpynoet to Sk
Tov peilypota derypdtmv gléyyov (pools), ta omoia mpémet vo dratnpovval
KOTEWYLYHEVE GE KAAGHLOTO/OOGEL Hiag YP1omG.

- Ta kprriplo amodoyng yio. T S1aPopd HETAED TV SUTADV OmOTELECUATMV
Tov deypdtov Bo mpémer va PoaciCovior oe opBég epyactnprokég
TPOKTIKES.

XVI. TIMEX ANA®OPAX

Ot tipég avtég mapéyovrar povov wg odnyds. Kabe epyaotiplo Ba mpéner va
KaOEPOOEL TO S1KO TOL TEDIO PUGIOAOYIKDV TIUMV.

Y& @uololoykd vmokeipeva, N ékkpion g avéntikng opuodvng (hGH) eivon
moApkod tomov.  Katd ™ Sidpkewn g nuépac, ol cuykevipooelg g hGH
wopaivovtar amd  <0,2-10 plU/ml.  Katd 1 OSudpkewe tov Hmvov, ot
ovykevrpoacelg e hGH avEdvovtar otabepd (£ 30 plU/ml).

H éxkpion mg hGH deyeipetar kotd ToAD amd v GOKNON Kol TO GTPES
(pAefucr  mapoxévinom, vmoyAvkowpio, ...), OAAG pewdvetor  amd TNV
vrEpyAVKOLpio.

Xe_@uotohoyikd vmokeipevo (1=34), 500 dpeg petd amd Tov oTONoTog ANy
yAokolng (75 g oe gvmAikoug), to emineda g hGH frav younidtepa and 10
wIU/ml kon n amodxpron e hGH og dokipacieg diéyepong (yopnynon weovAivng,
apywivng, YAvkayovng) vaepéfaive to. 20 pIU/ml.

Ta enineda g hGH frav avénpéva (axdun Kot petd tm xoprynon yAvkolng) om
peyorakpio (> 10 pIU/ml).

e avendpkele hGH, n amoxpion ot dokiacio di€yepong eite dev vrdpyet gite
éyxet apProviel (uikpd avaompo Aoy avemdpkelng hGH, vmobmoguoiopodg
TPOEPYOUEVOG aITd S1APOPO. iTLCL).

XVIl. IIPODPYAAZEIY KAI IIPOEIAOIIOIHXEIY

Aopdisia

Movo 1o StoyveooTtikn yprion in vitro.

To kit avtd mepiéyet to 2 I (Xpdvog nulenc: 60 nuépeg), wa padievepyn ovsia
n onoia exméunel wviCovoo aktvoPforio X (28 keV) kary (35.5 keV).

Avtd 10 padievepyd mpoildv eivar duvatd vo petaeepBel kot va ypnoytoromOel
pnévo and eEovorodotnuéva dropa. H ayopd, poragn, yprion kat avoiloyn
POOIEVEPYDV TPOTOVI®MV VLTOKEWVTOL OTN VOHOBEGioL TG XMPOG TOL TEALKOV
¥pNoTn. Xe kapio TepinTtmon dev TPEmeL va yopnyeital To TPoldv 6 avOpdOTOVS 1
{oa.

Ta cvototucd ovOpdmvov aipotog mov mephapuBivovial 6To KIT avtd £xouv
eheyyBel pe peboddovg eykexpuéves otnv Evpdmn f/xar amd tov FDA wau €xet
Sumotodel 6T givan apvntikd wg mpog v mapovsioc HBSAQ, avti-HCV, avti-
HIV-1 kou 2. Kapio yvoot) pébodog dev eivar duvatd va mopéyet mAnpn
Stc@drion 6t Tapdymya Tov avOpdmvou aipatog de Ha petaddoovy nratitida,
AIDS 1 dMkeg Aomwéers. Emopévag, o yepopds avtidpactnpiov 1 derypndtov
0poY Oa TpEmeL vaL YIVETOL GOUPOVOL LLE TIG TOTTKEG d1001KOGIES TTEPT AoPALELRS.
Oha 1o {okd Tpoidvta kot Tapdymya Exovv cvAleyfel and vyw {da. Ta Bosia
GLOTATIKG TPOEPYOVTAL OO YDPeS OTov dev £xel avapepbel BSE. Iap' OA' avtd,
ovotoTikd mov mepiEyovv Lmwég ovoieg o mpémel va oviyetonilovior ©g
SVVNTIKOG LOAVCHOTIKA.

ATopelyete  OMOWONTOTE  €MAPT]  TOL  OEPUATOG  HE  OVTIOPACTHPLL
(ypnowomoteitar alido tov vatpiov wg cvvinpntikd). To alido oto kit oWTd
evOExeTOL VoL avTIOPACEL L LOAVPSO KOl YOAKO TV VIPAVAIKOY COANVAOCEDY KoL
Vo oYNUaTicet e Tov TpOTo owTo Wiaitepo ekpnktikd alidia petddimv. Katd
Sdpkelo Tov PpaTog TAVONG, EKTADVETE TNV OTOYETEVST| LE UEYAAT TOGOHTNTA
VEPOD, Y10l TNV TTPOAYT TVYOV GLGGMPEVONG alidiov.

Mnyv kanvilete, umv mivete, unv TpOTE KoL U1 YPNOYOTOLEITE KOAAVVTIKG GTO
ydpo epyociag. Mnv Swavépete [e TAETO YPNOLULOTOLDVTOG TO GTOUO GOG.
Xpnowonoteite TPOSTATELTIKO poVYIOUO Kot yévti pag ypriions. Orog o
YEPLOUOG TOV padievepyoL VAIKOD Ba Tpénet vo ekteleitan oe KaBopiopévo ympo,
HOKPLEL 0l YHPOLG TAKTIKNG S1EAEVONG. XTO £PYOOTNPLO TPEMEL VoL Sratnpeitat
nuepordyo yua TV mopaAofn kot ™ eVAgn padievepydv vAkov. E&omiiopog
KO YOOAve. oKELN ToL gpyaotnpiov, to omoia Ba propovoay vo HoAvvBovv pe
padievepyég ovoieg, Oa mpémel vo pUAGGGOVTOL GE EEXMPIOTO YOPO Yo TNV
TPOANYN EMUOAVVONG TOV SLOPOPWOV POSIOIGOTOTWOV.

Toyov dappoig padievepymv vypmdv mpénet va Kabapilovtal apécms cOpeOve pe
115 Sradkacieg acpdrelng omd padevépyeta. Ta padievepyd amdPAnta Tpénet va
AMOPPINTOVTIOL GUUPMVO HE TOVG TOTMIKOVG KOVOVIGHOVG KOl TIG KaTevhuvnipieg
odnyieg twv apydv mov &xovv dwkarodocion 6to epyactpo. H tipnon tov
Bootkdv Kovovev ac@dAelog amd padlevépyeLo TAPEYEL ETOPKT TPOSTAGIO.
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Agiypato, opoi eréyyov - - 0,05
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Przed uzyciem zapoznaj si¢ z trescig instrukcji.
hGH-IRMA

PRZEZNACZENIE

Zestaw immunoradiometrycznego do ilo§ciowego oznaczania ludzkiego hormonu wzrostu (hGH) w
ludzkiej surowicy.

INFORMACJE OGOLNE

Nazwa zestawu: DIAsource hGH-IRMA Kit
Numer katalogowy: KIP1081: 96 oznaczen
Producent: DIAsource ImmunoAssays S.A.

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

W celu uzyskania pomocy technicznej lub informacji odno$nie zamoéwien prosimy o kontakt:
Tel: +32 (0)10 84.99.11 Fax: +32 (0)10 84.99.91

ZASTOSOWANIE KLINICZNE

Aktywnosé biologiczna

Ludzki hormon wzrostu (hGH) jest polipeptydem, o cigzarze czasteczkowym 21 500 Da, produkowanym
przez acidofilowe komorki przedniego plata przysadki moézgowej. Jego produkcja jest kontrolowana
gtownie przez dwie substancje: GRF (Growth-hormone Releasing Factor) czynnik uwalniajagcy hormon
wzrostu oraz inhibitor, somatostatyn¢. Wazna rolg¢ w regulacji sekrecji hGH odgrywaja nastepujace szlaki:
dopaminergiczny, adrenergiczny, serotoninergiczny. Czynniki pobudzajace wydzielanie hGH to
hipoglikemia, ¢wiczenia fizyczne, wyglodzenie (bycie na czczo), dieta bogata w biatko, gleboki sen, stres,
glukagon, L-DOPA, aminokwasy itd. W sklad czynnikow bedacych inhibitorami wwydzielania hGH
wchodza glukoza, kortyzol, hGH oraz wolne kwasy tluszczowe.

hGH wykazuje duza zmienno$¢ stezenia w surowicy krwi spowodowang jego krotkim potowicznym
okresem rozpadu biologicznego (+ 25 minut) oraz czestym wplywem zaréwno czynnikow pobudzajacych
jak i inhibitoréw. Jedna z gtéwnych funkcji hGH jest stymulowanie innych tkanek do produkcji
somatomedyn, ktore z kolei bezposrednio stymulujg wzrost poszczegdlnych tkanek. W przeciwienstwie do
hGH, stgzenie somatomedyn w surowicy utrzymuje si¢ na stalym poziomie z powodu Silnego wigzania z
biatkami osocza.

Zastosowanie Kkliniczne

Opdznienie wzrostu

Jedna z wielu przyczyn niskiego wzrostu u dzieci jest hyposekrecja hGH. Pomiar hGH w surowicy powinien
charakteryzowa¢ si¢ wysoka czuloscia, szczegblnie w przypadku pobudzania jego wydzielania.
Diagnozowanie w ten sposob tej grupy chorych jest istotne, poniewaz moga oni by¢ leczeni przez
podawanie hGH.

Niedoczynnosé priysadki mdzgowej

Pomiar stezenia hGH w surowicy jest rowniez waznym wyznacznikiem funkcjonowania przysadki
moézgowej, w przypadku podejrzenia jej niedoczynno$ci (idiopatycznej badZz wywotanej nowotworem i
operacja).

Gigantyzm oraz akromegalia

Pomiar stezenia hGH w surowicy, zwlaszcza po wykonaniu testu hamowania (brak odpowiedzi) jest
waznym sposobem poparCia diagnozy, ze hypersekrecjia hGH spowodowana jest rakiem komorek
kwasochtonnych przysadki mézgowej. Rezultatem tego moze by¢ gigantyzm u dzieci i akromegalia u
dorostych. Oba te schorzenia moga by¢ leczone chirurgicznie lub przez naswietlanie promieniowaniem
jonizujacym..



V.

ZASADA DZIALANIA TESTU

DIAsource hGH-IRMA jest testem immunoradiometrycznym opartym na
separacji probowek oplaszczonych przeciwciatami. Mabsl. Przeciwciata te sa
przytwierdzone do dolnej, wewngtrznej powierzchni plastikowej proboéwki. Do
probowek dodaje si¢ kalibratory lub badane probki, wykazujace niskie
powinowactwo do Mab 1. Dodanie drugiego przeciwciata Mab 2 anty hGH
znakowanego #I powoduje rozpoczecie reakcji immunologicznej i utworzenie
kompleksu typu sandwich: Mab1/czasteczka hGH/Mab2.

Po inkubacji usuwa si¢ nadmiar antygenu, probowki si¢ przeptukuje i mierzy si¢
zwigzang z probéwkami aktywnos$¢, bedaca miarg stezenia dodanego antygenu.

V. SKEAD ZESTAWU
Odczynniki ilos¢ 96 kolor odtwarzanie
oznaczen odczynnika
Probowki oplaszczone 2x48 biaty gotowe do uzycia
n przeciwciatem
monoklonalnym anty-
hGH
1 fiolka czerwony gotowe do uzycia
55 ml
350 kBq
ZNACZNIK: znakowane jodem-
125 anty-hGH (przeciwciata
monoklonalne) w buforze
fosforanowym z albuming
surowicy wotowej, azydkiem (<
0.1%) oraz obojetnym
czerwonym barwnikiem.
CAL n 1 fiolka 76lty Dodaé 2,0 ml wody
liofilizat destylowanej
Kalibrator zerowy w plazma
ludzkiej z tymolem
CAL “ 6 fiolki 20ty Dodaé 0,5 ml wody
liofilizat destylowanej
Kalibratory 1-6 w plazma
ludzkiej z tymolem (patrz:
doktadne warto$ci na etykietach
fiolek)
1 fiolka brazowy Rozcienczy¢ 20 X
‘ WASH ‘ SOLN l CONC ‘ 40ml w wodzie
destylowanej (uzy¢
Roztwor ptuczacy (NaCl, Tween mieszadfa
20) magnetycznego)
| CONTROL | N | 2 fiolki srebrny Dodac 0,5 ml wody
liofilizat destylowanej
Kontrole 1 i 2 w plazma ludzkiej
z tymolem
Uwaga: Do rozcienczania surowic uzywac kalibratora 0.

VI.

1 plU Kalibratora odpowiada 1 ulU NIBSC 2™ IS 98/574.

DODATKOWE MATERIALY I WYPOSAZENIE

Do wykonania testu sg konieczne, a nie dostarczone wraz z zestawem:

1.
2.

Nookw

VII.

woda destylowana

mikropipety z koncéwkami do dozowania 50 pl , 500 pl i 2ml (zaleca si¢
uzywanie wykalibrowanych pipet z koncowkami wymiennymi)
wytrzasarka

mieszadto magnetyczne

automatyczna strzykawka Sml (typ Cornwall) do ptukania

system do odciagania ptynu (opcjonalny),

licznik promieniowania gamma (minimalna czuto$¢ 70%)

PRZYGOTOWANIE ODCZYNNIKOW

Kalibratory: Do kalibratora zero doda¢ 2 ml wody destylowanej, do
pozostatych doda¢ po 0,5 ml wody destylowane;j.

Kontrole: Doda¢ do kazdej po 0,5 ml wody destylowane;j.

Roztwor pluczacy: Rozcienczy¢ roztwor pluczacy: zmiesza¢ 1 czgsé
roztworu pluczacego z 19 czgSciami wody destylowanej (rozciefnczenie
20-krotne). W celu wymieszania uzy¢ mieszadta magnetycznego lub
homogenizatora. Pod koniec dnia roboczego niezuzyty ptyn wylac.

VIIl. PRZECHOWYWANIE ORAZ OKRES WAZNOSCI

=

10.

11.

XI.

=

ODCZYNNIKOW | PROBEK

Wszystkie odczynniki zestawu przed ich otwarciem i rekonstytuowaniem
sg wazne do konca daty waznosci podanej na etykietach. Przechowywaé
w temperaturze 2-8°C.

Rozcieficzone odczynniki - kalibratory oraz kontrole - sa stabilne przez
okres 7 dni w temperaturze 2-8°C.

Warunki dluzszego przechowywania odczynnikow to temperatura —20°C
max. przez okres 3 miesigcy. Unika¢ wielokrotnego rozmrazania i
zamrazania.

Swiezo przygotowany roztwor phuczacy nalezy zuzy¢ tego samego dnia.
Znacznik przechowywany w oryginalnym opakowaniu w temperaturze 2
do 8°C, szczelnie zamknigty zachowuje swoje wihasciwosci do konca
terminu waznosci.

Zmiany wygladu odczynnikow zestawu moga wskazywac na ich rozklad
lub niestabilno$¢.

PRZYGOTOWANIE | PRZECHOWYWANIE PROBEK

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

Jezeli test nie bedzie wykonywany w ciggu 24 godzin, zaleca si¢
zamrozenie probek w temp. -20°C.

Unika¢ wielokrotnego rozmrazania i zamrazania probek.

PROCEDURA

Przestrzeganie nastepujacych zasad zagwarantuje powtarzalnos$¢
oznaczen

Nie nalezy wykonywac testu po uplywie daty wazno$ci odczynnikow.

Nie nalezy taczy¢ odczynnikow z roznych zestawdw, posiadajacych inny
numer serii.

Przed wykonaniem testu sktadniki zestawu nalezy doprowadzi¢ do
temperatury pokojowe;j.

Doktadnie wymiesza¢ wszystkie odczynniki oraz probki poprzez delikatne
wytrzasanie.

Zapobiega¢ zanieczyszczeniom odczynnikéw i wody przez drobnoustroje.
Stosowa¢ wymienialne, jednorazowe koncowki do pipet osobne dla
kazdego odczynnika i dla kazdej probki. Uzywa¢ wody destylowanej i
czystych pojemnikéw. Uzywaé wykalibrowanych pipet w celu
zapewnienia precyzji oznaczen.

Do kazdego cyklu oznaczen nalezy wykona¢ nowa krzywa standardowa.

Procedura

Oznaczy¢ w dubletach probowki oplaszczone dla kazdego kalibratora,
proby badanej i kontroli. Do oznaczania zliczen catkowitych oznaczy¢
dwie zwykte probowki.

Wymiesza¢ kalibratory, kontrole i probki badane na wytrzasarce typu
vortex, po czym dodawaé¢ po 50ul kazdego z nich do odpowiednich
probowek.

Dodawa¢ po 50 pl znacznika anty-hGH-?I do kazdej probowki, tacznie z
proboéwkami dla zliczen catkowitych.

Wstrzasna¢ delikatnie statywem.

Inkubowac przez 2 godziny w temperaturze pokojowej.

Odciagna¢ ptyn z kazdej probowki (lub zdekantowaé) z wyjatkiem
probowek do zliczen catkowitych. Nalezy upewnié si¢, ze plastikowa
koncowka odciagacza znajduje si¢ na dnie probowki, w celu odciagnigcia
calego ptynu.

Przeptukaé proboéwki za pomoca 3 ml roztworu ptuczacego (z wyjatkiem
probowek do zliczen catkowitych). Unika¢ spieniania przy pipetowaniu.
Odciagna¢ (lub zdekantowac) zawarto$¢ kazdej probowki (z wyjatkiem
probowek do zliczen catkowitych).

Ponownie przemy¢ probowki za pomoca 3 ml roztworu pluczacego (z
wyjatkiem probowek do zliczen catkowitych), po czym odciagnaé¢ (lub
zdekantowac).

Po ostatnim przeplukaniu pozostawi¢ probowki w pozycji pionowej na
dwie minuty, po czym zassa¢ pozostate krople ptynu

Zliczy¢ aktywno$¢ zwiazang z probéwkami na liczniku promieniowania
gamma przez 60 sekund.

OBLICZANIE WYNIKOW

Policzy¢ wartosci Srednie z dubletow.
Na papierze o skali potalogarytmicznej lub liniowej wykresli¢ krzywa dla
kazdego kalibratora: aktywno$¢ c.p.m. (0§ rzednych) wzgledem



odpowiednich stezen hGH (0§ odcigtych), po czym poprowadzi¢ krzywa
wzorcowa przez punkty kalibracji, odrzuci¢ wyniki krancowe.

Odczytaé stezenie kazdej kontroli i probki poprzez interpolacj¢ na krzywej
WZOrcowej.

Wspdtczynnik zamiany:
1ulU kalibratora hGH-IRMA = 0,33 ng

Powyzsze obliczenia mozna upro$cié, stosujac komputerowa redukcije ODZYSK
danych. W przypadku uzycia automatycznego obliczania wynikow, zaleca i
sie wykorzystanie 4-parameterowej funkcji krzywej logistycznej. Probka dodane hGH Odzyskane hGH Odzysk
(RIU/mI) (RIU/mI) %)
XIl. PRZYKEAD TYPOWEJ KRZYWEJ WZORCOWEJ )
Préobka 1 5 51 102%
' o o . - 10 95 95%
Ponizsze dane sg jedynie przykladem i nie powinny by¢ uzywane w miejsce 25 247 99%
rzeczywistej krzywej wzorcowej. 50 53,7 107%
Probka 2 60 63 105%
hGH-IRMA cpm BIT (%) 40 46,8 117%
20 22,1 111%
Zliczenia catkowite 126065 10 10,2 102%
5 4,8 96%
Kalibratory 0 plu/mi 241 0,19
1,0 plU/ml 1254 0,99
2,4 piu/ml 2743 2,18 E.  Przesunigcie czasowe w trakcie dozowania
zgg “:8; m: 1;21; 121212 Uptyw czasu migdzy dodaniem ostatnego kalibratora a dozowaniem probki nie
5 ulU/m , ) d . e .
59.1 plU/m 34310 27.22 przekraczajacy 30 minut nie ma wplywu na warto$¢ wyniku.
119,9 plU/ml 49965 39,63
CZAS PRZESUNIECIA
Préobka 0 15 30
(UIU/ml)
XIH1. CHARAKTERYSTYKA OZNACZENIA |
OGRANICZENIA Prébka 1 44 45 48
Prébka 2 18,8 18,1 19,3
Czulo$¢ zestawu E:ggt: 2 ggg §g§ ggg
Czuloéc zestawu zdefiniowana jako warto$¢ stezenia hGH odpowiadajaca ' ' '

warto$ci dwoch odchylen standardowych dla kalibratora zero (okreslonych na
podstawie 20 réznych oznaczen) wynosi 0,04 plU/ml.

B. Specyficznosé

Reakcje krzyzowe antygenow byly mierzone przy niskiej i wysokiej wartosci

hGH.
hGH CAL 1 hGH CAL 5
Dodany hormon piu/mi piu/mi
- 0,60 65
hCG 300000 mlU/mI 0,63 63
hPL 50000 ng/ml 0,69 68
PRL 2000 ng/ml 1,35 63
Uwaga: powyzsza tabela przedstawia reaktywnos$¢ krzyzowa dla hGH-IRMA.
C. Precyzja
zmiennos$¢ miedzyseryjna zmiennos$¢ miedzyseryjna
S‘:'Crgw N | <x>xsD | cv S‘:Crgw N <X>:SD | CV
(HIU/mI) (%) (HIU/mI) (%)
A 6 6,7+0,3 4,4% C 20 38+ 03 8,1%
B 6 19,0+0,2 1,0% D 20 179+ 1.2 6,7%

SD: odchylenie standardowe; CV: wspoélczynnik zmiennoS$ci

D. Dokladno$é

TEST ROZCIENCZANIA
Prébka Proporcja Stezenie Stezenie zmierzone
teoretyczne (uiu/ml)
(uIU/ml)
Prébka 1 11 - 35,6
1/2 17,8 17,4
1/4 8,9 8,8
1/8 4,5 5,0
1/16 2,2 2,4
1/32 1,1 1,2

Probki rozeienczono za pomoca kalibratora zerowego.

F.

Efekt wysokich dawek (Hook effect)

Probki o stezeniu hGH do 4000 plU/ml daja odczyt powyzej warto$ci ostatniego
kalibratora.

XIV. OGRANICZENIA

XV.

XVI.

Prébki od pacjentdw, ktérzy w celach diagnostycznych Ilub
terapeutycznych  otrzymywali preparaty z mysich przeciwcial
monoklonalnych, moga zawiera¢ ludzkie przeciwciata anty-mysie
(HAMA). Probki takie, oznaczane z uzyciem zestawOw testowych
wykorzystujacych mysie przeciwciata monoklonalne, moga wykazywac
wartosci fatszywie zawyzone lub zanizone.

Przeciwciata heterofilne w ludzkiej surowicy moga reagowal z
immunoglobulinami  odczynnika, interferujac z  oznaczeniami
immunologicznymi przeprowadzanymi in vitro.

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

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

WEWNETRZNA KONTROLA JAKOSCI

Jezeli wyniki otrzymane dla Kontroli 1 i Kontroli 2 nie mieszcza si¢ w
przedziale wartoéci przedstawionym na fiolce, nie wolno ich
wykorzystywa¢ do momentu wyjasnienia zaistniatej sytuacji.

Jezeli zajdzie potrzeba, laboratorium moze przygotowa¢ wlasne kontrole
powstate po potaczeniu wielu surowic. Surowice kontrolne powinny by¢
przechowywane zamrozone w porcjach do jednorazowego uzycia.
Akceptowalna wielko$¢ rozrzutow przy oznaczaniu probek w dubletach
odnosi si¢ do kryteriow Dobrej Praktyki Laboratoryjnej

ZAKRES NORMY

Kazde laboratorium powinno ustali¢ wlasne zakresy normy. Normy podane
ponizej nalezy traktowac jako wskazowke

U zdrowych ludzi wydzielanie hormonu wzrostu (hGH) jest pulsacyjne. W ciagu
dnia stgzenia hGH wahaja si¢ od <0,2-10 plU/ml. Podczas snu stgzenia hGH
konsekwentnie wzrastajg (= 30 uIU/ml).



Wyadzielanie hGH wyraznie stymuluja ¢wiczenia fizyczne, stres (punkcja zylna,
hipoglikemia, ...), natomiast hamuje hiperglikemia.

U zdrowych osobnikéw (n=34), w dwie godziny po doustnym podaniu glukozy
(75 g u dorostych), poziom hGH musi by¢ mniejszy niz 10 ulU/ml, a odpowiedz
hGH w testy stymulacyjnych (podanie insuliny, argininy, glukagonu) nie
przewyzsza 20 plU/ml.

Poziomy hGH sa podwyzszone (nawet po podaniu glukozy) w przypadkach
akromegalii (> 10 pIU/ml).

W przypadku niedoboru hGH nie ma odpowiedzi na test stymulacyjny lub jest
ona bardzo staba (niski wzrost spowodowany deficytem hGH; niedoczynnosé
przysadki réznego pochodzenia).

XVIl. OSTRZEZENIA I SRODKI OSTROZNOSCI

Bezpieczenstwo

Zestaw jest przeznaczony jedynie do diagnostyki in vitro. Zestaw zawiera '%°|
(Okres potowicznego rozpadu: 60 dni), emitujacy promieniowanie jonizujace X
(28 keV) i y (355 keV). Przestrzeganie podstawowych zasad ochrony
radiologicznej gwarantuje bezpieczenstwo.

Produkty radioaktywne moga by¢ nabywane, otrzymywane, przechowywane i
uzywane jedynie przez osoby do tego upowaznione oraz w laboratoriach
posiadajacych odpowiednig autoryzacj¢. Roztwory w zadnym przypadku nie
moga by¢ podawane ludziom ani zwierzgtom.

Zasady stosowania produktow radioaktywnych reguluja przepisy danego kraju.
Materialy promieniotworcze mozna wykorzystywa¢ w obszarach specjalnie do
tego  przeznaczonych.  Laboratorium  powinno  prowadzi¢  dziennik
przechowywanych materialow promieniotworczych. Aparatura laboratoryjna
oraz wyroby szklane, ktore moga ulec skazeniu przez materialy
promieniotworcze, powinny zosta¢ oddzielone, w celu uniknigcia ich skazenia.
Kazdy wyciek radioaktywny nalezy natychmiast zmy¢ zgodnie z lokalng
procedura bezpieczenstwa promieniotworczego. Odpady radioaktywne nalezy
usuwaé zgodnie z przepisami prawnymi obowigzujagcymi w danym panstwie.
Postgpowanie wg podstawowych zasad bezpieczenstwa radioaktywnego
zapewnia wystarczajaca ochrong.

Odczynniki zestawu zawierajace skladniki pochodzenia ludzkiego zostaty
przetestowane  licencjonowanymi  zestawami  (sprawdzone  metodami
Europejskimi zatwierdzone przez FDA) i wykluczono obecnos¢ przeciwciat anty-
HIV 1, anty-HIV 2, anty- HCV i antygenu HBs. Mimo to nie ma jednak pelnej
gwarancji, ze takie sktadniki nie moga przenosi¢ zottaczki, wirusow HIV czy
innych infekcji wirusowych — dlatego tez zaréwno te odczynniki, jak i probki
pacjentow nalezy traktowac jako potencjalne zrodto zakazenia.

Sktadniki pochodzenia zwierzgcego w odczynnikach zestawu, zostaty pobrane od
zwierzat zdrowych. Skladniki pochodzenia wolowego pochodza z pafistw, gdzie
nie stwierdzono przypadkow zarazenia BSE. Mimo to, wszystkie probki
pochodzenia zwierzgcego nalezy traktowac jako potencjalnie zakazne.

Unika¢ kontaktu ze skora jakiegokolwiek z odczynnikéw (azydek sodu jako
konserwant). Azydek sodu moze reagowa¢ z otowianymi lub miedzianymi
rurami, w wyniku czego moga odktada¢ si¢ na nich wybuchowe azydki metali.
Aby temu zapobiec nalezy po wylaniu odpadéw dobrze przeptukaé rury
kanalizacyjne.

Nie pali¢, nie je$¢, nie pi¢ ani nie uzywa¢ kosmetykow w obszarze pracy. Nie
pipetowac ustami. Zaktada¢ odziez ochronng i gumowe rekawiczki.
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XIX. SCHEMAT PROCEDURY

LICZBA KALIBRATORY PROBKA(I)
ZLICZEN ml PROBKA(I)
CALKOWITYCH KONTROLNA(E)
nll il
Kalibratory (0-6) - 0,05 -
Prébki, kontrole - - 0,05
Znacznik 0,05 0,05 0,05
inkubacja 2 godziny w temperaturze pokojowej
Separacja - zassac (lub zdekantowac)
Roztwor pluczacy - 3,0
Separacja - zassac (lub zdekantowac)
Roztwor pluczacy - 3,0
Separacja - zassac (lub zdekantowac)

liczenie aktywnosci pomiar probéwek przez 60 sekund




IIpoyereTe Heusi MPOTOKOJI Npeau ynorpeda

hGH-IRMA

l. YIIOTPEBA

NMyHOpaanoOMeTpHUYeH Ha0Op 3a KOJMYECTBEHO H3MeEpBaHe iN Vitr0 Ha YOBEHIKHMS XOPMOH Ha
pactexa (hGH) B cepym.

1. ObLlIA HH®OPMALIHA
A. TlateHTOBaHO UMe: DIAsource hGH-IRMA Kit
B. Karamoxen Homep: KIP1081: 96 Tecra

C. IIpon3sBeneHo or: DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue du Bosquet, 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgium.

3a TexHHYECKAa MOMOII HJIH MOPbYKA:
Ten.: +32 (0)10 84.99.11 dakc: +32 (0)10 84.99.91

1. K/THMHUYEH IIPETJIE]]

A.  Buojornuna aktuBHoct Ha hGH

hGH e nomunentumen xopmon (¢ monekyino termo 21,500 Da), mpousBexxpan oT anuAopUIHHTE KIETKA B
npelHaTta 4acT Ha xunodusara NpU KOHTPOJN Ha 1BE OCHOBHM BEIIECTBa C yMEpEHa 3HAYMMOCT: (akTop,
CTUMyJIMpanl OTAeNsiHeTO Ha XopMoHa Ha pactexa (GRF), W HMHXHOMTOPHO BEIIECTBO, COMATOCTaTHH.
JlonaMuHepruuHKUTe, aIpEeHePrHYHUTE M CEPOTOHMHEPTMYHHUTE HEBPOSHJIOKPUHHU IBTUIA CBIIO HIPasT
CBILECTBEHA POJIS MPHU KOHTpoJa Ha cekpeuwsita Ha hGH. Bb30yxmammre ctumynu 3a cekpenusita Ha hGH
BKJIIOYBAT XUITOTJIMKEMUS, CIIOPTYyBaHe, AUETH, XpPaHEHE C BUCOKO ChIbp)KaHUE HA MPOTEHHHU, ABIOOK CBbH, CTPEC,
rmokarod, L-noma, amuHOKMcenuHN W T.H. MHXHOWTOPHHTE CTHMYJH BKIIOYBAT TIIOK03a, koptu3on, hGH u
cBOOOIHM MacTHH KHceIuHHU. ITopajan KpaTKus CH MONY)KHBOT B IU1a3MaTa (+25 MHHYTH) M YECTOTO HajJW4YHe Ha
BB30Y>KIamu Wik HHXuOupaiy crumyid, hGH neMoHcTprpa 4ecTH 1 rojeMy BapHallui Ha KOHLEHTPAIMHUTE CU B
cepyma.

Enna ot ocHoBHHTE (usmonornynn GpyHkimu Ha hGH e na Bb3aeiicTBa BbpXy YepHHst Apo0 U APYrH ThKaHHU 3a
IPOU3BOACTBOTO Ha COMATOMEIMHH, KOMTO Ha CBOI pell MHIYIMPAT pacTexa 4pe3 TUPEKTHO Bb3JIEHCTBUE BBPXY
1eseBuTe ThKauu. 3a pasnuka ot hGH, KoHIeHTpalaTa Ha COMATOME/IMH B CepyMa ce MOJIbpiKa CTa0MIIHA Upe3
CBBP3BaHE JI0 TOJIsIMa CTENeH C UPKYJIHPALIUTE TIIa3MEHU TPOTEHHH.

B. Kuaunununo npuioxkenne Ha hGH-IRMA
3abasane na pacmesrca
Capbxcekperusita Ha hGH e exHa oT MHOroOpoHHTE NPUYNHU 32 HUCKHS PBCT NpH jenara. V3MepBaHeTo
Ha chabpkanueTo Ha hGH B cepyMa CbC CHJIHO CEH3MTHBHO H3CIie[JBaHE, OCOOEHO Ciie/l POBOKATHBHH
CTUMYNH (JIMIICAa Ha peakiys), € BaXCH HA4YMH 32 YCTAHOBSBaHE HA Ta3W JHarHo3a, Thil KaTo Ta3W Tpyma
MAIMeHTH MOTar Jia ObJaT MOIOKEHH Ha JiedeHue ¢ nprem Ha hGH.
Xunonumyumapu3zom
M3mepBaneTo Ha chabpxaHuero Ha hGH B cepyma e chIo Taka HHACKC 32 QYHKIMITA Ha XUOodu3aTa npH
CBMHEHUS 33 XUIOIMHUTYUTAPU3bM (MANOIATHYCH WK JAbJDKALL CE HA TYMOD H OIEPaLis).
Tuzanmusvm u akpomezanun
W3mepBanero Ha cpabpxannero Ha hGH B cepyma, ocoOeHO ciresi TPOBOKATHBEH HHXUOUTOPEH TeCT (JIMIica
Ha peakiys), ¢ BaXCH HAYMH 3a YCTAHOBSBAaHETO Ha [HarHo3a cBpbxcekpeuus Ha NhGH, mopaau
auunopuieH TyMmop Ha xumnodwusara. ToBa BOOM MO THUTaHTU3BM IpH JA€laTa M aKpOMEraius IpH
Bb3pacTHUTE. 1 1BeTe HapyLIEHHUs ca JICYMMH Ype3 ONepalus WK JIbUeBa TEPAIHs.



\V. ITPHHIIUIIH HA METO/]A

DIAsource hGH-IRMA ¢ umyHOpaguOMETpHYHO H3ClegBaHe Ha 0aza Ha
cernapauus Ha MOKpuUTH enpysetkd. Mabsl (MoHOKIOHaNHN aHTUTENA 1), KOUTO
ca MpHXBAallAlli AHTHTENA, Ca pA3MONOKEHH IO JOJNHATA ¥ BHTPEHIHATA
TIOBBPXHOCT Ha IUIACTMAacoBaTa enpyserka. Kanmubparopure mwim npobure, KOUTO
ce 100aBST KbM CHPYBETKHTE OTHAYall0 MoKa3Bar ciab adunurer kbM Mabsl.
Job6assneto Ha Mabs2, kouTo ca CUrHAIHM aHTUTeNa, Mapkupand c 2|,
3aBBpIIBAT CHCTEMaTa W IyCKaT B XOJA MMyHOJOrm4Hata peakmus. Crex
HM3MHUBAHE OCTaThYHATA PaJMOAKTHBHOCT, CBbP3aHA C ENpPYyBETKATa, OTpa3siBa
AQHTUICHHATa KOHLEHTpauus. l3momsBaHeto Ha HAKOJKO pasmumyHn  Mabs
MIPeOTBPATSIBA PA3BUTHETO Ha XUIIEPCIEIU(UIHOCT.

V. H3IOJI3BAHU PEATEHTH

Pearentn KosmmuectTso LBeren Ilpurorpsine
96 TecTa KO/
EnpyBeTku, HOKpUTH C
U anrn-hGH 2x48 Ost T'oToB 3a ynorpeba
(MOHOKJIOHAITHU
AHTHTENA)
Ab 125 1 ¢nakon 4YepBeH ToroB 3a ynorpeba
55ml
350 kBq

TPENCHP: Haroapenu c¢ 12|
anti - hGH (MoHOKIOHATHN
aHTuTena) BbHB  (ochareH
Oydep ¢ BONCKH cepyMeH
anbymun, asun (< 0.1%) u
HHEpTHA YepBeHa 6osl.

Jo6asere 2 ml

CAL 0 1 ¢nakon KBIT
JIeCTUINpaHa BOJA

JHOGUIH3NPa

Hynes Kanu6patop B u

YOBCLIKH IJIa3Ma ¢ TUMOJI

Jlo6asere 0,5 ml

6 (PHaKOHa AT

Kanubpatopn 1-6 5 tosem nnmbl:;n3npa JIeCTUINpaHa BOA
ia3Ma ¢ TUMOJ (BHXK
TOYHHTE CTOWHOCTH Ha
©THKETHTE Ha (pIaKOHHUTE)
wasH | soLn | cone ‘ 1 ¢pnakon kasiB Paspenere 20X ¢
40 ml JIECTHIIMPaHa BOJa
W3musar pasrsop (NaCl, (usnonsBaiite
Tween 20) MarHuTeH cernaparop)
CONTROL 2 ¢nakona cpebbper | Jlobasere 0,5 ml
nmodunuzupa JIeCTUINPaHa BOAA

Konrposnu 1 u 2 B 4oBemky HH

TiazmMa ¢ TUMOJI

3abenexka: 1. V3nomsaiite HyneBus KanuOpaTop 3a CEpyMHHUTE Pa3pexJaHusl.
2. 1 plU ot kanmubpupanust npenapart e ekBuBaieHTen Ha 1 plU
ot NIBSC 2™ IS 98/574.

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

CrnenHuTe MaTepHany ca He0OXOAUMH, HO HE Ce OCHTIYpsIBaT B Habopa:

1.  Jecrunupana Bozaa

2. Munerm or: 50 pl, 500 pl u 2 ml (mpemoppuBa ce H3MOM3BAHETO HA
TIPEL3HNU MUIETH C HaKpaiHKIIM 33 eTHOKpaTHA yrnoTpeba ).

3aBUXpsII CMECUTEN

Marnuten cenaparop

5 ml aBromariuna cpunioka (tun Cornwall) 3a u3amuBane
AcnuparmonHa cuctema (1o u300p).

BesikakbB rama Oposa, KOHTO MOXKeE Jia M3MEpH yHOTPeOEHOTO KOJIMYECTBO
15| (Munumanen kananutet ot 70%)

Nookrw

VIl. IIPUIOTBAHE HA PEAT'EHTA

A. Kaaunbpatopu: Pexonctutyupaiite HyjeBus Kamubparop ¢ 2 ml
JeCTHINpaHa BOAa, a Apyrus Kaaubparop — ¢ 0,5 ml gecrunnpana Boza.

B. Kourpouan: Pexoncruryupaiire konrponure ¢ 0,5 ml gectunupana Bosa.

C. PaGoren m3muBauy pa3rBop: [loarorsere anexBateH 00eM OT pabOTHUS
M3MUBALI pa3TBOp upe3 noOaBsHeTo Ha 19 obema mecTunupaHa Boja KbM 1
obeM oT n3muBarus pa3tBop (20X). M3nomn3BaiiTe MarHuTeH cenapaTop, 3a
Ja XOMOTreHH3uparte. V3XBBpieTe HEymoTpeOEHOTO KOIHYECTBO OT
pabOTHHS N3MUBAII PA3TBOP B Kpas HA JCHS.

VIIl. CbXPAHEHHUE H CPOK HA I'O/JHOCT HA PEATEHTHUHTE

- Bcuuky KOMIOHEHTH Ha KUTa ca CTa0MIIHM JI0 JIaTaTa Ha CPOKA Ha FOJHOCT,
IIOCOYCH Ha OIIAaKOBKaTa, IPH TeMIlepaTypa Ha cbxpanenue ot 2 °C mo 8°C
Ipey OTBapsIHE WIH PeKOHCTUTYUPAHE.

- Crnel peKOHCTUTYMpaHe, KaauOpaTopuTe M KOHTPOJIUTE ca CTaOMJIHU 3a
cpok oTr 7 mHu mpu Temmeparypu 2-8°C. 3a HO-IBITH CPOKOBE HA
CBbXpaHeHHe, Ce OIpeeIIs KPaTHO U ce ChXpaHsABa IpH Temmepatypa -20 °C
3a MakcuMyM 3 Mmeceua. M30sreaiite mocieiBaiy HMKIM Ha 3aMpa3siBaHe-
pa3MpassBaHe.

- Ilpsicho npuroTBeHus PaGoTeH wn3MuBam pas3TBOp TpsiOBa ma Obue
U3I0JI3BaH CHIIUS JICH.

- Crnen mppBaTa ymoTpeba, Tpeiicepa € CTaOMIEH [0 HM3THYaHE CpPOKa Ha
TORHOCT, aKO CE ChXPaHsABA B OPUTHHAIHUS JOOpe 3aTBOpPEH (IaKkoH IpH
temnepatypu 2-8°C.

- Ilpomenn BBB (Qu3MYecKHs BHJ Ha peareHTUTe Ha KUTAa HHIUIUPAT
HECTaOUIIHOCT WM HETOJHOCT.

IX. CBBHPAHE HA ITPOBUTE H OBPABOTKA

. CepyMbT TpsOBa Ja ce ChXpaHsABat Ipy Temneparypu 2 — 8°C.

. AKO TecTbT HE C€ HalpaBu B paMKUTe Ha 24 wyaca, ce HpernopbyBa
CchXpaHeHue npu Temrepatypa -20°C.

. M36sreaiiTe nocieBaiy UKIA Ha 3aMpa3sBaHe-pa3MpassiBaHe.

X. ITPOLEJYPA

A. OOmu Geste:kKH

He n3non3paiite kKuTa WM KOMIIOHEHTHTE My CIIe AaTaTa Ha H3THYaHE CPOKa Ha
rogHoct. He cmecBailite Marepuanu OT pa3iM4YHU NapTHIM KuToBe. I[lpenu
ynoTpeba 0cTaBeTe BCUYKM PEareHTH Ha CTaiiHa TeMneparypa.

BruMatenHo cMecBaliTe BCHUKH PEareHTH ¢ NMPOOHTE 4Ype3 HEXHO pakiiallaHe
WIM BBPTEIMBO pa3MecBaHe. 3a Ja H30erHeTe KPbhCTOCAHA KOHTAMUHALMA,
U3MOJI3BANTE YHUCT MUIIETEH HAKPAalHUK 3a eJHOKpaTHa ynortpeba 3a 100aBsiHETO
Ha BCEKH PeareHT KbM ChOTBETHATA IPo0a.

Bucoko mpenusnpaHnTe MUMETH WIH aBTOMaTHYHUTE MHIETH OHXa MOA00pHIn
ToyHocTTa. CHhOOpa3sBaiiTe ce C BPEMETO 3a MHKYOaIHs.

IToxrorBere KanmOpamMOHHAa KpHBa 3a BCSKO HM3MEpBaHEe M HE M3IOJ3BalTe
JTaHHH

OT HPEAHIIHNA U3MEPBAHHS.

B. IIpoueaypa

1. O3snauere [Be MO [BE IOKPUTUTE ENPYBETKH 3a BCEKH KaluOpaTop,
KOHTpOJIa ¥ TIpo6a. 3a onpesiessiHe Ha o0uus Opoit nMiTysicH, o6o3HadeTe 2
HOPMAJTHH ENPYyBETKH.

2. Paskiatere 3a KpaTKo BpeMe KalnMOpaTopuTe, KOHTPOJUTE H IPOOHTE U
pasnpezenere 1o 50 Yl OT BCSIKO B ChOTBETHHUTE ENPYBETKH.

3. Pasmpenenere 50 pl ot amtm-hGH-'?| Tpeiicep BBB Beska enmpyBeTka,
BKJIIOYMTENIHO U B €NPYBETKTUTE O€3 MOKPUTHE 32 001U OpOl UMITYJICH.

4.  PasrepceTe HEXHO C pbKa CTOMKAaTa C ENMpYBETKUTE, 3a Jia 0CBOOOHTE
HAKOE OCTaThYHO BB3/IyIIHO MEXypHe.

5. HukyGupaiite 3a 2 yaca npu craiiHa TeMIeparypa.

6.  Acmmpupaiite (Mam mpeneiiTe) ChAbPKAHUETO Ha BCSAKA €NPyBETKa (OCBEH
eTpYBETKUTE 3a ONpeJeissHe Ha oOmus Opoil mmmyicH). YBepere ce, 4e
IJIACTMACOBMAT Kpail Ha acnupaTopa AOCTHra NBHOTO Ha IOKPHUTATa
eTpyBETKa, 3a JIa MOXKE J1a OTCTPaHH LJIaTa TEYHOCT.

7. Msmnakxere empyserkute ¢ 3 ml or M3mmBamms pa3tBop (ocBeH
eNpyBETKUTE 3a OmpeneisHe Ha oOmus Opoi wmmmyicu). V30sreaiite
TIOJTy4aBaHETO Ha IIsiHA 10 BpeMe Ha J00aBsHeTO Ha PaGoTHUA M3MMBaII
pasTBOp.

8.  Acmupupaiite (WIH TpeNeiTe) ChABPKAHHETO HA BCSKA EMpyBETKa (OCBEH
eNpYBETKUTE 32 OIpeJIelisiHe Ha 00Lust Opoit HMITYJICH).

9. MsmiakHere oTHOBO emnpyserkute ¢ 3 Ml ot M3muBamms pa3tBop (OCBeH
ENpYBETKHUTE 3a ONpelelsiHe Ha oOmus Opoil MMIyJICH) M acmUpHpanTe
(nnmm mpeneiite).

10. Cunen mocneJHOTO M3IUIaKBaHE, OCTABETE EMPYBETKUTE Jia CTOST 00BpHATH
Harope 3a B¢ MUHYTH M aCIIUPUPAiTe OCTaHAINTE KAIYUIH OT TEYHOCTTA.

11. Oruerere enpyBeTkuTe B rama 6postd 3a 60 ceKyHau.

X1. H3YHCIABAHE HA PE3YJIITATHTE

1. M3umcnere cpegHOTO apUTMETHYHO HA PE3YNTATHTE, NMOTydYEHH OT JBE IO
JIBE CTPYBETKHTE.

2. Ha momynorapuTMu4Ha WM JIMHEHHA Juarpama BbpPXy rpadudHa XapTus
HaHeceTe (Ha OpAMHATaTa) OpPOsT Ha MHHYTA 3a BCEKH KamuOpaTop (o0
Opoif wuMmyJIcH B MHHYTa) chopsMo (Ha aOcuucaTa) CbOTBETHATa



koHuenrpauus Ha hGH u Hauepraiite kanuOpauuoHHa KpHBa IIpe3
KanuOpalMOHHHTE TOUKH KaTO He BKIIIOUBATE TOUKHUTE, KOUTO OUEBHIHO HE
TIPUHAIEKAT KbM Ta3H KPHUBA.

3. Ilpouerere KOHLEHTpaLMMTE 3a BCSKAa KOHTpola M Ipoda upes
HHTEPIIOINpPaHe BEPXY KalHOpaIiOHHATa KPHBA.

4.  Te3u M34YHCICHHUS MOTaT Ja C€ YJICCHSAT Ype3 acHCTHPAHO peAylHpaHe Ha
JAHHUTE IIOCPEACTBOM KOMIIIOTBP. AKO CE€ H3IION3Ba aBTOMAaTHYHA
o0paboTka Ha pe3ylTaTHTe, Ce MpenopbuBa MpHIaraHeTo Ha 4-
rapaMeTpoBa JIOTHCTHYHA (QYHKIOHAIHA KPUBA.

XW. XAPAKTEPHH JIAHHH

IlaHHI/ITe, H3JIOKEHH MO-A0Jy Ca CaMO 3a WIKOCTpalus U HUKOra HE OuBa Ja ce
U3M0JI3BAT BMECTO HCTUHCKATa KaHI/IﬁpaHI/IOHHa KpuBa.

TECT C PASPEXXJIAHE

Teoperuyna H3mepena
Ipo6a Pa3pexaane KOHIEHTPALHUs KOHIEHTPALHUs
(uIU/ml) (H1U/ml)
Cepym 1 11 - 35,6
12 17,8 17,4
1/4 8,9 8,8
1/8 45 50
1/16 2,2 2,4
1/32 11 1,2

ITpoGure ca 6wy pa3peaeHH ¢ HyJIeB KaIuopartop.

KoedwunueHt Ha npeobpasyBane
1plU hGH-IRMA kanu6parop = 0,33 ng

E. 3akbcHeHue

Kaxro e mokasaHo 1mo-10Jy, pe3yiaTaTuTe OT M3MHTBAHETO OCTABAT TOYHU JOPH
korato mpodara e pasmnpeneseHa 30 MHHYTH Cle[] KaTo KaauOpaTtopbT € Oui
100aBeH KbM MOKPUTATA CIPYBETKA.

hGH-IRMA cpm B/T (%)
061 6poit 126065
Kammb6parop 0,0 plU/ml 241 0,19
1,0 plU/ml 1254 0,99
2,4 plu/ml 2743 2,18
8,0 plu/ml 7817 6,20
25,5 plu/ml 19515 15,48
59,1 plu/ml 34310 27,22
119,9 plU/ml 49965 39,63

XU U3ITB/THEHHE H O PAHUYEHHUA

A. OnpeaeneH TMMHT

JIBajeceT HyJeBH KanuOparTopa ca OWIM M3MUTAHU 3a€HO C KOMIUIEKT OT JPYTU
xanubparopu. OnpeneneHns TMMUT, eUHUPAH KaTo SBHATA KOHIEHTpAus Ha
IIBe CTaHAAPTHH OTKJIOHEHHMS HaJ| CpeIHMs OpOil IpH HyJEeBO CBBpP3BaHE, € OWI
0,04 plU/ml.

B. Cneunduynoct
XOpMOHHU C KPBCTOCAHA PEAKTUBHOCT ca J00aBEeHH KbM KaanbpaTop 3a HUCKU U
Bucoku croitHoctd Ha hGH. SIBanst hGH otroBop e u3mepeH.

3akbCcHeHHE
Cepym (HIU/mI) 0 15 30"
Cepym 1 4,4 45 48
Cepym 2 18,8 18,1 19,3
Cepym 3 27,6 26,2 27,0
Cepym 4 36,5 36,8 36,6

100aBeH XOPMOH hGH CAL 1 hGH CAL 5
plu/ml plU/ml

- 0.60 65

hCG 300000 mIU/ml 0.63 63

hPL 50000 ng/ml 0.69 68

PRL 2000 ng/ml 1.35 63

3abesesxka: Tazu Tabiuia Mokas3sa Kppcrocanara peaktuBHocT Ha hGH-IRMA.

C. Ilpemmsnoct

10 BPEME HA U3IIMTBAHETO MEXY U3IIMTBAHETO
Cepym N <X>%S.D. Ccv Cepym N <X>%S.D. Ccv
plu/ml (%) pulu/mi (%)
A 6 6,7+0,3 4,4% A 20 3,8+ 03 8,1%
B 6 19,0+0,2 1,0% B 20 179+ 1.2 6,7%

SD : Crannaprro otkionenue; CV: KoeduuneHt Ha Bapuaris

D. Tounocrt

BBH3CTAHOBUTEJIEH TECT
o6 Jobasen hGH BmchTGm;'OBeH Bb3craHoBsiBaHe
poba (RIU/mI) (%)
(HIU/mI)
Cepym 1 5 51 102%
10 9,5 95%
25 24,7 99%
50 53,7 107%
Cepym 2 60 63 105%
40 46,8 117%
20 22,1 111%
10 10,2 102%
5 4,8 96%

F.  Edekr Ha KyKH4YKaTa
IpoGure, chabpkaum g0 4000 plU/ml hGH, pmaBar mo-Bucoku pesyirau
CIIPSIMO TIOCJIEHATA TOUKA Ha KaIHOpHpaHe.

XIV. OrPAHHYEHHA

- IIpobu OT mAalMEeHTH, KOWUTO ca MPHEIN MperapaTti OT MHIIK
MOHOKJIOHAJIHM aHTHTENa 3a JWarHOCTHKa WM JIedeHHe, MoraT Ja
ChIIbpIKAT YoBelKH aHTU-MuIK anTuTeda (HAMA). Tesu npobu Morar aa
HOKaXaT Wi (allIiBO MOBHUIICHH, WM HaMaJeHH CTOHHOCTH, KOraTo ce
TECTBAT ¢ KNTOBE, KOMTO M3MOJI3BaT MHUIIN MOHOKJIOHAIHN aHTHUTEIA.

- XerepohunHNTE aHTUTETa B YOBCIHIKHS CEPyM MOraT Ja pearhpar c
peareHTHUTE UMYHOTJIOOYJIMHH, CMyIIaBaliKH HH BUTPO UIMYHOTECTOBETE.
[MTareHTH, PYTHHHO W3JIOKCHM HAa JKHBOTHH WIM HA TPOXYKTH OT
JKHBOTHHCKH CEpyM, Morar paa ObAaT MPeApasmoNoKeHH KbM TE3H
CMYIIEHHS] ¥ MOTaT Jla ce HaOJo/jaBaT aHOMAJIHN CTOWHOCTH B CIydail Ha
HaJM4ie Ha XeTepoQWIHM aHTHTeNa. BHHMarTenHO mpeneHsBaiiTe
pe3yNTaTUTe Ha MAIMEHTH, 332 KOMTO MMa IOJO03PCHHMS, Y€ UMAT OT Te3H
aHTHTENA.

AKO pe3ynTaTHTe HE ca CbBMECTHMH C JIPYTH KIMHHYIHH HAONIONCHUS, IIe
ce M3HUCKBA JOBIHATEIHA HH(OPMALHS IPEIN OCTABSHE Ha [UarHo3a.

XV. BBTPEIIIEH KAYECTBEH KOHTPOJI

- Ako pesynratute, nomydern 3a Kontpona 1 n/mmu Kontpona 2 He ca B
paMKHTE Ha HUBOTO, yKa3aHO Ha €THKETa Ha (pIaKoHa, TO Pe3yJTaTHTE HE
Morar jaa ObJaT H3MOJI3BaHHU, OCBEH aKO HE C€ MPEeIOCTaBH 3a[0BOJIUTEITHO
00sICHEHHE Ha TOBA HECHOTBETCTBHE.

- Io »xenanue, BCska 1abopaTopust MOXKE J1a CH HAIIPAaBU COOCTBEH KOMILIEKT
OT KOHTPOJIHH NTPOGH, KOUTO TPsiOBa Ja ce ChbXpaHsABaT 3aMpa3eHH B KPAaTHH
CBOTHOIICHHSI.

- Kpurepunute 3a npHemMaHe Ha pasiuKaTta OT IBOMHHUTE pe3ynTaTH Ha
npobute TpsioBa na ce onmpar Ha JloOpata JlabopaTopna [IpakTuka.

XVI. PEOEPEHTHH HHTEPBAIH
CroiiHOCTHTE, TIOKA3aHH I10-J0JIy, ca MPEJOCTABEHN CaMO 33 HABTCTBUE; BCSKA
nmaboparopusi TpsibBa Ja YCTaHOBHM CBOM COOCTBEH HOpPMajJeH OOXBaT Ha

CTOWHOCTH.

Ilpn HoOpManHM cyOekTH cekpeuusita Ha xopmoHa Ha pacrexa (hGH) e
umnyicHa. [Ipe3 geHst HTepBaIbT Ha KoHUeHTpauuuTe Ha hGH Bapupa ot <0.2



no 10 plU/ml. Tlo Bpeme Ha cbH KkoHueHTpauuuTe Ha hGH ce yBemuuaBart
3HauyuTenHo (+ 30 plU/ml).

Cekpermsita Ha hGH ce crumymmpa o romsiMa CTemeH OT  (U3MYCCKH
YIPa)XHEHUs U cTpec (CIlyKBaHe HA BEHa, XUIIOTIMKEMUS U T.H.), HO Ce HamallsiBa
NP XUIEPTITNKEMHUS.

IIpu HopMmaay cybekty (N=34), 1Ba yaca cieJ OpaaHO 0OpeMEHsIBAHE C TIIOK03a
(75 g npu Bw3pactHu), HuBarta Ha hGH craBar mo-mucku or 10 plU/ml a
peakimsita Ha hGH Ha cTuMynupamuTe TecToBe (C IpreM Ha HHCYJIMH, apTHHUH,
TIIFOKAroH) e yBenmdasane Hax 20 plU/ml.

Husara na hGH ce noBumasar (mopu ciex oOpeMeHsIBaHEe € IUIIOKO3a) MPH
akpomeramus (> 10 pIU/ml).

Ipu Henoctur Ha hGH peakimsita Ha CTUMYJIHPALIUTE TECTOBE JIMIICBA WIH €
npuThiieHa (HHCBK pbeT, mopagu Henoctur Ha hGH; xumonurymrapussm ¢
Ppa3IHYCH MPOU3XOL).

XVII. IIPEJIIA3HU MEPKH U IIPE/]YIIPEK/IEHHA

BesonacHocT

Cawmo 3a in vitro anarsocruka.

Tosu Habop chabpxka 21 (momysxusot: 60 juu), emutupan ifonusupamm X (28
keV) u y (35.5 keV) nbuenust.

To3u pagnoakTHBEH HMPOTYKT MOXKE 1]a ce IIpeHacs U Ja ce U3IO0I3Ba caMo OT
OTOPU3MpPAHU JIMIA; NOKYIIKAaTa, CHXPAaHEHHETO, ynoTpedaTa M pa3MsHATa Ha
PaIMOaKTUBHY HPOAYKTH ca MpeaMeT Ha 3aKOHOIATENICTBOTO Ha AbpiKaBara, Ha
Kpaiinus notpedures. To3u npoayKT He OMBa B HUKAKbB CIydai aa ce mpuiara
Ha XOpa MU KUBOTHH.

BopaBenero ¢ paanakTHBHMS NPOAYKT TPsOBa Ja ce M3BLPIIBA B OIpE/eieHa 3a
LienTa TepUTOpHS, Jajied OT PeryJIsipHU 30HU Ha IIpeMuHaBaHe. B maGopartopusra
TpsiOBa fJa ce NOAIbpKa [JHEBHUK 32 IIONyYaBaHETO M CHXPAHEHHETO Ha
paguoakTUBHU MaTepuanu. JlaGopaTopHaTa eKUIUpPOBKA U CTBKIAPHS, KOHTO
Morar Jja ObaT KOHTAMUHUPAHU C PaIMOAaKTUBHU CyOCTaHIMU, TpAOBa 1a Obaat
OTHENCHH C IIeN Ja ce u30er€e KpPBCTOCAaHAa KOHTAMUHAIUS C Pa3IudHU
PaguOU30TOIIH.

BesikakBu  paJMoakTUBHM NPBCKM TpsAOBa Ja ce I[OYMCTBAT HE3a0aBHO B
CHOTBETCTBHE C IPOIEAYpPUTE 3a paJHallMoHHa Oe3omacHOCT. PanuoakTHBHUTE
ormaxbly TpsAOBa Ja ce M3XBBPIAT, CICIBAWKM MECTHHTE Hapeadu u
PBKOBOJCTBA HA BIACTHUTE, YHIPAXKHSIBAIIY IOPUCIUKIUATA, Haf 1a00paTOpPUUTE.
IIpunbpxaHeTo KbM OCHOBHUTE IpaBWIa 3a paJHIMOHHA O€30IacHOCT
OCHUTypsIBaT aJIeKBaTHA 3allIUTA.

YopemkuTe KpbBHH KOMIOHEHTH, BKJIIOUEHH B KHTa, ca OHIM TeCTyBaHH 4pe3
onobpern ot Espomneiickn w/mm FDA (AMepukaHCKa areHIMs IO XpaHUTE U
JIeKapCcTBaTa) METOAM M ca Jaiu oTpuuareieH pesynrar 3a HbsAg, antu-HCV,
antu-HIV-1 u 2. Hsma u3BecTeH MeTo/, KOMTO J]a JaBa ITbJIHA FapaHIIMs 3a TOBA,
4ye 4YOBEIIKMTEe KPBBHM JepuBaTH He mnpeHacat xenatuT, CIIMH wmm apyrm
nHdexnmn. ETo 3amo, OGopaBeHETO CBC peareHTHTe WIH CepyMHHTE INpoOH
TpsiOBa Aa ObJie B ChOTBETCBHUE C MECTHHUTE MPOLIEAYPH N0 O€30I1acHOCT.

Benuky KMBOTHHCKHM TPOAYKTH W JEPHUBATH ca OWIM CHOMpaHH OT 3[paBu
JKMBOTHHU. BOJCKHTE KOMIIOHEHTH ca ¢ IIPOW3XOX OT CTpaHH, Kbaeto BSE
(Boncka cepymHa eniedanonatus) He € Owia ycraHoBsBaHa. HesaBucumo ot
TOBa, KOMIIOHEHTUTE, CHIbp)KAIlM JKHBOTHHCKH CyOCTaHIMH TpsiOBa nga ce
TpeTUpaT KaTo HOTEHIHAIHO HH(EKIIHMO3HH.

N30srBaiiTe KaKbBTO M Ja OWIO KOXEH KOHTAaKT C pPEareHTUTe (ChbIbpXKAT
HaTpUEB a3UJl KaTO KOHCEPBAHT). A3SHABT B TO3H KHT MOXE J]a pearupa ¢ 0JI0BOTO
¥ MeATa BB BOJONPOBOJHUTE MHCTANAINH KaTO IO TO3HM HAYMH CE MOJIydaBaT
CHJIHO eKCIUIO3UBHHU MeTaylHU asuau. [lo Bpeme Ha M3MUBHHS €Tall, MPOMHUiiTe
ChC CHJIHA M OOMJIHA CTPYs BOJa KaHAIU3ALMATA, 33 1a M30ernere GpopMupaHeTo
Ha a3uIH.

He mymiere, He muiite, He sOKT€ M HE CH Cllaraiite Ko3MeTHKa B paboTHara
Teputopus. He mnumerwpaiite ¢ ycra. l3monspaiite 3amurtHO OONIEKIO H
PBKaBHIM 32 HOKpaTHA yrnotpeba.
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XIX. OBOBILEHHUE HA ITPOTOKOJIA

OBIIIA MMPOBA (1)
AKTHUBHOCT KA'HHE”]:IATOPH KOHTPO.JIN
ml ml
Kanu6paropu (0-6) - 0,05 -
TIpo6u, koHTpOIH - 0,05
Tpeiicep 0,05 0,05 0,05
Wnky6arms 2 yaca rpu cTaifHa Temneparypa
Cenapauust - acrnupupaiite (1 npeneiTe)
M3muBaIi pa3reop - 3,0
Cenapauust - acrnupupaiite (11 npeneiTe)
M3MuBaIi pa3reop - 3,0
Cenapauust - acrnupupaiite (11 npeneiTe)
Bbpoene Oruerere enpyseTkuTe 3a 60 cexyHI1
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