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1 INTRODUCTION

Gastrin and the vagal nerves are the main regulators of gastric acid secretion. However other factors than gastrin contribute to the gastric acid
secretion. The main site for gastrin production is the antropyloric mucosa of the stomach. A few gastrin producing cells may also be found in the
duodenum and pancreas.

Gastrin occurs in many different forms in human serum. An amidated C-terminal is essential for the biological activity of the gastrins.

Progastrin is cleaved from preprogastrin. It has been shown that progastrin is partially sulphated in the tyrosine residues. The progastrin is enzy-
matically cleaved to the main circulating forms of biologically active gastrin: gastrin-34 and gastrin-17, which occur in sulphated an non-sulphated
forms. Small amount of gastrin-52 (also named component 1), gastrin-14 (mini-gastrin) and even smaller fragments have been detected in serum.

2 CLINICAL CONSIDERATIONS

Gastrin is one of the best studied gut hormones. It occurs in the circulation in several different forms, among those gastrin-34 and gastrin-17,
sulphated and non-sulphated.

The determination of gastrin is useful in the diagnosis of gastrin-producing tumours and of achylia with or without pernicious anemia. In all these
clinical situations the serum gastrin concentration is high. Treatment with powerful antisecretagogues may cause a rise in the serum gastrin
concentration, because of an impaired acid feedback inhibition of gastrin release. Measurement of serum gastrin can thus be used to monitor the
treatment with antisecretagogues.

Normal level of gastrin in human serum: £60 pmol/L (fasting level obtained with this procedure).
Mean value: 25 pmol/L + 10 pmol/L (1SD).
Range: 11-54 pmol/L.

3 PRINCIPLE OF THE METHOD

The intended use of these reagents is for assay of gastrin in human serum. Gastrin in serum is assayed by a competitive radioimmunoassay
using a rabbit antiserum raised against a gastrin 17 albumin conjugate. Gastrin in calibrators and samples compete with ***I-labelled gastrin-17 in
binding to the antibodies. 125I-gastrin binds in a reverse proportion to the concentration of gastrin in calibrators and samples. Antibody-bound
125I-gastrin is separated from the unbound fraction using the double antibody-polyethyleneglycol precipitation technique. The radioactivity of the
precipitates is measured. The antiserum used in this assay cross reacts with gastrin-34 and the sulphated forms of gastrin-17 and gastrin-34.

4 PRECAUTIONS
For in vitro diagnostic use only. This kit contains 125) (half-life: 60 days), emitting ionizing X (28 keV) and y (35.5 keV) radiations.

As the regulations may vary from one country to another, it is essential that the person responsible for the laboratory is familiar with current local
regulations, concerning all aspects of radioactive materials of the type and quantity used in this test.

This kit contains components of human origin. They have been tested by immunoassay for hepatitis B surface antigen, antibodies to HCV and for
antibodies to HIV-1 and HIV-2 and found to be negative. Nevertheless, all recommended precautions for the handling of blood derivatives, should
be observed.

Steps should be taken to ensure the proper handling of the radioactive material, according to local and/or national regulations. Only authorized
personnel should have access to the reagents.

The following precautions should be observed when handling radioactive materials:

- Radioactive material should be stored in specially designated areas, not normally accessible to unauthorized personnel.

- Handling of radioactive material should be conducted in authorized areas only.

- Care should be exercised to prevent ingestion and contact with the skin and clothing. Do not pipette radioactive solutions by mouth.

- Drinking, eating or smoking should be prohibited where radioactive material is being used.

- Hands should be protected by gloves and washed after using radioactive materials.

- Work should be carried out on a surface covered by disposable absorbing material.

- Spills of radioactive material should be removed immediately, and all contaminated materials disposed as radioactive waste. Contaminated
surfaces should be cleaned with a detergent.

The reagents in this kit contain sodium azide. Contact with copper or lead drain pipes may result in the cumulative formation of highly explosive
azide deposits. On disposal of the reagents in the sewerage, always flush with copious amounts of water, which prevents metallic azide formation.
Plumbing suspected of being contaminated with these explosive deposits should be rinsed thoroughly with 10% sodium hydroxide solution.
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5 COMPOSITION OF THE REAGENT KIT

Contents of the Kit
The reagents provided in each kit are sufficient for 100 tubes.

l.| REAG| A | Ab | Rabbit antiserum raised against synthetic human gastrin-17 conjugated to bovine serum albumin, 21 mL
antiserum. Diluent : 0.05 M phosphate buffer, pH 7.4, 0.25 % human serum albumin and 0.05 % sodium
azide.

Colour : yellow.

2.|REAG| B | Aa | 2 | Contains 66 KBg or 1.8 pCi at the activity reference date. Synthetic human gastrin-17 is iodinated.
The monoiodinated form is purified by HPLC.

Specific activity : 1700-2100 pCi/nmol (62-77 MBg/nmol). Lyophilized in 2.5 mL, 0.5 M phosphate buffer, pH
7.4, with 2.5 % human serum albumin and 0.5 % sodium azide. Contains 0.12 mL normal rabbit serum. Col-
our : blue. Reconstitution in 25 mL distilled water.

3.| REAG | c | DAb | 50 mL diluted goat anti-rabbit Ig antiserum in 0.05 M phosphate buffer, pH 7.4, 0.25 % human serum albumin
and 005 % sodium azide. Contans 50 % (w/v) polyethylene glycol  6000.
Colour : red.

4.|REAG| D |ASSAY| BUF | 40 mL 0.05 M phosphate buffer, pH 7.4, with 0.25 % human serum albumin and 0.05 % sodium azide.

5.| REAG | E | CAL | Lyophilized. Concentration after reconstitution : 500pmol/L. The calibrator is produced from synthetic human

gastrin-17. Diluted in 0.05 M phosphate buffer, pH 7.4; 0.25 % human serum albumin,
0.05 % sodium azide. Reconstitution in 5.00 mL distilled water.

Lyophilized serum pools with low (normal) and high concentration of gastrin. 1.00 mL of each control after

6'| REAG | F-G |Control| e i
reconstitution. See exact values on the vial label.

Equipment required but not provided

Disposable test tubes 11-13 x 55 mm, polystyrene.

Pipettes with disposable tips, 100, 200 and 500 pl.

A repeating pipette, e.g. Eppendorf Multipipette, for volumes 200 and 500 pL will facilitate the dispensing of the reagents.
Vortex mixer.

Centrifuge, capable for min 1700 x g (refrigerated centrifuge is preferred.

W ell-type gammacounter.

oA wNE

Reagent preparation and storage

Store all reagents at 2-8° C before reconstitution and use. The stability of the reagents is indicated on the labels of the vials. For lyophilized re-
agents the expiry date is valid for the unreconstituted reagents. The reconstituted reagents are stable for 8 weeks if stored properly.

The water used for reconstitution of lyophilized reagents should be distilled in an all-glass apparatus or be of corresponding purity. Dissolve the
content in a vial by gentle inversion and avoid foaming.

Reagent A : Anti-gastrin
Ready for use. Store at 2-8° C.

Reagent B : 125I-gastrin
Reconstitute with 25 mL distilled water. Store at 2-8° C.

Reagent C: Double antibody-PEG
Ready for use. Mix thoroughly before use. Store at 2-8° C.

Reagent D: Assay buffer
Ready for use. Store at 2-8° C.

Reagent E : Gastrin calibrator
Reconstitute with 5.00 mL distilled water. For preparation of working calibrators, see radioimmunoassay procedure.
Store at -18° C or lower if reused.

Reagent F-G : Controls
Reconstitute each vial with 1.00 mL distilled water.
Store at -18° C or lower if reused.
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6 SPECIMEN

Specimen collection

Patients should be fasting at least ten hours prior to sample collection. Vein blood is collected in tubes without additives. The sample is cooled in
an ice-bath and allowed to clot. Serum is separated by centrifugation at +4° C.

The serum should be frozen within 4 hours and stored at -18° C or lower until assayed. Repeated freezing and thawing should be avoided.

7 ASSAY PROCEDURE

7.1 Procedure

Reconstitute the reagents as specified.
Reagents should be brought to room temperature, prior to use. Accuracy in all pipetting steps is essential. All tests (calibrators, controls and
samples) should be performed in duplicate. A complete assay includes:

Calibrators : 7 different concentrations, 0, 15.6, 31.2, 62.5, 125, 250 and 500 pmol/L.
Controls : Low and high.
Samples.

Tubes for determining the non-specific binding (NSB-tubes).
Tubes for determining the total radioactivity (TOT-tubes).
For an overview, see section 10.

Reconstitute the lyophilized reagents according to the instructions on page 7 and allow the reagents to reach room temperature.
Prepare the Gastrin working calibrators by dilution of the Gastrin calibrator 500 pmol/L

(Reagent E) with assay buffer (Reagent D) according to the following example:
Reagent E after reconstitution = 500 pmol/L

1.0 mL calibrator 500 pmol/L + 1.0 mL assay buffer = 250 pmol/L

1.0 mL calibrator 250 pmol/L + 1.0 mL assay buffer = 125 pmol/L

1.0 mL calibrator 125 pmol/L + 1.0 mL assay bufer = 62.5 pmol/L

1.0 mL calibrator 62.5 pmol/L + 1.0 mL assay buffer = 31.2 pmol/L
1.0 mL calibrator 31.2 pmol/L + 1.0 mL assay buffer = 15.6 pmol/L

g. Assay buffer = 0 pmol/L

(Store the calibrators at —20° C or lower if reused).
Pipette 100 pL of calibrators, controls and samples in their respective tubes. Pipette 300 L assay buffer (Reagent D) into NSB-calibrator-
tubes and 200 nil assay buffer into NSB-sample-tubes. Add 100 ni of any sample into the two NSB-sample-tubes.

Pipette 200 L of 125|_Gastrin (Reagent B) into all tubes. The TOT-tubes are capped and kept aside.

Pipette 200 L anti-Gastrin (Reagent A) into all tubes except NSB and TOT.

Vortex the tubes carefully and incubate for 60 min at room temperature (20-25° C).

Add 500 L of well mixed double antibody-PEG (Reagent C) into all tubes except TOT. Vortex carefully and incubate 30 min at room tem-
perature.

Centrifuge for 15 minutes at minimum 1700 x g, temperature 4° C.

Decant the supernatant immediately after centrifugation, and count the radioactivity in the precipitates in a gamma counter.

~o o0 o

7.2 Calculations

Subtract the average count rate (CPM) of the NSB-calibrator from the count rate (CPM) of the replicates of the calibrators, and NSB-samples
from the controls and samples.

2. A calibration curve is generated by plotting the bound fraction, B/TOT against the concentrations of the gastrin calibrators. An example of a
calibration curve is given on section 10.

3. Interpolate the gastrin concentrations of the controls and samples from the generated calibration curve.

4. The calibration curve and the calculation of the concentrations in samples can be done by a computer method.

8 ASSAY CHARACTERISTICS

8.1 Sensitivity

The lowest detectable concentration is 5 pmol/L. The figure corresponds to a decrease in binding of two x SD of the bound radioactivity in the
zero-concentration calibrator.

8.2 Accuracy
A mean recovery of 97.6% was achieved when known amounts of gastrin in the range 65-222 pmol/L were added to serum samples.
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8.3 Precision

8.3.1 Intra Assay Variation

Level Coefficient of variation (%CV) N
41 pmol/L 3.0% 20
135 pmol/L 2.2% 20
8.3.2 Inter Assay Variation

Level Coefficient of variation (%CV) N
47 pmol/L 7.5% 17
165 pmol/L 6.2% 17

8.4 Specificity
The following cross reactions have been found:

Compound Cross reaction
Gastrin-17 100.0%
Gastrin-17, sulphated 83 %
Gastrin-34 61 %
CCK-8 36 %
Gastrin 1-14 <0.1 %
Gastrin releasing peptide <0.01%
Vasoactive intestinal peptide <0.01%
Motilin <0.01%
Glucagon <0.01%
Somatostatin 14 <0.01%
C-peptide <0.01%

9 QUALITY CONTROL

9.1 The found concentrations of the control sera
(Reagent F and G) must be within the limits given on the labels of the vials.

9.2 Total counts

Counts obtained should approximate the expected CPM when adjusted for counter efficiency and radioactive decay. The content of 125I-gastrin in

this kit will give 25 000 CPM (-5%, +20%) at the activity reference date (counter efficiency = 80%).

9.3 Maximum binding (Bo/TOT)
Calculate for each assay the % bound radioactivity in the zero-calibrator: Bo , 1o

TOT

Bo 100 is generally 45-65%, when tested at the activity reference date.
TOT

9.4 Non-specific binding (NSB/TOT)
Calculate for each assay the % non-specific binding NSB , 1 0.

TOT

NSB 100 is less than 5%.
TOT

9.5 Slope of calibration curve
For example, monitor the 80, 50 and 20% points of the calibrator line for run to run reproducibility.
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10 OUTLINE OF THE RIA PROCEDURE

Type of Tube Calibrator | Assay 125, Anti- Double
tubes no sample or | buffer gastrin Gastrin antibody
control with NRS PEG
(8)
(D) (A ©
TOT 1- 2 - - 200 mL - Vortex- - Vortex-mix
NSBgy 3-4 - 300 mL 200 mL - mix and 500 L and incubate
Calib 0 5- 6 100 L - 200 mL 200 mL incubate 500 L for 30 min. at
Calib 15.6 7- 8 100 L - 200 mL 200 mL for 60 500 L room
Calib 31.3 9-10 100 nmL - 200 mL 200 mL min. at 500 nmL tempera-
Calib 62.5 11-12 100 L - 200 mL 200 mL room 500 L ture.
Calib 125 13-14 100 L - 200 mL 200 L tempera- 500 L Centrifuge
Calib 250 15-16 100 L - 200 mL 200 L ture. 500 L 15 min. at
Calib 500 17-18 100 m_ - 200 mL 200 mL 500 nmL 1700 x g.
Sample 19-20 100 mL 200 mL 200 mL - 500 L Decant at 4°C
Control low 21-22 100 mL - 200 mL 200 L 500 L and
Control high 23-24 100 nmL - 200 mL 200 nmL 500 nmL count the
Sample 1 25-26 | 100 m_ - 200 L 200 L 500 L radioactivi-
ty of the
precipitates.
EXAMPLE OF GASTRIN CALIBRATION CURVE
BIT %

60 -

50

40

30 -

20

10 {

(¢} v : : T )
0 100 200 300 400 500
pmol/L
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1 INTRODUCTION

La gastrine et le nerf vague sont les principaux régulateurs de la sécrétion de I'acide gastrique. D'autres facteurs que la gastrine contribuent
cependant a la sécrétion de l'acide gastrique. La production de la gastrine se fait principalement dans les muqueuses antropyloriques de
I'estomac. Quelques cellules de production de la gastrine peuvent également se trouver dans le duodénum et le pancréas.

La gastrine se présente sous différentes formes dans le sérum humain. Un amide C-terminal est essentiel a |'activité biologique des gastrines. La
progastrine provient du clivage de la prégastrine. Il a été montré que la progastrine est partiellement sulfatée sur les résidus tyrosine. La
progastrine est clivée par une enzyme pour donner les principales formes circulantes biologiqguement actives de la gastrine: la gastrine-34 et la
gastrine-17, qui se présentent sous forme sulfatée et non sulfatée. De petites quantités de gastrine-52 (aussi appelée composant 1), la gastrine-
14 (mini-gastrine) et méme des fragments plus petits ont été détectés dans le sérum.

2 CONTEXTE CLINIQUE

La gastrine est une des hormones les mieux étudiées. Elle se rencontre dans la circulation sanguine sous différentes formes parmi lesquelles les
gastrine-34 et gastrine-17, sulfatées et non sulfatées.

La détermination de la gastrine est utile dans le diagnostic des tumeurs produisant de la gastrine et de l'achylie avec ou sans anémie pernicieuse.
La concentration sérique en gastrine est élevée dans toutes ces situations cliniques. Le traitement par de puissants inhibiteurs de la sécrétion
d'acide gastrique peut provoquer une augmentation de la concentration sérique en gastrine a cause de la diminution de l'inhibition acide en retour
de la libération de la gastrine. La mesure de la gastrine sérique peut donc étre utilisée pour contréler le traitement par inhibiteurs de la sécrétion
d'acide gastrique.

Taux normal de la gastrine dans le sérum humain: £60 pmol/L (taux a jeun obtenu avec cette procédure-ci).
Valeur moyenne: 25 pmol/L + 10 pmol/L (1 écart-type).
Fourchette: 11-54 pmol/L.

3 PRINCIPE DE LA METHODE

Ces réactifs sont destinés a l'analyse de la gastrine dans le sérum humain. La gastrine dans le sérum est analysée par une méthode radio-
immunologique qui utilise un antisérum de lapin dirigé contre un conjugué gastrine 17-albumine. La gastrine des calibrateurs et des échantillons
entre en compétition, pour la liaison aux anticorps, avec une gastrine-17 marquée a I'**®. La gastrine 1'® se lie en proportion inverse a la
concentration en gastrine des calibrateurs et des échantillons. La gastrine 1'* liée a I'anticorps est séparée de la fraction non liée par une
technique de précipitation double anticorps-polyéthyléne glycol (PEG). On mesure la radioactivité des précipités. L'antisérum utilisé dans I'analyse
réagit de maniére croisée avec la gastrine-34 et les formes sulfatées des gastrine-17 et gastrine-34.

4 PRECAUTIONS

Uniquement pour le diagnostic in vitro. Ces trousses contiennent de I''%°

(35,5 keV).

(demi-vie: 60 jours) émettant des radiations ionisantes X (28 keV) et y

Les réglements pouvant changer d'un pays a lautre, il est important que la personne responsable du laboratoire soit familiere avec la
réglementation locale du moment concernant tous les aspects des matériaux radioactifs du type et de la quantité utilisés dans cette analyse.

Cette trousse contient des composants d'origine humaine. lls ont été testés par analyse immunologique. lls sont négatifs pour I'antigene de
surface de I'hépatite B, les anticorps anti-HCV et les anticorps anti-HIV-1 et HIV-2. Cependant, il convient de respecter toutes les précautions
recommandées pour la manipulation de dérivés du sang.

Il faut prendre des dispositions pour assurer la manipulation correcte du matériel radioactif conformément aux réglementations locales et/ou
nationales. Seules les personnes autorisées peuvent avoir acces a ces réactifs.

Les précautions suivantes doivent étre observées lorsque I'on manipule du matériel radioactif:

- Le matériel radioactif doit étre conservé dans des endroits spécialement destinés a cet effet, non accessibles au personnel non autorisé.

- Lamanipulation de matériel radioactif doit se faire uniquement dans des endroits autorisés.

- Il faut faire attention d'éviter l'ingestion et le contact avec la peau ou les vétements. Ne pas pipeter de solutions radioactives avec la bouche.

- Il doit étre interdit de boire, manger ou fumer lors de I'utilisation de matériel radioactif.

- Il faut se protéger les mains en portant des gants et il faut les laver apres ['utilisation de matériel radioactif.

- Il faut travailler sur une surface recouverte d'un matériel absorbant jetable.

- Les éclaboussures de matériel radioactif doivent étre immédiatement éliminées et tout le matériel contaminé jeté dans les déchets radioactifs.
Les surfaces contaminées doivent étre nettoyées avec un détergent.

Les réactifs de cette trousse contiennent de |'azoture de sodium. Le contact avec des canalisations en cuivre ou en plomb peut provoquer la
formation et 'accumulation de dépdts d'azoture hautement explosifs. Lors de I'évacuation des réactifs dans les canalisations d'évacuation des
eaux useées, toujours rincer abondamment a I'eau pour prévenir la formation d'azotures métalliques. Les tuyauteries contaminées ou suspectées
d'étre contaminées par ces dépots explosifs doivent étre rincées a fond par une solution d’hydroxyde de sodium a 10%.
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5 COMPOSITION DE LA TROUSSE

Contenu de la trousse

Les réactifs fournis dans cette trousse sont en quantité suffisante pour 100 tubes.

l'|REAG| A | Ab |

2_|REAG| B | Ad | 25 |

3| REAG| C | DAb |

4_|REAG| D |ASSAY| BUF|

5'| REAG| E | CAL |

6'|REAG| F-G |Control|

Matériel requis, mais non fourni

Agitateur vortex.

o 0hwN R

Compteur gamma a puits.

Antisérum de lapin dirigé contre la gastrine-17 humaine synthétique conjuguée a de la sérumalbumine bovine,
21 mL d'antisérum. Diluant: tampon phosphate 0,05 M, pH 7,4, 0,25% de sérumalbumine humaine et 0,05%
d'azoture de sodium.

Couleur : jaune.

Contient 66 KBg ou 1,8uCi a la date de I'activité de référence. La gastrine-17 humaine synthétique est iodée.
La forme monoiodée est purifiée par HPLC.

Activité spécifique : 1700 a 2100 pCi/nmol (62 a 77 MBg/nmol). Lyophilisé dans 2,5 mL, tampon phosphate
0,5 M, pH 7,4 avec 2,5% de sérumalbumine bovine et 0,5% d'azoture de sodium. Contient 0,12 mL de sérum
de lapin normal (SLN). Couleur: bleu. Reconstituer dans 25 mL d'eau distillée.

50 mL d'antisérum dilué Ig de chevre anti-lapin en tampon phosphate 0,05 M, pH 7,4, 0,25% de
sérumalbumine humaine et 0,05% d'azoture de sodium. Contient 5,0% (w/v) de polyéthyléne glycol 60000.
Couleur : rouge.

40 mL de tampon phosphate 0,05 M, pH 7,4, avec 0,25 % de sérumalbumine humaine et 0,05% d'azoture de
sodium.

Lyophilisé. Concentration aprés reconstitution : 500 pmol/L.
Le calibrateur est produit a partir de gastrine-17 humaine synthétique. Dilué dans un tampon de phosphate de
0,05 M (pH 7,4), 0,25% d'albumine sérique humaine, 0,05% d’azoture de sodium.

Reconstitution dans 5,00 ml d'eau distillée.

Pools de sérums lyophilisés avec des concentrations en gastrine faibles (normales) et élevées. 1,00 mL de
chaque contréle aprés reconstitution. Pour les valeurs exactes, voir sur I'étiquette des flacons.

Tubes d'analyse jetables 11-13 x 55 mm, polystyrene.
Pipettes avec pointes jetables, 100, 200 et 500 pl.
Une pipette répétitive, par ex. Eppendorf Multipipette, pour des volumes de 200 et 500 pL facilitera la distribution des réactifs.

Centrifugeuse pouvant assurer 1700 x g par minute (une centrifugeuse réfrigérée est préférable).

Préparation et conservation des réactifs

Conserver tous les réactifs entre 2 et 8° C avant leur reconstitution et leur utilisation. La stabilité des réactifs se trouve sur I'étiquette des flacons.
Pour les réactifs lyophilisés, la date d'expiration est valable pour les réactifs non reconstitués. Les réactifs reconstitués restent stables pendant 8
semaines s'ils sont conservés correctement.

L'eau utilisée pour la reconstitution des réactifs lyophilisés doit étre distillée dans un appareil entierement en verre ou elle doit étre d'une pureté
identique. Dissoudre le contenu des flacons en les inversant doucement et éviter la formation de mousse.

Réactif A : anti-gastrine

Prét a I'emploi. Conserver entre 2 et 8° C.

Réactif B : gastrine 1125

Reconstituer avec 25 mL d'eau distillée. Conserver entre 2 et 8° C.

Réactif C : double anticorps-PEG
Prét a I'emploi. Mélanger a fond avant utilisation. Conserver entre 2 et 8° C.

Réactif D : tampon d'analyse

Prét a I'emploi. Conserver entre 2 et 8° C.

Réactif E : Calibrateur de Gastrine

Reconstituer avec 5,00 ml d'eau distillée.

Pour la préparation des calibrateurs de travail de Gastrine, suivre la procédure de dosage immunoradiologique.
Entreposer a -18° C ou a une température inférieure en cas de réutilisation.

Réactifs F-G : contrdles

Reconstituer chacun des flacons avec 1,00 mL d'eau distillée.
Conserver a-18° C ou moins s'ils sont réutilisés.

N° de catd ogue: KIPEMD302
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6

ECHANTILLON

Prélevement de I’échantillon

Les patients doivent étre a jeun au moins 10 heures avant la prise de sang. Du sang veineux est prélevé dans des tubes sans additifs.
L'échantillon est réfrigéré dans un bain a glace et laissé se coaguler. Le sérum est séparé par centrifugation a +4°C.

Le sérum doit étre congelé dans les 4 heures du prélévement et conservé a -18°C ou moins jusqu‘au moment de I'analyse. Il faut éviter les cycles
de congélation-décongélation.

7 PROCEDURE D’ANALYSE

7.1 Procédure
Reconstituer les réactifs de la maniére spécifiée.
Les réactifs doivent étre portés a température ambiante avant leur utilisation La précision du pipetage est essentielle. Tous les tests
(calibrateurs, controles et échantillons) doivent étre réalisés en double. Une analyse compléte inclut:

Calibrateurs : 7 concentrations différentes, 0, 15.6, 31.2, 62.5, 125, 250 et 500 pmol/L.

Contréles : Bas et élevé.

Echantillons.

Tubes pour la détermination de la liaison non spécifique (tubes NSB)
Tubes pour la détermination de la radioactivité totale (tubes TOT).
Un résumé se trouve a la section 10.

7.2

8

Reconstituer les réactifs lyophilisés conformément aux instructions de la page 23 et les laisser se stabiliser a température ambiante.
Préparer les calibrateurs de travail de gastrine en diluant le calibrateur de gastrine de 500 pmol/l (Réactif E) avec le tampon de dosage
(Réactif D) conformément aux indications suivantes exemple:
Réactif E = 500 pmol/l
1,00 ml de calibrateur de 500 pmol/l + 1,00 ml de tampon de dosage = 250 pmol/l.
1,00 ml de calibrateur de 250 pmol/l + 1,00 ml de tampon de dosage = 125 pmol/l
1,00 ml de calibrateur de 125 pmol/l + 1,00 ml de tampon de dosage = 62,5 pmal/l
1,00 ml de calibrateur de 62,5 pmal/l + 1,00 ml de tampon de dosage = 31,2 pmol/l.
1,00 ml de calibrateur de 31,2 pmol/l + 1,00 ml de tampon de dosage = 15,6 pmol/lg.
g. tampon de dosage = 0 pmol/l
(Entreposer les calibrateurs a une température de —20° C ou inférieure en cas de réutilisation).
Pipeter 100 L de calibrateurs, de contréles et d'échantillons dans leurs tubes respectifs. Pipeter 300 ni du tampon d'analyse (réactif D)
dans les tubes NSB pour les calibrateurs et 200 puL du tampon d'analyse dans les tubes NSB pour les échantillons. Ajouter 100 L de
n'importe quel échantillon dans les deux tubes NSB pour les échantillons.
Pipeter 200 ni_ de gastrine I'*® (réactif B) dans tous les tubes. Les tubes TOT sont scellés et gardés a part.
Pipeter 200 ni d'anti-gastrine (réactif A) dans tous les tubes excepté les tubes NSB et les tubes TOT.
Agiter soigneusement les tubes au vortex et incuber pendant 60 minutes a température ambiante (20 a 25°C).
Ajouter 500 pL du double anticorps-PEG bien mélangé (réactif C) a tous les tubes excepté le tube TOT. Agiter soigneusement au vortex et
incuber 30 minutes a température ambiante.
Centrifuger pendant 15 minutes & minimum 1700 x g a une température de 4°C.
Décanter le surnageant immédiatement apres la centrifugation et compter la radioactivité des précipités dans un compteur gamma.

~ooo0op

Calcul des résultats

Soustraire le taux de comptage moyen (CPM) des NSB pour les calibrateurs au taux de comptage (CPM) des calibrateurs réalisés en double
et soustraire le taux de comptage moyen (CPM) des NSB pour les échantillons au taux de comptage (CPM) des contréles et des échantillons.
Etablir une courbe de calibration en reportant la fraction liée, B/TOT, en fonction des concentrations en gastrine des calibrateurs. Vous
trouverez un exemple de courbe de calibration a la section 10.

Interpoler les concentrations en gastrine des contréles et des échantillons a partir de la courbe de calibration générée.

Il est également possible de réaliser la courbe de calibration et le calcul des concentrations dans les échantillons par une méthode
informatisée.

CARACTERISTIQUES DE L’ANALYSE

8.1 Sensibilité

La limite de détection de I'essai est de 5 pmol/L. Ce chiffre représente la concentration correspondant a une radioactivité liée 2 écarts-types en
dessous de la radioactivité liée du calibrateur de concentration zéro.

8.2 Exactitude

Un recouvrement moyen de 97,6% a été obtenu lorsque des quantités connues de gastrine, dans une fourchette de 65 a 222 pmol/L, ont été
ajoutées a des échantillons de sérum.
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8.3 Précision

8.3.1 Variation intra-essai

Taux Coefficient de variation (%CV)
41 pmol/L 3,0%

135 pmol/L 2,2%

8.3.2 Variation inter-essai

Taux Coefficient de variation (%CV)
47 pmol/L 7,5%

165 pmol/L 6,2%

8.4 Spécificité

Les réactions croisées suivantes ont été observées:

Composé Réaction croisée

Gastrine-17 100,0%
Gastrine-17 sulfatée 83 %
Gastrine-34 61 %
CCK-8 36 %
Gastrinel1 a 14 <0,1 %
Peptide de libération de la gastrine <0,01%
Peptide intestinal vasoactif <0,01%
Motiline <0,01%
Glucagon <0,01%
Somatostatine 14 <0,01%
C-peptide <0,01%

9 CONTROLE DE QUALITE

[z

20
20

[z

17
17

9.1 Les concentrations établies des sérums de contrble

(réactifs F et G) sont dans les limites mentionnées sur les étiquettes des flacons.

9.2 Comptages totaux

Les comptages obtenus doivent étre proches des CPM attendus lorsquils sont ajustés pour l'efficacité du compteur et la désintégration
radioactive. Le contenu en gastrine I'*® de cette trousse donnera de 25 000 CPM (-5%, +20%) a la date d'activité de référence (efficacité du

comptage = 80%).

9.3 Liaison maximale (Bo/TOT)

Calculer pour chaque analyse le % de radioactivité liée pour le calibrateur zéro: Bo

TOT

9.4 Liaison non spécifique (NSB/TOT)

Bo 100 estengénéral de 45 a65% lorsque 'analyse est effectuée a la date d'activité de référence.

Calculer pour chaque analyse la liaison non spécifique NSB , 1.

NSBy 100 est moins de 5%.
TOT

9.5 Pente de la courbe de calibration

Par exemple, contrdler les points 80, 50 et 20% de la courbe de calibration pour vérifier la reproductibilité de série a série.

TOT
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10 PLAN DE LA PROCEDURE RIA

Type de Tube Calibrateur, | Tampon Gastrine Anti- Double
tubes no échantilon | delessai | 1125 avec gastrine anticorps-
ou controle SLN PEG
(D) (B) (A ©

TOT 1- 2 - - 200 L - Mélang | - Mélanger au

NSBg; 3- 4 - 300 mL 200 mL - erau 500 L Vortex et

Calib0 5- 6 100 nmL - 200 mL 200 mL Vortex | 500 ni incuber

Calib 15.6 7- 8 100 nmL - 200 mL 200 nmL et 500 nmL pendant

Calib 31.3 9-10 100 nmL - 200 mL 200 nmL incuber [ 500 mL 30 min. &

Calib 62.5 11-12 100 nmL - 200 mL 200 nmL pendant | 500 mL température

Calib 125 13-14 100 mL - 200 mL 200 mL 60 500 L ambiante.

Calib 250 15-16 100 nmL - 200 mL 200 nmL min.a [ 500 nmL Centrifuger

Calib 500 17-18 100 mL - 200 mL 200 nmL tempéra | 500 ni 15 min. a

NSBEgchantillon | 19-20 | 100 ni 200nL | 200nL - ture 500 L 1700 x g.

Contrdle bas 21-22 100 L - 200 mL 200 mL ambiant | 500 L Décanter a

Controle élevé 23-24 100 m_ - 200 m_ 200 m_ e. 500 m_ 4°C et

Echantillon 1 25-26 100 L - 200 mL 200 L 500 L compter la
radioactivité
des
précipités.

EXEMPLE DE COURBE CALIBRATION POUR LA GASTRINE

BT %

60 -

50

40 1

30 4

20 -

10 4

0

100

200 300

400 500

pmol/L
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GASTRIN-RIA
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KIPEMD302
IN-VITRO-DIAGNOSTIKUM

DIAsource ImmunoAssays SA - Rue de I'Industrie 8, B-1400 Nivelles, Belgium - Tel: +32 67 88 99 99 - Fax: +32 67 88 99 96

1 EINLEITUNG

Das Polypeptidhormon Gastrin sowie die Vagusnerven sind die Hauptregulatoren der Magensaftproduktion. Jedoch gibt es noch eine Reihe
anderer Faktoren, die zur Regulierung der Magenséuresekretion beitragen. Hauptbildungsort von Gastrin ist die Schleimhaut des Antrums und
Pylorus im Magen. Auch werden gastrinproduzierende Zellen im Zwdlffingerdarm sowie im Pankreas gefunden.

Gastrin tritt in verschiedenen Formen im menschlichen Serum auf. Ein amidierter C-Terminus ist essentiell fur die biologische Aktivitat von
Gastrin. Pro-Gastrin wird vom Pra-Pro-Gastrin abgespalten. Es konnte gezeigt werden, da3 Pro-Gastrin teilweise an den Tyrosinresten sulfatiert
ist. Pro-Gastrin wird enzymatisch in die Hauptformen von biologisch aktivem Gastrin gespalten: Gastrin-34 sowie Gastrin-17. Beide treten in
sulfatierter und nicht-sulfatierter Form auf. Kleinere Mengen von Gastrin-52 (auch als Komponente 1 bezeichnet), Gastrin-14 (Mini-Gastrin) und
selbst kleinere Fragmente sind im Serum nachgewiesen worden.

2 KLINISCHE BEDEUTUNG

Gastrin gehort zu den mit am besten studierten gastrointestinalen Hormonen. Im Blut kommt es in verschiedenen Formen, darunter Gastrin-17
und Gastrin-34, sulphatiert und nicht sulphatiert.

Die Bestimmung von Gastrin ist nitzlich bei der Diagnose von gastrinproduzieren-den Tumoren und Achylia gastrica mit oder ohne pernizidser
Anamie. Bei diesen klinischen Indikationen ist die Serumkonzentration an Gastrin hoch. Die Behandlung mit Anti-Sekretorika kann einen Anstieg
in der Serum-Gastrinkonzentration hervorrufen, da eine gestorte Saure-Feedback-Inhibierung der Gastrinfreisetzung vorliegt. Aus diesem Grunde
kann die Bestimmung von Serumgastrin zum Monitoring einer Behandlung mit Anti-Sekretorika verwendet werden.

Normalwerte von Gastrin im Serum von Menschen mit diesem Assay ermittelt:
£ 60 pmol/l (Nlchternwerte)

Der Mittelwert betragt 25 pmol/l + 10 pmol/l (1SD).

Der absolute Bereich liegt bei 11-54 pmol/l.

3 TESTPRINZIP

Gastrin im Serum wird durch einen kompetitiven Radioimmunoassay unter Verwendung eines Kaninchen-Antiserums gegen ein Gastrin-17
Albuminkonjugat gemessen. Das Gastrin der Kalibratoren und Proben konkurriert mit 125I-markiertem Gastrin-17 um die Bindungsstellen am
Antikorper. 125I-Gastrin bindet im umgekehrten Verhaltnis zur Konzentration von Gastrin in den Kalibratoren und Proben. Antikérpergebundenes
125|-Gastrin wird von der ungebundenen Fraktion unter Anwendung der Doppel-Antikérper-Polyethylen-Glykol-Prézipitations-technik getrennt.
Die Radioaktivitat des Préazipitates wird gemessen. Das verwendete Antiserum dieses Testes kreuzreagiert mit Gastrin-34 und den sulfatierten
Formen von Gastrin-17 und Gastrin-34.

4  VORSICHTSMASSNAHMEN

Nur zum in vitro Gebrauch. Dieser Kit enthélt *2°

| (Halbwertzeit: 60 Tagen) , das ionisierende X (28 keV) und y (35.5 keV) Strahlungen emittiert.
Es ist notwendig, dass die fiir das Labor verantwortliche Person mit den im jeweiligen Land giltigen, gesetzlichen Bestimmungen im Umgang mit
radioaktivem Material vertraut ist.

Alle Reagenzien dieses Testbestecks, die humanes Material enthalten, ergaben bei der Priifung auf HCV, HBsAg bzw. Antikorper gegen HIV I/II-
Virus ein negatives Ergebnis. Trotzdem kann das Vorhandensein solcher infektidser Erreger nicht mit absoluter Sicherheit ausgeschlossen
werden. Die Reagenzien sollten deshalb wie potentiell infektidses Material behandelt werden.

Es sollten geeignete MaRBnahmen zum sicheren Umgang mit dem radioaktiven Material ergriffen werden. Nur autorisierte Personen sollten
Zugang zu den Reagenzien haben.

Die folgenden VorsichtsmaRnahmen sollten beim Umgang mit radioaktivem Material beachtet werden:

- Radioaktives Material muB in speziell ausgewiesenen Raumen gelagert werden, die fir nicht authorisiertes Personal nicht zuganglich sind.

- Der Umgang mit radioaktivem Material darf nur in speziell gekennzeichneten Rdumen erfolgen.

- Vorsicht ist geboten vor oraler oder dermaler Aufnahme von radioaktiven Stoffen oder Kontamination von Kleidung. Nicht mit dem Mund
pipettieren.

- Bei der Testdurchfiihrung darf weder gegessen, getrunken oder geraucht werden.

- Es wird empfohlen Einmalhandschuhe zu tragen. Nach Gebrauch radioaktiven Materials Hande waschen.

- Beim Umgang mit radioaktivem Material sollten die Labortische mit absorbierendem, wegwerfbarem Material abgedeckt sein.

- Verschiittetes radioaktives Material sollte sofort aufgenommen werden und kontaminiertes Material als radioaktiver Abfall entsorgt werden.
Kontaminierte Tischoberflachen sollten mit einem Detergenz gesaubert werden.

Kitkomponenten enthalten Natriumazid. Kontakt mit Kupfer- oder Bleirohren kann zur Bildung von hochexplosiven Ablagerungen fuhren. Daher
beim Einbringen in Abflisse mit reichlich Wasser nachspiilen, was die Bildung von Metallaziden verhindert. Rohre, die wahrscheinlich dies
explosiven Ablagerungen enthalten vorsichtig mit 10%iger Natronlauge spiilen.
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5 KOMPONENTEN DES KITS

Die Reagenzien dieses Testkits sind ausreichend fir 100 Bestimmungen.

l.| REAG| A | Ab | Kanichen-Antiserum gegen synthetisches Humangastrin-17, konjugiert an Rinder-Serumalbumin. 21 ml
Antiserum. Verdunner: 0,05 M Phosphatpuffer, pH 7,4, 0,25 % humanes Serumalbumin, 0,05 % Natriumazid.
Gelb eingefarbt.

2.|REAG| B | Aa | 2 | Enthalt 66 KBq oder 1,8 nCi am Herstellungstag. Synthetisches humanes Gastrin-17, jodiert. Die
monojodierte Form wird HPLC-gereinigt.
Spezifische Aktivitat: 1.700-2.100 nCi/nmol (62-77 MBg/nmol). Lyophilisiert in 2,5 ml 0,5 M Phosphatpuffer,
pH 7,4, mit 25 % humanem Serumalbumin und 0,5 % Natriumazid. Enthalt 0,12 ml normales
Kaninchenserum.
Blau eingefarbt. In 25 ml bidest. Wasser rekonstituieren.

3.| REAG| c | DAb | 50 mL verdinntes Ziegen-Anti-Kaninchen-lg-Antiserum in 0,05 M Phosphatpuffer, pH 7,4 mit 0,25 %
humanem Serumalbumin und 0,05 % Natriumazid. Enthalt 5,0 % w/v Polyethylen-Glykol 6.000.
Rot eingefarbt.

4.|REAG| D |ASSAY| BUF | 40 mL 0,05 M Phosphatpuffer, pH 7,4 mit 0,25 % humanem Serumalbumin und 0,05 % Natriumazid.

5.| REAG | E | CAL | Lyophilisiert. Konzentration nach Rekonstitution : 500 pmol/l.

Der Kalibrator wird aus synthetischem, humanem Gastrin-17 hergestellt. In 0,05 M Phosphatpuffer, pH 7,4,
0,25 % humanem Serumalbumin, 0,05 % Natriumazid verdinnt.
In 5.00 ml bidest. Wasse rekonstituieren.

Lyophilisierte Serumpools mit niedriger (normal) und hoher Konzentration an Gastrin. 1,00 ml jeder Kontrolle

6'|REAG| F-G |Control| o=
nach Rekonstitution.

Erforderliche Laborgerate und Hilfsmittel
(nicht im Kit enthalten)

Einmal-Testréhrchen 11-13 x 55 mm, Polystyrol

Pipetten mit Einmalspitzen, 100, 200 und 500 pl

Eppendorf-Mulitpipette fir Volumina 200 und 500 pl

Vortexmixer

Zentrifuge, geeignet fiir mindestes 1.700xg (vorzugsweise Kihlzentrifuge)
Gamma-Counter

oA wNE

Vorbereitung und lagerung der reagenzien

Die Reagenzien sollten bei 2 — 8 °C gelagert werden. Das Verfallsdatum sowie die Chargenbezeichnung sind auf jedem Flaschchen angegeben.
Bei lyophilisierten Reagenzien gilt das Verfallsdatum fiir die ungedtffnete Flasche. Nach Rekonstitution haben die Reagenzien eine Haltbarkeit von
8 Wochen, wenn ordnungsgemaf? gelagert.

Das fur die Rekonstitution der lyophilisierten Reagenzien verwendete Wasser sollte mit einer Glasapparatur gewonnen werden, oder von
entsprechender Reinheit sein. Den Inhalt der Flaschchen vorsichtig unter Vermeidung von Schaumbildung lésen.

Reagenz A: Anti-Gastrin
Gebrauchsfertig. Lagerung bei 2 — 8 °C

Reagenz B: *|-Gastrin
Mit 25 ml bidest. Wasser rekonstituieren. Lagerung bei 2-8 °C.

Reagenz C: Doppel-Antikdrper-PEG
Gebrauchsfertig. Vor Gebrauch grindlich mischen. Lagerung bei 2-8 °C.

Reagenz D: Assaypuffer
Gebrauchsfertig. Lagerung bei 2 — 8 °C.

Reagenz E : Gastrin-Kalibrator

Mit 5,00 ml bidest. Wasser rekonstituieren. Lagerung aliquotiert bei -18 °C oder tiefer, wenn diese wiederverwendet werden sollen.
Reagenz F-G : Kontrollen

Jedes Flaschchen mit 1,00 ml bidest. Wasser rekonstituieren.
Lagerung aliquotiert bei -18 °C oder tiefer, wenn diese wiederverwendet werden sollen.
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6 PROBEN

Vor der Blutentnahme sollten die Patienten mindestens 10 Stunden niichtern sein.
Venenblut wird in Rohrchen ohne Zusatze gesammelt. Die Proben werden bis zur Gerinnung in einem Eisbad gekihlt. Serum wird durch
Zentrifugation bei +4 °C gewonnen.

Das Serum sollte nach der Entnahme innerhalb von 4 Stunden untersucht werden oder bei -18 °C bis zur Analyse gelagert werden. Wiederholtes
Einfrieren und Auftauen sollte vermieden werden.

7 TESTDURCHFUHRUNG
7.1 Durchfuhrung

Rekonstituiere die Reagenzien wie beschrieben.

Vor dem Pipettieren missen die Reagenzien auf Raumtemperatur gebracht werden. Alle Reagenzien (v.a. Reagenz C) sollten direkt vor
Gebrauch grundlich gemischt werden.

Ein kompletter Testansatz beinhaltet (Doppelansatz der Proben wird empfohlen):

Kalibratoren 7 Konzentrationen (0, 15,6, 31,2, 62,5, 125, 250 und 500 pmol/l
Kontrollen niedrig und hoch
Proben

Rohrchen fiir die Bestimmung der nicht spezifischen Bindung (NSB-Rdhrchen)
Rohrchen fiir die Bestimmung der Totalaktivitat (TOT-Rohrchen)

Siehe Ubersicht auf Abschnitt 10.

1. Die lyophilisierten Reagenzien wie beschrieben rekonstituieren. Alle Reagenzien auf Raumtemperatur bringen.
2. Herstellen der Gastrin Arbeitskalibratoren durch Verdiinnung des Gastrin Kalibratoren 500pmol/L (Reagenz E) mit Assaypuffer (Reagenz
D) nach dem folgenden Schema:
Reagenz E = 500pmol/l
1.00 mL Kalibrator 500 pmol/L + 1.00 mL Assaypuffer = 250 pmol/L
1.00 mL Kalibrator 250 pmol/L + 1.00 mL Assaypuffer = 125 pmol/L
1.00 mL Kalibrator 125 pmol/L + 1.00 mL Assaypuffer = 62,5 pmol/L
1.00 mL Kalibrator 62,5 pmol/L + 1.00 mL Assaypuffer = 31,2 pmol/L
1.00 mL Kalibrator 31,3 pmol/L + 1.00 mL Assaypuffer = 15,6 pmol/L
g. Assaypuffer = 0 pmol/L
Die Kalibratoren bei —20°C oder tiefer lagern.
3. 100 pl der Kalibratoren, Kontrollen und Proben in die entsprechenden Réhrchen pipettieren. 300 pl Assaypuffer (Reagenz D) nur in
die NSB-Rohrchen der Kalibratoren und 200 pl Assaypuffer in die NSB-Rohrchen der Proben pipettieren. In letztere 100 pl irgend
einer Probe zusétzlich pipettieren.
200 pl *I-Gastrin (Reagenz B) in alle Réhrchen pipettieren. Die TOT-Réhrchen werden verschlossen und zur Seite gestellt.
200 pl Anti-Gastrin (Reagenz A) in alle Réhrchen auf3er NSB und TOT pipettieren.
Sorgfaltig vortexen und fiir 60 Minuten bei Raumtemperatur (20-25 °C) inkubieren.
500 ul von gut gemixtem Doppel-Antikdrper-PEG (Reagenz C) in alle Rohrchen auBer TOT pipettieren. Grundlich vortexen und fir 30
Minuten bei Raumtemperatur inkubieren.
Rohrchen bei 4 °C 15 Minuten bei 1.700xg zentrifugieren.
Uberstand unmittelbar nach Zentrifugation dekantieren, und die Radioaktivitit des Prazipitates in einem Gamma-Counter messen.

~ooo0op
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7.2 Testauswertung

Bei Doppelbestimmung wird der cpm-Mittelwert berechnet. Von den Mittelwerten der Kalibratoren wird der cpm-Mittelwert der Nichtspezifischen
Bindung (NSB) der Kalibratoren und von den Mittelwerten der Proben und Kontrollen der cpm-Mittelwert der Nichtspezifischen Bindung (NSB)
der Proben subtrahiert.

Fir jeden Kalibrator, Kontrolle und Probe wird % B/TOT wie folgt berechnet:

% B/TOT = cpm (Mittelwert Kalibrator/Probe - Mittelwert NSB) x 100
cpm TOT (Mittelwert)

% B/TOT der Kalibratoren (y-Achse) wird gegen die entsprechende Konzentration in pmol/l (x-Achse) aufgetragen.

Steht ein entsprechendes Computerprogramm zur Verfiigung, so kénnen die Kalibrationskurve und die Berechnung der Konzentrationen der
Proben durch ein entsprechendes Computerprogramm durchgefuihrt werden.

8 TESTCHARAKTERISTIKA

8.1 Sensitivitat
Die untere Nachweisgrenze, definiert als die zweifache Kalibratorabweichung des Nullkalibratoren, betragt ca. 5 pmol/l (bezogen auf die
Kalibrationskurve).
8.2 Richtigkeit

Eine mittlere Wiederfindung von 97,6 % wurde erreicht, wenn Gastrinkonzentrationen von 65 — 222 pmol/L zu normalem Serum gespikt wurden.

Katal ognummer: KIPEM D302 Beipackzettelnummer : 1701109/de Nummer der Origina ausgabe : 091124/1



8.3 Prazision

8.3.1 Intra assay

Konzentration Variationskoeffizient (VK %) N
41 pmol/L 3,0% 20
135 pmol/L 22% 20

8.3.2. Inter assay

Konzentration Variationskoeffizient (VK %) N
47 pmol/L 75% 17
165 pmol/L 6,2 % 17

8.4 Spezifitat
Folgende strukturverwandte Substanzen wurden auf mogliche Kreuzreaktion im Gastrin-RIA geprift:

Substanz Kreuzreaktivitat (%)

Gastrin—17 100
Gastrin—17, sulfatiert 82
Gastrin-34 100
Gastrin-34, sulfatiert 80
Gastrin-14 100
CCK-8 12
Gastrin-releasing Peptid <0,01
VIP <0,01
Motilin <0,01
Glukagon <0,01
Somatostatin 14 <0,01
C-Peptid <0,01

9 QUALITATSKONTROLLE

Die wiedergefundenen Konzentrationen der Kontrollseren (Reagenz F und G) sollten innerhalb der auf den Etiketten angegebenen
Werten liegen.

Total Counts

Der Gehalt an '?°I-Gastrin dieses Kits betragt ca. 25.000 CPM (-5 %, +20 %) am Tag der Markierung (Wirkungsgrad des Counters =
80 %).

Maximale Bindung (Bo/TOT)

Fur jeden Assay wird die gebundene Radioaktivitat des NullKalibrator (Bo/TOTx100) berechnet. Bo/TOTx100 betragt normalerweise 45
- 65 % am Tag der Markierung. Gegen Ende der Laufzeit kann der Wert um einige Prozent absinken.

Unspezifische Bindung (NSB/TOT)

Fur jeden Assay wird die unspezifische Bindung in Prozent (NSB/TOTx100) berechnet. Die NSB/TOTx100 belauft sich auf weniger
als 5 %, wenn korrekt dekantiert wird.

Form der Kalibrationskurve

Als Marker fiir die Reproduzierbarkeit kdnnen die Punkte bei 80, 50 und 20 % der Kalibrator kurve von Testlauf zu Testlauf verwendet
werden.

10 TESTSCHEMA

Roéhrchen Rohr- Kalibrator Assay- 125, Anti- Doppel-
chen | Probe oder Puffer Gastrin mit | Gastrin Antikor-
Nr. Kontrolle NRS per-
PEG
©) ®) ) ©
TOT 1- 2 - - 200 pL - Vortexen - Vortexen und
NSBg; 3-4 - 300 mL 200 pL - und fur 60 500 pL fur
Kalib 0 5- 6 100 pL - 200 pL 200 pL min bei 500 pL 30 min bei
Kalib 15.6 7- 8 100 pL - 200 pL 200 pL Raum- 500 pL Raum-
Kalib 31.3 9-10 100 pL - 200 pL 200 pL tempera- 500 pL tempera-
Kalib 62.5 11-12 100 pL - 200 pL 200 pL tur 500 pL tur
Kalib 125 13-14 100 pL - 200 pL 200 pL inku- 500 pL inkuieren.
Kalib 250 15-16 100 pL - 200 pL 200 pL bieren. 500 pL Zentrifugieren
Kalib 500 17-18 100 pL - 200 pL 200 pL 500 pL fir 15 min bei
NSB 19-20 100 pL 200 niL 200 pL - 500 pL 1700 X g.
Probe 21-22 100 pL - 200 pL 200 pL 500 pL Dekantieren
Kontrolle low 23-24 | 100 pL - 200 pL 200 pL 500l | bei4°C und
Kontrolle high 25-26 | 100 pL - 200 pL 200 pL 500 pL Radio-
Probe 1 aktivitit des
Prazipitats
messen.
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BEISPIEL GASTRIN KALIBRATIONSKURVE
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GASTRIN-RIA

KIPEMD302
USO EN DIAGNOSTICO IN VITRO

C€

DIAsource ImmunoAssays SA - Rue de I'Industrie 8, B-1400 Nivelles, Belgium - Tel: +32 67 88 99 99 - Fax: +32 67 88 99 96

1 INTRODUCCION

La gastrina y los nervios vagales son los principales reguladores de la secrecion de acido gastrico. Sin embargo, hay otros factores, aparte de la
gastrina, que contribuyen a la secrecion de acido gastrico. El principal lugar donde se secreta la gastrina es la mucosa antropilérica del
estébmago. En el duodeno y en el pancreas también se puede encontrar una cantidad reducida de células productoras de gastrina.

En el suero humano, la gastrina se da en muchas formas distintas. La forma amidada C-terminal es fundamental para la actividad biolégica de las
gastrinas.

La progastrina se segmenta a partir de la preprogastrina. Se ha constatado que la progastrina esta parcialmente sulfatada en los residuos de la
tirosina. Las enzimas segmentan la progastrina en las principales formas circulantes de gastrina biolégicamente activa: gastrina-34 y gastrina-17,
que se dan en forma sulfatada y no sulfatada. En el suero se han detectado pequefias cantidades de gastrina-52 (también conocida como
componente 1), gastrina-14 (mini-gastrina) e incluso fragmentos de menor tamafio.

2 CONSIDERACIONES CLINICAS

La gastrina es una de las hormonas intestinales mejor estudiadas. En la circulacién, se da en varias formas diferentes, entre las que se incluyen
la gastrina-34 y la gastrina-17, sulfatadas y no sulfatadas.

La determinacion de la gastrina es Util en el diagnostico de los tumores productores de gastrina y de la aquilia con o sin anemia perniciosa. En
todas estas situaciones clinicas, la concentracion de gastrina en suero es elevada. El tratamiento con antisecretores potentes puede provocar un
incremento de la concentracion de gastrina en suero, debido a un funcionamiento deficiente del circuito de retroalimentacion acido que regula la
liberacion de gastrina. Por lo tanto, la medicién de la concentraciéon de gastrina en suero se puede utilizar para monitorizar el tratamiento con
antisecretores.

Nivel normal de gastrina en suero humano: £60 pmol/l (nivel obtenido en ayunas con este procedimiento).
Valor medio: 25 pmol/l + 10 pmol/l (1SD).
Rango: 11-54 pmoal/l.

3 PRINCIPIO DEL METODO

La aplicacion de estos reactivos es la determinacion de la gastrina en suero humano. La gastrina en suero se mide mediante un
radioinmunoensayo competitivo utilizando antisuero de conejo que se enfrenta a una gastrina-17 conjugada con albumina. La gastrina de los
calibradores y muestras compite con una gastrina marcada con I?* en la fijacion a los anticuerpos.

La gastrina I-'*® se fija a los anticuerpos en proporcion inversa a la concentracion de gastrina de los calibradores y muestras. La gastrina I-
fijada a los anticuerpos se separa de la fraccion no fijada utilizando la técnica de precipitacion de doble anticuerpo con polietilenglicol.
Seguidamente se mide la radiactividad de los precipitados. El antisuero utilizado en este ensayo presenta reacciones cruzadas con la gastrina-34
y las formas sulfatadas de la gastrina-17 y la gastrina-34.
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4  PRECAUCIONES
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Sélo para uso en diagnostico in vitro. Este kit contiene I (vida media : 60 dias) emisor de rayos X (28 keV) y de rayos y (35.5 keV) ionizantes.

Puesto que la normativa varia de un pais a otro, es fundamental que la persona responsable del laboratorio esté familiarizada con la normativa
local vigente relativa a todos los aspectos de los materiales radiactivos del tipo y cantidad de los utilizados en esta prueba.

Este kit contiene componentes de origen humano. Todos ellos han sido analizados mediante immunoensayos para el antigeno de superficie de la
hepatitis B, los anticuerpos del HCV y los anticuerpos del HIV-1 y HIV-2, dando todos ellos negativo. De todos modos, se deben observar todas
las precauciones recomendadas para manipular cualquier derivado de la sangre.

Se deben seguir los pasos necesarios para garantizar la correcta manipulacion del material radiactivo de acuerdo con la normativa local y/o
nacional vigente. Sélo deberia tener acceso a los reactivos el personal autorizado.

Al manipular materiales radiactivos, se deben adoptar las siguientes medidas:

- El material radiactivo debe almacenarse en areas especialmente disefiadas a tal efecto, normalmente no accesibles para el personal no
autorizado.

- La manipulacion del material radiactivo debe realizarse solamente en areas autorizadas.

- Debe tenerse mucho cuidado a fin de evitar la ingesta del material y el contacto del material con la piel y la ropa. No pipetear soluciones
radiactivas con la boca.

- En los lugares donde se esta utilizando material radiactivo, debe estar prohibido beber, comer o fumar.
- Las manos se deben proteger con guantes y lavarse después de utilizar materiales radiactivos.

- El trabajo se debe realizar sobre una superficie cubierta de un material absorbente desechable.
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- En caso de derrame, el material radiactivo debe recogerse inmediatamente y todos los materiales contaminados deben ser eliminados
como residuos radiactivos. Las superficies contaminadas deben limpiarse con detergente.

Los reactivos en este kit contienen azida sodica. La azida s6dica puede reaccionar con el plomo y el cobre de las tuberias formando azidas
metdlicas altamente explosivas. Al eliminar los reactivos en el sistema de cafierias, verter siempre abundante agua a chorro para evitar la
formacion de azidas metéalicas. Asimismo, también se deberia verter ocasionalmente un 10% de hidréxido de sodio en las tuberias de metal.

5 COMPOSICION DEL KIT

Los reactivos que contiene cada kit son suficientes para 100 tubos.

1. Antisuero de conejo enfrentado a gastrina-17 humana sintética conjugada con albumina de suero bovino, 21
| REAG | A | Ab | ml de antisuero. Diluyente: tampon fosfato de 0,05 My pH de 7.4, con 0,25% de albumina de suero humano y

0,05% de azida sodica.
Color: Amarillo.

2.|REAG| B | Ag | 15, | Contiene 66KBq o 1,8 nCi en la fecha de referencia. La gastrina-17 humana sintética esta iodada.
La forma monoiodada estéa purificada mediante HPLC.
Actividad especifica: 1700-2100 nCi/nmol (62-77 MBg/nmol). Liofilizada en 2,5 ml de tampon fosfato de 0,5 M
y pH de 7.4, con 2,5% de albimina de suero humano y 0,5% de azida sédica.
Contiene 0,12 ml de suero normal de conejo.
Color: Azul. Reconstituir en 25 ml de agua destilada.

3, 50 mL de antisuero Ig de cabra anti-conejo diluido en tampén fosfato de 0,05 M y pH de 7.4, con 0,25% de

| REAG | c | DAb | albtimina de suero humano y 0,05% de azida sédica.

Contiene 5% (p/v) de glicol polietilénico 6000.
Color: Rojo.

4.|REAG| D |ASSAY| BUF | 40 mL de tampon fosfato de 0,05 M y pH de 7.4, con 0,25 de albimina de suero humano y 0,05% de
azida saédica.

5.| REAG | £ | CAL | Liofilizado. Concentracion después de la reconstitucion: 500 pmol/.
El calibrador se producen a partir de la gastrina-17 humana sintética. Diluido en tampén fosfato de 0,05 M y
pH de 7.4, con 0,25% de albimina de suero humano y 0,05% de azida sédica.
Reconstituir en 5 ml de agua destilada.

6.| REAG| FG |Comm|| Mezclas de suero liofilizadas con concentraciones de gastrina baja (normal) y alta. 1 ml de cada control

después de la reconstitucion.

Material Requerido Pero No Suministrado

1. Tubos de ensayo de poliestireno desechables de 11/13 x 55 mm.

2. Pipetas con puntas desechables: 100, 200 y 500 m.

3. Una pipeta de repeticion, por ejemplo una Multipipeta de Eppendorf, para volimenes de 200 y 500 ni facilitara la operacion de distribucion de
los reactivos.

4. Agitador.

Centrifuga, con un minimo de 1700 x g (preferentemente refrigerada).

Contador gamma.

S

Preparacion Y Almacenamiento De Los Reactivos

Conservar todos los reactivos a 2-8° C antes de la reconstitucion y el uso. La estabilidad de los reactivos figura en las etiquetas de los viales. En
lo que se refiere a los reactivos liofilizados, la fecha de caducidad es valida para los reactivos no reconstituidos. Los reactivos reconstituidos son
estables durante 8 semanas si se almacenan correctamente.

El agua utilizada en la reconstitucion de los reactivos liofilizados debe destilarse dentro de un aparato que sea enteramente de vidrio o bien ser de
la pureza correspondiente. Disolver el contenido de los frascos invirtiéndolos con suavidad y evitando que se forme espuma.

Reactivo A: Anti-gastrina

Listo para su uso. Conservar a 2-8° C.
Reactivo B: Gastrina I-'*°

Reconstituir con 25 ml de agua destilada. Conservar a 2-8° C.

Reactivo C: Doble Anticuerpo con PEG
Listo para su uso. Mezclar bien antes de utilizarlo. Conservar a 2-8° C.

Reactivo D: Tampon de ensayo
Listo para su uso. Conservar a 2-8° C.
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Reactivos E : Calibrador de Gastrina
Reconstituir cada vial con 5,00 ml de agua destilada.
Conservar a— 18° C o0 a temperatura inferior en caso de reutilizacion.

Reactivos F-G : Controles
Reconstituir cada vial con 1 ml de agua destilada.
Conservar a— 18° C o0 a temperatura inferior en caso de reutilizacion.

6 LA MUESTRA

Antes de recoger las muestras, los pacientes deberian estar en ayunas por lo menos durante 10 horas. La sangre venosa se recoge en tubos que
no contienen aditivos. La muestra se enfria inmediatamente en un bafio de hielo para coagularse. El suero se separa por centrifugacion a +4° C.

El suero deberia congelarse en un plazo maximo de 4 horas y conservarse a -18° C o a temperatura inferior hasta que sea analizado. Se debe
evitar la congelacion y descongelacion repetida de las muestras.

7 PROCEDIMIENTO DEL ENSAYO

7.1 Reconstituir los reactivos liofilizados de acuerdo a las instrucciones que aparecen en la pagina 39 y esperar que los reactivos se pongan a
temperatura ambiente.

7.2 Preparar los calibradores de trabajo de la gastrina diluyendo el calibrador gastrina de 500 pmol/l (Reactivo E) con el tampén de ensayo
(Reactivo D) de acuerdo con las siguientes indicaciones:

Reactivo E =500 pmol/l

1 ml de calibrador de 500 pmol/l + 1 ml de tampon = 250 pmol/l

1 ml de calibrador de 250 pmol/l + 1 ml de tampon = 125 pmol/l

1 ml de calibrador de 125 pmol/l + 1 ml de tamp6n = 62,5 pmol/l

1 ml de calibrador de 62,5 pmol/l + 1 ml de tamp6n = 31,2 pmol/l

1 ml de calibrador de 31,2 pmol/l + 1 ml de tamp6n = 15,6 pmol/l

Tampon de ensayo = 0 pmol/l

Conservar los calibradores a -20° C o a temperatura inferior en caso de reutilizacion.

~ooo0op

7.3 Procedimiento

Reconstituir los reactivos tal y como se especifica.

Esperar a que los reactivos se pongan a temperatura ambiente antes de utilizarlos. La precision es fundamental en todos los pasos que implican
pipetear. Todas las pruebas (calibradores, controles y muestras) deben hacerse por duplicado. Un ensayo completo incluye:

Calibradores : 7 concentraciones diferentes: 0, 15.6, 31.2, 62.5, 125, 250 y
500 pmol/l.

Controles : Bajo y alto.

Muestras.

Tubos para la determinacion de la fijacion no especifica (tubos NSB).
Tubos para la determinacion de la radiactividad total (tubos TOT).
Para un resumen del procedimiento véase parrafol10.

7.4 Realizacién

- Pipetear 100 i de calibradores, controles y muestras en sus tubos respectivos. Pipetear 300 nl de tampén de ensayo (Reactivo D) en los
tubos NSB calibrador y 200 ml de tampén de ensayo en los tubos NSB de las muestras. Afiadir 100 m de cualquier muestra en las
muestras NSB.

125

- Pipetear 200 ml de gastrina I--°> (Reactivo B) en todos los tubos. Tapar y guardar aparte los tubos TOT.
- Pipetear 200 ml de anti-gastrina (Reactivo A) en todos los tubos exceptuando los tubos NSBy TOT.
- Agitar con cuidado los tubos e incubar durante 60 minutos a temperatura ambiente (20-25° C).

- Afiadir 500 m del doble anticuerpo PEG (Reactivo C) bien mezclado a todos los tubos exceptuando los tubos TOT. Agitar con cuidado
e incubar durante 30 minutos a temperatura ambiente.

- Centrifugar durante 15 minutos a 1700 x g como minimo, a 4° C.

- Decantar los sobrenadantes inmediatamente después de la centrifugacion, y contar la radiactividad de los precipitados mediante un
contador gamma.

7.5 Calculos

- Restar la media de CPM del calibrador de NSB de la media de CPM de los duplicados de los calibradores, y las muestras de NSB de las
muestras y controles.

- Representando graficamente la fraccion fijada CPM o B/TOT en funcion de las concentraciones de los calibradores de gastrina, se
genera una curva de calibracion. Se muestra un ejemplo de la curva de calibracioén en la parrafol0.

- Interpolar las concentraciones de gastrina de los controles y las muestras de la curva de calibracion generada.
- La curva de calibracién y el calculo de las concentraciones de las muestras también se puede realizar utilizando procedimientos
informaticos.
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8 CARACTERISTICAS DEL ENSAYO

8.1 Sensibilidad

La concentracion minima detectable es 5 pmal/l. Esta cifra corresponde 2 desviaciones calibrador por debajo de la radiactividad fijada por el
calibrador de concentracion cero.

8.2 Recuperacién

Cuando se afiadieron cantidades conocidas de gastrina con un rango del 65-222 pmol/l a las muestras de suero, se alcanz6 una recuperacion
media del 97,6%.

8.3 Precision

8.3.1 Variacién intra-ensayo

Nivel Coeficiente de Variacion (%CV) N
41 pmoal/l 3% 20
135 pmal/l 2,2% 20
8.3.2 Variacién inter-ensayo

Nivel Coeficiente de Variacion (%CV) N
47 pmol/l 7,5% 17
165 pmol/l 6,2% 17

8.4 Especificidad

Se han detectado las siguientes reacciones cruzadas:

Compuesto Reaccion cruzada
Gastrina-17 100%
Gastrina-17 sulfatada 83 %
Gastrina-34 61 %
CCK-8 36 %
Gastrina 1-14 <0,1 %
Péptido liberador de gastrina <0,01%
Péptido intestinal vasoactivo <0,01%
Motilina <0,01%
Glucagon <0,01%
Somatostatina 14 <0,01%
Péptido C <0,01%

9 CONTROL DE CALIDAD

9.1 Las concentraciones encontradas del suero de control
(Reactivos F y G) deben estar dentro de los limites que figuran en las etiquetas de los viales.

9.2 Cuentas totales

Las cuentas obtenidas deberian aproximarse a las CPM esperadas teniendo en cuenta la eficacia del contador y la decadencia radiactiva. El
contenido de gastrina I-'*° de este kit dard unas cuentas de 25000 CPM (-5+20%) en la fecha de referencia (eficacia de cuenta: 80%).

9.3 Méaxima fijacién (Bo/TOT)
Calcular para cada ensayo el % de radiactividad fijada del calibrador cero: Bo x 100

TOT
Bo x100 generalmente es del 45-65% en la fecha de referencia.
TOT
9.4 Fijacion no especifica (NSB/TOT)
Calcular para cada ensayo el % de fijacién no especifica NSB x 100
TOT

NSB x 100 es inferior al 5%.
TOT

9.5 Forma de la curva de calibracion
Por ejemplo, monitorizar los puntos 80, 50 y 20% de la linea calibrador para controlar la reproducibilidad entre ensayos.
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10 TABLA RESUMEN DEL PROCEDIMIENTO RIA

Tipo de Nimero | Muestra o | Tampon Gastrina |- | Antigastrina Doble
tubos de control deensayo | con anticuerpo
con PEG
tubo calibrador (D) NRS (A) ©)
(8)
TOT 1- 2 - - 200 mi - Mezclar - Mezclar con el
NSBes 3-4 - 300 m 200 mi - e 500 mi agitador e
Calib0 5- 6 100m - 200 m 200 m incubar 500 m incubar
Calib 15,6 7- 8 100m - 200 m 200 m durante 60 500 m durante 30
Calib 31,3 9-10 100m - 200 m 200 m minutos a 500 m minutos a
Calib 62,5 11-12 100mi - 200 mi 200 mi temperatura 500 mi temperatura
Calib 125 13-14 100mi - 200 mi 200 m ambiente 500 m ambiente.
Calib 250 15-16 100ni - 200m 200m 500 m
Calib 500 17-18 100ni - 200m 200m 500 m
NSBwuestra 19-20 100mi 200 mi 200 mi - 500 mi Centrifugar
Control bajo 21-22 100m - 200 m 200 m 500 m 15 minutos a
Control alto 23-24 100mi - 200 mi 200 mi 500 mi 1700 x g.
Muestra 1 25-26 100m - 200 m 200 m 500 m Decantar a 4° C
y
contar la
radiactividad
de los
precipitados.

EJEMPLO DE CURVA DE CALIBRACION DE GASTRINA
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1 INTRODUZIONE

La gastrina e I'attivita del nervo vago sono i regolatori principali della secrezione acida da parte dello stomaco, ma anche altri fattori possono
influenzare tale secrezione. Il sito principale di produzione della Gastrina & la mucosa dell'antro dello stomaco, ma alcune cellule gastrino
secernenti si possono trovare anche nel duodeno e nel pancreas. La gastrina puo essere presente nel siero in forme diverse, ma la
presenza di un gruppo amidico all'estremita C-terminale della molecola, sembra essere essenziale per I'attivita biologica della Gastrina.

Dal precursore preprogastrina viene liberata la progastrina, parzialmente solfatata nei residui tirosinici; per idrolisi enzimatica dalla
progastrina viene prodotta la gastrina biologicamente attiva, gastrina-34 e gastrina-17, che possono essere sia solfatate che non solfatate.
Nel siero si possono trovare anche piccole quantitd di gastrina-52 (chiamata anche componente 1), gastrina-14 (mini gastrina) e piccoli
frammenti peptidici.

2  CONSIDERAZIONI CLINICHE

La gastrina € uno degli ormoni gastroenterici piu studiati; circola in numerose forme diverse, tra le quali gastrina-34 e gastrina-17, che
possono essere sia solfatate che non solfatate.

La determinazione dei livelli circolanti di gastrina & utile nella diagnosi dei tumori gastrino-secernenti e nell’achilia, accompagnata o meno da
anemia perniciosa. In questi casi i livelli sierici di gastrina sono elevati. Il trattamento con farmaci che inibiscono le pompe protoniche
possono causare un aumento delle concentrazioni sieriche di gastrina per diminuito feedback negativo alla liberazione di gastrina. La misura
della concentrazione sierica di gastrina si & pertanto dimostrata utile per verificare I'efficacia della terapia.

Livelli normali di Gastrina ottenuti con questo metodo in soggetti a digiuno:

£60 pmol/L
Valore medio: 25 pmol/L + 10 pmol/L (1 DS)
Range: 11 -54 pmol/L

3 PRINCIPIO DEL METODO

| rettivi contenuti nel kit permettono la determinazione quantitativa della gastrina nel siero umano. Il dosaggio della gastrina € un metodo
radioimmunologico competitivo che utilizza un anticorpo di coniglio diretto contro il coniugato gastrina-17 albumina. Una quantita definita di
gastrina marcata con "*°| compete con la gastrina presente in calibratore e campioni per un numero definito di siti di un anticorpo specifico anti
gastrina; il marcato viene legato in modo inversamente proporzionale alla concentrazione di gastrina in campioni e calibratore. Dopo I'incubazione,
il marcato legato all'anticorpo viene precipitato con I'aggiunta di un secondo anticorpo - PEG. Le provette vengono quindi centrifugate, decantate e
contate con un contatore gamma; la concentrazione di Gastrina nei campioni viene calcolata per interpolazione sulla curva calibratore.

L’anticorpo usato nel dosaggio ha una cross-reagisce con la gastrina-34 e con le forme solfatate di gastrina-17 e gastrina-34.

4 PRECAUZIONI

12%| (emivita: 60 giorni) emettente raggi X (28 keV) e y (35.5 keV) ionizzanti.

Solo per uso diagnostico in vitro. Il kit contiene
| regolamenti che riguardano I'uso e la detenzione di materiale radioattivo possono essere diversi da paese a paese; il responsabile del laboratorio
deve conoscere i regolamenti locali per quanto riguarda il tipo e la quantita di radioattivo contenuta in questo kit.

Alcuni reattivi presenti nel kit sono di origine umana e si sono rivelati negativi per HIV1 e HIV2, HBV e HCV. Questi reattivi devono essere
manipolati come in grado di trasmettere malattie infettive.

Norme di radioprotezione

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

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

- Non pipettare materiale radioattivo con pipette a bocca. Usare sempre guanti e camici da laboratorio quando si manipola materiale
radioattivo.

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

- | banchi da lavoro devono essere sempre coperti con carta assorbente monouso.

- Il materiale radioattivo eventualmente disperso nell'ambiente di lavoro deve essere immediatamente asportato con carta assorbente che deve
poi essere eliminata nei contenitori per rifiuti radioattivi solidi. Le superfici interessate devono essere lavate con un liquido decontaminante
adeguato.

Alcuni reattivi contengono sodio azide come conservante, che pud reagire con piombo, rame o ottone presenti nelle tubature di scarico per
formare metallo-azidi esplosive. Smaltire questi reattivi facendo scorrere abbondante acqua negli scarichi. Le tubature eventualmente
interessate da questi depositi esplosivi devono essere lavate con una soluzione di idrossido di sodio 10N.
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5 CONTENUTO DEL KIT

Il kit contiene reattivi sufficienti per eseguire 100 determinazioni di gastrina.

l'|REAG| A | Ab |

2|REAG| B | Ad | 25 |

3| REAG| C | DAb |

4_|REAG| D |ASSAY| BUF|

5'| REAG| E | CAL |

6'|REAG| F-G |Control|

Anticorpo anti gastrina da coniglio preparato usando come immunogeno gastrina-17 coniugata con albumina
bovina. L'anticorpo, 21 mL, & pronto per I'uso. Diluente: tampone fosfato 0.05 M, pH 7.4, albumina umana
0.25%, sodio azide 0.05%.

Colore: giallo.

125
Il flacone contiene gastrina marcata con |, con attivita totale di 66 kBq (1.8 nCi) alla data di riferimento,

prodotto per monoiodinazione di gastrina-17 e purificazione con HPLC. Attivita specifica 62-77 Mbg/nmol
(1700-2100 nCi/nmol). Il marcato é liofilizzato in 2.5 mL di tampone fosfato 0.5 M, pH 7.4, albumina umana
2.5%, sodio  azide  0.5%; contene 012 mL di siero normale di  coniglio.
Colore: blu. Ricostituire con 25 mL di acqua distillata.

Anticorpo anti IgG di coniglio da capra, 50 mL, pronto per I'uso, in tampone fosfato 0.05 M, pH 7.4, albumina
umana 0.25% e sodio azide 0, 05%.

Contiene PEG 6000 al 5% p/v.

Colore: rosso.

Il flacone contiene 40 mL di tampone fosfato 0.05M, pH 7.4, albumina umana 0.25%, sodio azide 0.05%.

Concentrazione dopo riconstituzione : 500pmol/l.

Il flacone contiene 5.00 ml di gastrina-17 umana sintetica, liofilizzata in tampone fosfato 0.05M, pH 7.4,
albumina umana 0.25% e sodio azide 0, 05%.

Ricostituire con 5 mL di acqua distillata.

| controlli, dopo ricostituzione contengono 1 mL di gastrina a concentrazioni normali ed elevate.

Materiale Richiesto, Ma Non Fornito

Oltre alla normale attrezzatura di laboratorio, € richiesto il materiale seguente:

Agitatore tipo Vortex

Nooprwh R

Provette in polistirene o polipropilene 11-13 x 55 mm
Micropipette di precisione con puntali monouso ( 100, 200 e 500 pL)
Micropipette a ripetizione da 200 e 500 pL

Centrifuga refrigerata (min. 1700 x g)
Sistema di aspirazione o decantazione
Contatore gamma programmato per leggere

125
.

Preparazione E Conservazione Dei Reattivi

Conservare i reattivi prima della ricostituzione a 2-8°C. La stabilita dei reattivi € riportata sull’etichetta di ciascun flacone; per i reattivi liofilizzati la
data riportata si riferisce alla scadenza prima della ricostituzione. | reattivi ricostituiti sono stabili se conservati come prescritto, per almeno 8
settimane, ma non oltre la data riportata sull'etichetta di ciascun flacone.

Ricostituire i reattivi con acqua bidistillata. Risospendere i reattivi ricostituiti per inversione evitando la formazione di schiuma.

Reattivo A: Anticorpo anti gastrina
Pronto per 'uso. Conservare a 2-8°C.

. . 125
Reattivo B: gastrina- |

Ricostituire con 25 mL di acqua bidistillata. Conservare a 2-8°C.

Reattivo C: Secondo anticorpo — PEG.
Pronto per I'uso. Agitare con cura prima dell'uso. Conservare a 2-8°C.

Reattivo D: tampone

Pronto per I'uso. Conservare a 2-8°C.

Reattivi E : Calibratore di gastrina
Ricostituire con 5 mL di acqua bidistillata. Conservare gli calibratore avanzati a —18°C o a temperature inferiori.

Reattivi F-G : Controlli

Ricostituire con 1 mL di acqua distillata. Conservare i controlli avanzati a —18°C o a temperature inferiori.
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6

CAMPIONI

| pazienti devono essere a digiuno da almeno 10 ore prima del prelievo. Raccogliere i campioni in provette senza anticoagulante. Porre
immediatamente il campione in bagno di acqua e ghiaccio. Separare il siero per centrifugazione a 4°C. Portare entro 4 ore il siero a-18°C o
a temperature inferiori fino al momento del dosaggio. Evitare ripetuti cicli di congelamento — scongelamento dei campioni.

7

METODO DEL DOSAGGIO

7.1 Procedura

Per ottenere risultati ottimali € indispensabile una buona riproducibilita del sistema di pipettamento. Portare i reattivi a temperatura ambiente
prima dell'uso. Eseguire il dosaggio in duplicato (Calibratore, controlli, campioni, NSB e attivita totale).
Un dosaggio completo comprende:

Calibratore : a sette livelli: 0, 15.6, 31.2, 62.5, 125, 250 e 500 pmol/L.

Controlli : due contralli a concentrazione bassa e elevata di gastrina.

Campioni.

Provette per la determinazione del legame non specifico (provette NSB).
Provette per la determinazione dell’attivita totale (provette Tot).

Il metodo e riportato in dettaglio nelle paragrafo 10

Prima dell'uso portare i reattivi a temperatura ambiente.

Preparare le soluzioni di lavoro degli calibratore a partire dallo calibratore 500 pmol/L
reattivo E) con il tampone(reattivo D), secondo il seguente schema:
Reattivo = 500 pmol/L
1.00 mL calibratore 500 pmol/L + 1.00 mL di tampone = 250 pmol/L
1.00 mL calibratore 250 pmol/L + 1.00 mL di tampone = 125 pmol/L
1.00 mL calibratore 125 pmol/L + 1.00 mL di tampone = 62,5 pmol/L
1.00 mL calibratore 62,5 pmol/L + 1.00 mL di tampone = 31,2 pmol/L
1.00 mL calibratore 31,2 pmol/L + 1.00 mL di tampone = 15,6 pmol/L
g. Tampone =0 pmol/L
Ricostituire i reattivi secondo le istruzioni.
Pipettare 100 pL di calibratore, campioni e controlli nelle rispettive provette. Pipettare 300 L di tampone (reattivo D) nelle provette degli
NSB degli calibratore e 300 lilst di tampone (reattivo D) seguite da 100 pL di un siero qualsiasi nelle provette degli NSB dei campioni.

~ooo0op

Pipettare 200 pL di Gastrina | (reattivo B) in tutte le provette. Mettere da parte le provette per I'attivita totale e tapparle.

Aggiungere 200 pL di anticorpo anti Gastrina (reattivo A) in tutte le provette, eccetto quelle per I'attivita totale e per gli NSB.

Agitare su vortex e incubare 60 minuti a temperatura ambiente (20-25°C).

Aggiungere 500 pL di secondo anticorpo — PEG (reattivo C) a tutte le provette tranne quelle per I'attivita totale. Agitare su vortex e
incubare 30 min. a temperatura ambiente.

Centrifugare le provette 15 min. a 4°C (1700 x g).

Eliminare immediatamente il surnatante per decantazione. Misurare la radioattivita del precipitato, frazione legata, di tutte le provette per
almeno due minuti in un contatore gamma.

7.2 Calcolo dei risultati

8

Sottrarre la media delle cpm degli NSB degli calibratore dalle cpm dei replicati degli calibratore; sottrarre la media delle cpm degli NSB dei
campioni dalle cpm dei replicati dei controlli e dei campioni.

Generare la curva calibratore riportando in ordinata le cpm della frazione legata B o il rapporto di competizione B/T% e in ascissa le
concentrazioni degli calibratore.

Le concentrazioni di Gastrina in campioni e controlli vengono calcolate per interpolazione delle rispettive cpm della frazione legata B o
del rapporto di competizione B/T% sulla curva calibratore.

Se si usa un sistema di elaborazione computerizzato.

CARATTERISTICHE DEL DOSAGGIO

8.1 Sensibilita
La sensibilita, calcolata come dose calcolata dalla curva calibratore della media — 2 DS delle cpm dello calibratore zero € risultata essere 5 pmol/L.

8.2 Accuratezza

L’aggiunta di quantita note di Gastrina a campioni con valore compreso tra 65 e 222 pmol/L ha permesso un recupero medio del 97.6%.

8.3 Precisione

8.3.1 Variazione intra saggio

Livello Coefficiente di variazione N
41 pmol/L 3.0% 20
135 pmol/L 2.2% 2
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8.3.2 Variazione inter saggio

Livello
47 pmol/L
165 pmol/L

8.4 Specificita

Sono state trovate le seguenti cross reazioni:

Sostanza

Gastrina-17

Coefficiente di variazione

Gastrina-17, solfatata

Gastrina-34
CCK-8
Gastrina 1-14

Gastrin Releasing Peptide

VIP

Moatilina
Glucagone
Somatostatina 14
C-peptide

7.5%
6.2%

9 CONTROLLO DI QUALITA’

9.1 Concentrazione trovata dei controlli

100 %
83 %
61 %
38 %

<0.1%

<0.01%
<0.01%
<0.01%
<0.01%
<0.01%
<0.01%

17
17

Cross reazione

| controlli (Reattivi F - G) devono essere nei limiti riportati sulle etichette dei flaconi.

9.2 Attivita totale
Le cpm ottenute devono essere approssimativamente quelle attese dopo correzione per I'efficienza del contatore e per il decadimento del

125
radioattivo. La radioattivita misurata per 500 pL di Gastrina | deve essere 25000 cpm (-5%, +20%) alla data riportata come riferimento
(efficienza del contatore 80%).

9.3 Capacita legante (Bo/T)%
La capacita legante, rapporto tra le cpm dello calibratore zero e le cpm dell'attivita totale deve essere compresa tra 45 e 65 % alla data riportata

come riferimento.

9.4 Legame non specifico (NSB/T)%
Il legame non specifico, rapporto tra le cpm degli NSB e le cpm dell'attivita totale deve essere inferiore al 5%.

9.5 Pendenza della curva

Calcolare ogni volta le intercette ai rapporti di competizione (B/ Bo) 80, 50, 20% e valutare le caratteristiche della curva.

10 SCHEMA DEL DOSAGGIO RIA

Provetta Numero | Calibratore, Tampone Marcato Anticorpo anti Secondo
campioni o gastrinausl gastrina anticorpo
controlli (Reattivo A) + PEG

T 1-2 - - 200 pL - Agitare su - Agitare su vortex

NSBs 3-4 - 300 pL 200 pL - vortex e 500 pL e incubare

Calib. zero 5-6 100 pL - 200 pL 200 pL incubare 500 pL 30min a

Calib . 15.6 7-8 100 pL - 200 pL 200 pL 60 min a 500 pL temperatura

Calib . 31.3 9-10 100 pL - 200 pL 200 pL temperatura 500 pL ambiente

Calib . 62.5 11-12 100 pL - 200 pL 200 pL ambiente 500 pL

Calib . 125 13-14 100 pL - 200 pL 200 pL 500 pL Centrifugare

Calib . 250 15-16 100 pL - 200 pL 200 pL 500 pL 15 min a 1700

Calib . 500 17-18 100 pL - 200 pL 200 pL 500 pL xg a 4°C.

NSB.ampione 19-20 100 pL 200 pL 200 pL 200 pL 500 pL

Contr. (L) 21-22 100 pL - 200 pL 200 pL 500 pL Decantare at 4°

Contr. (M) 23-24 100 pL - 200 pL 200 pL 500 pL C o aspirare il

Campione 1 25-26 100 pL - 200 pL 200 pL 500 pL surnatante e
contare la
radioattivita del
precipitato

Ecc.
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EXAMPLE OF GASTRIN CALIBRATORE CURVE

BT %

60 -

50

40 1

30 4

20 -

10 4

4] v . . T )
0 100 200 300 400 500
pmol/L
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1 EIZArQrH

H yaoTpivn Kal Ta TTVEUUOVOYQOTPIKG VEUPA ATTOTEAOUV TOUG KUPIOUG PUBUICTEG €KKPIONG TOU YAOTPIKOU 0&€0G. YTTAPXOUV WOTO0O Kal GAAOI
TTAPAYOVTEG TTOU GUVTEAOUV OTNV €KKPICN TOU YaoTpIKoU o&éog. H yaoTpivn Trapdyetal Kupiwg ato BAevvoydvo Tou Avipou Kal Tou TTUAwpPoU Tou
oTopdyou. Kdtroia Aiya KUTTapa TTou TTapdyouV yooTpivn aveupioKovTal TTIONG 0TO dWAEKAdAKTUAO Kal TO TTAYKPEAG.

H yaoTpivn atmavidral otov avBpwtrivo opd e didgopeg popeés. ‘Eva apidouxo C-teAiké dkpo gival atrapaitnTo yia Tn BIoAoyIikA dpdan Twv
YOGTPIVWV.

H TrpoyacaTpivn atoreAei TTpoidv SiGoTTacng Tng TTpo-TrpoyacTpiving. ‘Exel @avei TTwg n TTpoyaaTpivn gival HEPIKWG BelwPEvVn OTA UTTOAEiPATa
Tupoaivng. H TtrpoyaoTpivn dlacTréral ev{upaTiKG OTIG KUPIEG KUKAOQOPOUTEG POPPEG TNG PBIOAOYIKG €VEPYNG yaoTpivng: yaoTpivn-34 Kai
yaoTpivn-17, o0 OTTOiEG ATTAVTWVTAI O€ BEIWUEVES Kal Un BEIWPEVEG HOPPEG. ZTOV OpO EXEl AVIXVEUBE UIKPr TToooTNTA YaoTpivng-52 (1 aAAIWG
ouoTariké 1), yaoTpivng-14 (mini-yaoTpivn), aAAG aKOun Kail JIKPOTEPA THAKATA.

2 KAINIKH ZYZXETIZH

H yaotpivn eival pia atmd TG KAAUTEPO PEAETNPEVEG YOOTPEVTEPIKEG OPUOVEG. ATTAVIATAI OTNV KUKAOQ@OpIia o€ JIAQOPEG HOPPES, WETAEU TwV
OTTOIWV WG yaaTpivn-34 kai yaoTpivn-17, o€ Belwpévn Kail un Beiwpévn Joper.

O 1poadiopionds TNG YaoTpivng gival Xproluog otn SIdyvwaon OyKwV TTou TTapdyouv yaoTpivn Kal axuAiag pe i xwpig kakordn avaiyia. OAeg
QAUTEG oI KAIVIKEG OvTOTNTEG OXETICOVTAI JE UWNAR GUYKEVTPWON yaoTpivng oTov opd. H Bepatreia pe 1I0XUpoUG  TTAPAYOVTEG AVOOTOAAG TNG
€KKPIONG EVOEXETAI VO TTPOKAAETEI AUENTN TNG TUYKEVTPWONG YaoTpivng aTov 0pd, Adyw pelwpévng avadpaoTikig (feedback) atd 1o yaoTpikd
ofU avaoToAng TnG ameAeuBépwong yaotpivng. Ta 10 Adyo autd, n pétpnon TnG yooTpivng opoU UTTOPE va XPNnOoIdoTToindei yia Tnv
TTapakoAoUBnaon Tng Bepatreiag Ue avaaToAEig TNG EKKPIONG.

®Duoioloyikd emiTreda yaoTpivig oTov avBpwrivo opd: £60 pmol/L (emiredo vnoTeiag mou AapBdaveral ge Tnv rapouoa S1adIKaaia).
Méaon mipn: 25 pmol/L + 10 pmol/L (1SD).
Eupog: 11-54 pmol/L.

3 BAZIKH APXH THZ MEOOAOY

H xpAon yia Tnv otroia Trpoopidovtal Ta TTapdvTa avTidpacoTrpIia gival 0 TTPOCdIoPIoUOS TG YaoTpivng o€ avBpwTrivo opd. H yaoTpivn opou
TTPOOBIOPICETAl YEOW EVOG AVTAYWVIOTIKOU PadloavoooTTpoadIopiouold PE XPron avTiopoU KOviKAou €vavtl evog oulelyuaTtog yaoTpivng 17-
AeukwpaTivng. H yaoTpivn og BaBuovountég kai deiyata aviaywvietal Je Tn onPacuévn Je 125) yaoTpivn-17 yia Tnv TTpéode0n OTA QVTICWHATA.
H 125l-yaoTpivn TTpoadéveTal o€ avTioTpo®n avaAoyia TTPOg TN CUYKEVTPWON TNG yaoTpivng o€ BaduovounTtég kai deiypata. H mpoodepévn o€
avriowya 125l-yacTpivn diayxwpidetal amd 1o eAeUBepO KAGOUQ PE XPHoN TNG TEXVIKAG KaBi{nong dITTAoU avTIoWPaTog-TToAUaIBUAEVOYAUKOANG.
MetpdTal n padievépyeia Twv IENUATWY. O avTiopdg TTOU XPNOIUOTTOIEITAI O AUTOV TOV TTPOCDIOPIoHS eU@aviCel SI0OTAUPOUKEVN avTidpaon PE TN
yaoTpivn-34 Kai TIG BelWPEVEG HOPPEG TNG YOOTPivNG-17 Kai TNG yaoTpivng-34.

4 MNPO®YAAZEIZ

Mévo yia in vitro diayvwaoTIKR xprion. To TTapdév KIT TrepIAauBAavel 125

kai y (35,5 keV).

I (xpdévog NUICWNAG: 60 NUEPEG), ekTTEUTTOV IovTiICouoa akTivoBoAia X (28 keV)

KaBuwg evdéxetal ol kavoviopoi va dla@épouv aTrd Xwpa o€ XWPa, o UTTEUBUVOG Tou gpyaaTnpiou Ba TrpETTel va eival eCOIKEIWPEVOG WE TIG
10XU0UCEG TOTTIKEG OIATAEEIG TTOU aPOPOUV OAEG TIG TITUXEG TWV PASIEVEQYWVY UAIKWY TOU TUTTOU KaI TNG TTOOOTNTAG TTOU XPNOIUOTTOIoUVTal OTNV
Tapoloa e¢étaaon.

To TTapdv KIT TTEPIEXEI CUOTATIKA avBpwTTivng TTpoéAeuong. Ta CUCTATIKA auTd, €XOUV eAeyxOei e avoooTTPoodIopIoUS Kal SIOTTICTWONKE TTWG
gival apvnTIKG wg TTPOG TNV TTAPOUCIa TOU ETTIPAVEIOKOU avTlydvou Tng NTraTindag B, aviiowudTtwy katd Tou HCV Kal avTIOwWPATwy KAt Twv
HIV-1 kai HIV-2. ©a TpéTrel, woTO00, va akoAouBoUvTal OAEG OF CUVICTWEVESG TIPOQUAGEEIG OXETIKA UE TO XEIPIOKO TTAPAYWYWV AiUaTOoG.

Oa mpétrel va Anebolv péTpa yia Tn dIac@aAIan Tou opBol XEIPIGUOU Tou padievepyol UAIKOU, CUUQWVA E TOUG TOTTIKEG Kal/f €BVIKEG DIOTALEIG.
H mpdoBaon ota avridpacTtripia Ba TTPETTEl va ETTITPETTETAI UOVO OE EEOUCIODOTNEVO TTPOCWTTIKO.

Oa TPETTEl va TNPOUVTAl Ta €ENG METPA TTPOPUAAENG KATA TO XEIPIOUO PABIEVEPYWY UAIKWV:

- To padievepyd UAIKSO Ba Tpémel va amrobnkeleTal o€ €I0IKA KABOPIOPEVOUG XWPOUG, OTOUG otToioug Oev €xel TTpOoRacn pn
€€0oUCI000TNEVO
TTPOCWTTIKO.

- O XeIpIoPOG TwV padievepywv UAIKWY Ba TTpETTel va AapBdvel Xwpa Jovo oe €101KoUG YIa TO OKOTTO auTd XWPOUG.

- Oa TTPETTEl VO EVEPYEITE UE TTPOCOXK VIO VO OTTOQUYETE KATATTOON KOl ETTA@N PE TO OEPUA 1 Ta pouxa. Mn diavéueTe Pe TTITTETA padlevepyd
SlIaAUpATA XPNOIMOTTOIWVTAG TO OTOUA OAG.

- H Aqyn uypwy, TPOQWY Kal To KATTVIOPA Ba TTPETTEl va aTTayOpeUoVTal OE XWPOUG Xprong padievepyol UAIKOU.

- MpooTaTeUeTe T XEPIA OAG PE YAVTIO KA TTAEVETE TO JETA TN XPHON POBIEVEPYWV UAIKWV.

- O1 epyaaieg Ba TPETTel va ekTEAOUVTAI O€ ETTIPAVEIX KAAUPPEVN JE ATTOPPOPNTIKO UAIKG piag XpAong.

- Alappoég padievepyol UAIKOU Ba TTPETTEl Vo OTTOUOKPEUVOVTAl AUEOWS Kol OAa Ta JoAuouéva UAIKG va atroppiTrtovial wg padievepyd
amméBAnTa. O1 poAuapéveg eTTIPAVEIEG Ba TTPETTEN VO KOBaPICOVTaI JE ATTOPPUTTAVTIKO.
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Ta avridpaoTrpia Tou TTaPAVTOG KIT TTEpIEXouV alidlo Tou vatpiou. Tuxov ema@n ue USPAUAIKEG CwANVWOEeIG XOAKOU i HOAUBdOU pTTOpEi va
odNyNoel 0€ CWPEUTIKO OXNUATIOUS 1DIAITEP EKPNKTIKWY aTroBégewv adidiou. Metd tnv amdppiyn Twv avridpaoTnpiwv OTO OTTOXETEUTIKO
oUuoTNUa, eKTTAEVETE TTAVTOTE PE APBOVEG TTOOGTNTEG VEPOU, YIA TNV ATTOPUYH OXNUATIOPOU PETAAAIKOU alidiou. YOPAUAIKEG EYKATOOTATEIG, OTIG
OTTOiEG UTTAPXEl UTToWia TTWG £XOUV OXNUOTIOTEN QUTEG O EKPNKTIKEG aTToBéoelg Ba TTPETTEl va ekTTAévovTal OXOAAOTIKG pe didAupa 10%
udpogeIdiou Tou varpiou.

5 ZYZITAZH TOY KIT ANTIAPAZTHPIQN

MepiexOpeva Tou KIT
Ta avrIdpacTrApIa TTOU TTEPIEXOVTAI O€ KAOE KIT £TTapKoUV yia 100 cwAnvdpia.

1. | AvTIOpAG KOViKAOU évavTl GUVBETIKAG avBpWTTIVNG yaaTpivng-17 ouleuypévng pe Boeia opoAeukwpaTivn, 21mL
avTiopds. AiGAupa apaiwang: 0,05 M puBuIoTIKO SIGAUPA QTPOPIKWY, pH 7.4, 0,25 % avBpwTTivn
opoAsukwparivn kai 0,05 % agidio varpiou.

Xpwua: KiTpIvo.

REAG| A | Ab |

2.|REAG| B | Aa | 2 | Mepiéxel 66 KBq i 1,8 uCi Tnv nuepopunvia avapopdg dpaaTtnpiétntag. H ouvBeTiKr avBpwivn yaoTtpivn-17
eival Iwdiwpévn.

H povoiwdiwuévn popen €xel kabapioTei pe HPLC.

Eidikr dpaoTtnpiétnTa: 1700-2100 pCi/nmol (62-77 MBa/nmol). AuogiAotroinuévo o 2,5mL, 0,5 M puBuIioTikd
SIGAUPA QWOPOPIKWY, pH 7.4, ue 2,5 % avBpwTivn opoAeukwpuaTivn kail 0,5 % agidio vatpiou. Mepiéxel
0,12mL puaioAoyikou opou Kovikhou. Xpwpa: ITTAE. AvacuoTaon o€ 25mL atreaTayuévou vepou.

50 mL apaiwpévou Ig avtiopoU avti-kovikAou aiyag o€ 0,05 M puBuIoTiko didAupa euwopopikwy, pH 7.4, 0,25
% avBpwTTIvn opoAeukwuaTivn kai 0,05 % agidio Tou vatpiou. Mepiéxel 5,0 % (w/v) TTOAUQIBUAEVOYAUKOAN
6000.

Xpwua : KOKKIVO.

3| REAG| C | DAb |

4.|REAG| D |ASSAY| BUF | 40 mL 0,05 M puBuIoTIKO dIGAUNa QuoPopIKwY, pH 7.4, pe 0,25 % avBpwTTivn opoAeukwpuaTivn kai 0,05 %
agidlo varpiou.

5.| REAG| E | CAL | Auo@ilotroinuévo.  Zuykévipwaon WETA Tnv avacuoTtaon : 500pmol/L . O BabuovounTtig éxel TTapayBei amd
OUVBETIKA avBpwTTivn yaaTpivn-17. Apaiwpévog oe 0.05 M puBuIoTiKS didAupa @uo@opikwy, pH 7.4, 0,25 %
avBpwTTivn opoAeukwparivn, 0.05 % adidio vatpiou. AvacUoTtaon o€ 5,00 mL atreatayuévou vepou.

6.| REAG | F-G |Contro|| Meiypata deiypdTtwy eAéyxou (pools) AuogiAotroinuévou opoU pe XapnAr (Kavovikr) Kal upnAfi ouyKEvTpwan
yaoTpivng. 1,00 mL k&Be opol eAéyxou PeTd Tnv avacUoTtaon. BA. akpiBeig TIuéG oTnv eTIKETA TOU @IaAISiou.

ATtraiToUpevog e§OTTAICHOG TTOU eV TTapéxXETal

AokipgaoTika cwAnvépia 11-13 x 55 mm, TToAucTupEviou, piag xprong.

Miréreg pe avaAwoiya puyxn, 100, 200 kai 500 pl.

Mia eravaAnTrmikn miméra, m.X. Eppendorf Multipette, yia dykoug 200 kai 500 pL Ba dieukoAUvel Tn Siavopur) Twv avTidpaaTniwv.
Avapeiktng oTpoBIAIopoU (TUTTOU vortex)

DuyokevTpog, pe duvaTOTNTA TOUAdYIOTOV 1700 X g (TTPOTIATAI PUXOUEVN PUYOKEVTPOG).

MeTpnTg vy akTivoBoAiag TUtTou TTnyadiol (well-type).

oA wNE

MpocToipacia kal @UAAEN TwV avTISpacTnpiwv

duAdooete OAa Ta avTIdPACTAPIa aToug 2-8° C TIpIV aTrd TNV avacuaoTaon Kail Tn Xpron. H otaBepdtnTa Twy avridpaoTnpiwy ETIoNPAIVETAI OTIG
ETIKETEG TWV @QIaAIdiwy. Ma Ta Auo@IAoTroinuéva avTidpaoTApIa N nNUEPopnvia ARENG 1oxUel yia Ta un avacuaTtabévia avridpaoTthipia. Ta
avaouoTaBévra avTidpaoTrpia gival oTabepd €1Ti 8 eBdoUadES, av @uAaxBolv owaTd.

To vepd TTou Ba xpnoiuotroinBei yia TV avacUoTacn Twv AUO@IAOTTOINUEVWY avTIOPAaTNEiwV Ba TTPETTEl va €xEl aTTOOTAXOEI o€ €€ OAOKARpoU
YUGAIVN ouoKeun A va gival avaAoyng kabapdtntag. AlaAUaTE TO TTEPIEXOUEVO O€ éva QITAIDIO PE ATTIA avAdEeUOn Kal ATTOPUYETE TO OXNUATIOUO
agppou.

AvTidpaocTipio A: AVTI-yaoTpivn
‘EToipo yia xprion. duidooetal otoug 2-8° C.

AvTidpaoTipio B: 125I-vo(o'rpivn
AvaouoTraTe pe 25 mL atreoTaypévou vepou. Guldoastal otoug 2-8° C.

AvTidpaoTipio C: PEG 31mrAoU avTicwpaTog
‘EToigo yia xprion. Avapi§te kaAd mpiv atré Tn xprion. Puldooeral oToug 2-8° C.

AvTiSpaocTipio D: PuBuioTiké SidAupa Tpoodiopicou
‘EToipo yia xprion. duidooetal otoug 2-8° C.
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AvTiSpaocTipio E: BaBuovounTtég yaoTpivng

AvaouoTtaon o€ 5,00 mL atreoTaypévou vepou.

Ma TNV TpoeToIpagia Twy TTPOTUTTWY £pyaaciag, BA. diadikaaia padioavoooTTPoadIopIouoU
ATrobnkeloTe oToug -18° C A XauNASTEPA Qv ETTAVAXPNCIKOTTOINBEI.

AvTiSpaoTtipio F-G: Opoi eAéyxou
AvaouoTroTe KABe @iaAidio pe 1,00 mL atreaTayuévou vepou.
ATmroBnkeloTe 0ToUG -18° C A XauNASTEPA Qv ETTAVAXPNCIKOTTOINBEI.

6 AEI'MA

TuAAoyn Seiypatog

O1 aoBeveig Oev Ba TTPETTel va AGBoUV TPoPR Yia TOUAGXIGTOV OéKa WPeG TTPIV atrd Tn ouAAoyn Tou deiyuatog. To @AeBIkS aipa cUAAéyeTal o€
owAnvépia xwpig TpéobeTa. To deiypa Wuxetal oe Aoutpd Trdyou Kai apAvetal va TAgEL. O opdg SlaxwpileTal Ue QUYOKEVTPION aToug +4° C.

O opdg Ba TpéTrel va kaTayuyBei evidg 4 wpwv Kal va QUAaxBei aToug -18° C 1) xapnAdTepa, £wg TNV EKTEAECN TOU TTPOCDIOPIoHOU. ATTOQPUYETE
ETTAVEIANUPEVN KATAWUEN Kal aTTowugn.

7 AIAAIKAZIA NMPOZAIOPIZMOY

7.1 Ailadikacia

AvoouoTAOTE Ta AVTIOPACTHPIO CUPPWVA PE TIG OBNYiES.

Ta avridpaoTtrpia Ba TTPETTEl va aTTOKTAIoOUV Bepuokpaaia dwartiou Trpiv amd Tn xprion. H akpiBeia g 6Aa Ta BripaTta SIAVOUAG e TTITTETA
eival onuavtikr). OAeg o1 dokipaoieg (BabuovounTég, opoi eAéyxou kai Seiypata) Ba Trpémel va exTeAoUvral €1g dirAolv. ‘Evag TARpng
TTPOCGOIOPICUOG TTEPIAOUBAVEL:

Ba6Buovounrég : 7 SI0QOPETIKEG OUYKEVTPWOEIG, 0; 15,6; 31,2; 62,5; 125; 250 ka1 500 pmol/L.
Opoug eAéyxou : YWnAAG kai XapnAARg ouykévTpwaong.
Aciyuara.

ZwAnvdapia yia Tov TTpocdiopioud TnG un €181kAS déausuans (owAnvdpia NSB).
ZwAnvdpia yia Tov TTpoadlopioud TNG 0AIkiS padievépyeiag (cwAnvdpia TOT).
Mia emiokotnon Ba Bpeite oTnv evornra 10.

AvaouoTtrioTe Ta Auo@iAoTToinuéva avTidPaoTAPIa CUPN@WVA UE TIG 0dnyieg TNG OeAIdAg 7 Kal a@OTE Ta AVTIOPACTAPIO VO OTTOKTAOOUV
Beppokpaaia dwuaTtiou.

MpoeToipudaTe Ta TTPOTUTTA £PYATiag yaoTpivng apaiwvovtag To BabuovounTr MaoTpivng 500pmol/L
(AvTidpaaTrpio E) pe pubuioTiko didAupa TTpoodiopiopol (AvTidpaoTrpio D) clpewva pe To akdAouBo Trapddelyua:

- AvmidpaaoTrpio E perd tnv avacltoTaon = 500 pmol/L
- 1,0 mL BaBuovountr 500 pmol/L + 1,0 mL puBuioTiKS didAupa TTpoodiopiopol = 250 pmol/L
- 1,0 mL BaBuovounTth 250 pmol/L + 1,0 mL puBuIoTiKS didAupa TTpoodiopiopol = 125 pmol/L
- 1,0 mL BaBuovounTh 125 pmol/L + 1,0 mL puBuioTiko didAupa TTpoodiopiopol = 62.5 pmol/L
- 1,0 mL BaBuovounTA 62.5 pmol/L + 1,0 mL puBuioTikd didAupa Trpoadiopicuou = 31.2 pmol/L
- 1,0 mL BaBpovounTr 31.2 pmol/L + 1,0 mL pubpioTiké didAupa Trpoadiopiopol = 15.6 pmol/L
- PuBpioTiké didAupa Tpoodiopiopol = 0 pmol/L

(PuAdETe Ta TPOTUTTA O0TOUG —20° C A XaPNASTEPQ €AV ETTAVAYXPNOIUOTTOINBOUV).

Aiaveigete pe mméTa 100 pL Babuovountwy, opwv eAéyxou Kal SelypdTwv OTa avrigTola owAnvapia. Alaveipete pe miméta 300 mi
puBuIoTIKOU dlaAUpaTtog Trpoadiopiouol (AvtidpacTipio D) ot owAnvapia Babuovountwyv NSB kai 200 ml puBuioTikoU SIaAUpaTog
TPoadIopIoUOU Ot cwAnvapia delyudTwy NSB. MpooBéoTe 100 UL otroioudntrore deiyuatog ota 0Uo cwAnvdpia deiyudtwy NSB.

Alaveipete pe miréta 200 L 125I-vc(07p|'vr]g (AvmidpaoTrpio B) og 6Aa Ta owAnvdpia. KAgiote Ta cwAnvapia TOT kal agAoTe Ta KOTa PEPOG.
Alaveipete pe mriréta 200 L avri-yaoTpivng (AvridpaoTrpio A) o€ 6Aa Ta cwAnvdpia ekTég atd Ta NSB kai TOT.

Avapigte (pe avapeikTn aTpoPIAIopoU TUTTOU vortex) TTPOOEKTIKA Ta CwANVApIa Kal TwAcTe €1Ti 60 AeTTd o€ Beppokpaaio dwparTiou (20-25°
C).

MpooBéote 500 L kaAd avapepelypévou PEG dimrAoU avriowpatog (AvridpaaTipio C) og 0Aa Ta cwAnvdpia ekTég améd ta TOT. AvapigTe
(pe avapeikTn oTPORIAICUOU TUTTOU Vortex) TTPOCEKTIKA Kal ETTWACTE €1Ti 30 AETTTA O€ Bepuokpacia dwpartiou.

DuyokevrpioTe €1mi 15 AeTrTéd o€ ToUuAdyioTov 1700 x g, Beppokpaaia 4° C.

MeTtayyioTe TO UTTEPKEINEVO AUECWG PETA TN QUYOKEVTPIOT KAl HETPAOTE T PadIEVEPYEIT TWV ICNUATWY OE JETPNTHA Y aKTIVOBOAIOG.

7.2 YmoAloyiouoi

1.

2.

3.

4.

AgaipéoTe To péoo apiBud kpouoewv (CPM) Tou BaBuovountr NSB atré Tov apiBué kpolaswv (CPM) Twy avTlypdewy Twv BaduovounTtwy,
Kal Ta dsiypata NSB atrd Toug opoug eAéyxou Kal Ta Seiypata.

Anuioupyeital dia KaptruAn Baduovounong péow aTmoTUTTwong Tou deopeupévou KAGouaTtog, B/TOT évavil TwV OUYKEVIPWOEWY TwV
BaBuovounTtwy yaoTpivng. ‘Eva mapddelypa KaumuAng Babuovounong rapartifetal otnv evérnra 10.

YtroAoyioTe pe TTOPEPPOAN TIG CUYKEVIPWOEIG YOOTPIVNG TWV OpWV EAEYXWV Kal Twv OElypaTwy atd Tnv KapTruAn Babuovéunong trou
OnuIoupynOnKE.

H kau1mUANn Babuovéunaong Kail 0 UTTOAOYICUOG TWV CUYKEVTPWOEWY O€ deiyuaTa UTTopei va eKTEAEDTE Pe HEBODO UTTOAOYIOTH.
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8 XAPAKTHPIZTIKA TOY NMPOZAIOPIZMOY

8.1 EuaioOnoia

H eAdxiotn avixveloiun ouykévipwon eival 5 pmol/L. O apiBudg avrioToixei o€ peiwon Tng déopeuang dUo x SD TnG deoUEUPEVNG PadIEVEPYEING
oT0 BabpovounTr) UNOEVIKAG GUYKEVTPWONG.

8.2 Opboérnra

Mia péon avaktnon 97,6% emiTelxOnKe 6TAV YVWOTEG TTOTOTNTEG YOO TPIVNG OTO £0p0og 65-222 pmol/L TTpooTédnkav oTa deiyuaTa opou.

8.3 Akpieia

8.3.1 Aiakuuavon gvrog Tou id1ou TpoadiopIcHOU

Emimedo ZuvreheaTng Slakupavong (%CV) N
41 pmol/L 3,0% 20
135 pmol/L 2,2% 20
8.3.2 Aiakuuavon peradu S1aPopPETIKWVY TTPOTSIOPICHWYV

Emimredo ZuvreheaTng Slakupavong (%CV) N
47 pmol/L 7,5% 17
165 pmol/L 6,2% 17

8.4 EIBIkOTNTA
Bpébnkav ol €€ng dlaoTaupoUpeveg avTIOPATEIG:

‘Evwol AlaoTaupoUevn avridpaon
lFaoTpivn-17 100,0%
looTpivn-17, Beiwpévn 83 %
laoTpivn-34 61 %
CCK-8 36 %
laotpivn 1-14 <0,1 %
ATTEAEUBEPWTIKO TTETTTIOIO YaOTPIVNG <0,01%
AyYEI0dPAOTIKO EVTEPIKO TTETTTIOIO <0,01%
MortiAivn <0,01%
ukayévo <0,01%
2wyatooTaTivn 14 <0,01%
C-tremrTidlo <0,01%

9 TMOIOTIKOZ EAEMX0Oz

9.1 Ol eupeBeioeg CUYKEVTPWOEIG TWV OPWYV EAEYXOU
(AvmidpaoTrpio F kal G) Bpiokovral evidg TwV OpiwV TTOU avaypa@ovTal OTIG ETIKETEG TWV PIAAISIWV.

9.2 ZuvoAIKéG HETPAOEIG

O1 petprioeig Tou AdBate Ba TTPETTEl va TTPOCEYYI(OUV TO avauevOUEVo pubuod kpouoewv CPM dtav TTpocapuogovTal Yia TNV aTTOTEAECUATIKOTNTA
TOU WETPNTA Kal TNV €£aoBévion Tng padievépyelag. To TTePIEXOPEVO l25I-v<:(c7Tp|'vr]g o€ autd 1o KIT Ba dwoel 25 000 CPM (-5%, +20%) tnv
nUEPOMNVia avagopdg dpacTnEIGTNTAG (ATTOTEAETUATIKOTNTA PETPNTH = 80%).

9.3 Méyiotn &éopeuon (Bo/TOT)
YmrohoyiaTe yia kaBe Tpoodlopioud To ToooaTo % Tng deopeupévng padievépyeiag oTo Undeviko Badpovopnm. Bo 100"

TOT

Bo 4 1gp eivaryevika 45-65%, dtav eA€yxeTal TNV NUEPOHNVia avagopdg dpaoTnpIdTnTaS.
TOT

9.4 Mn &8k déopeuon (NSB/TOT)
YmrohoyiaTe yia kaBe TTpoodiopioud To TTocoaTo % pn eidikng déoueuong NSB 100"

TOT

NSB 100 eivan HIKpSTEPO aTTd 5%.

TOT

9.5 KAion Tng KapUAng Babpovopnong
MNa mapddeiyua, TapakoAoubrnoTte Ta onueia 80, 50 kai 20% Tng ypauung Baduovounong yia TNV avatrapaywyiyotnTa amo ekTéAeon o€
eKTEAEDN.
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10 ZYNOWH THZ AIAAIKAZIAZ RIA

ToTmO0g ApiBudg | Agiypa PuBuioTikd 125, Avri- PEG
OWANvapiwv owAnva | BaBuovéun | didAupa yaoTpivn yaoTpivn dIrAou
piwv ong r opdg | Tpocdiopl | ue NRS avTiowpaTt
eAéyxou opou (B) og
QY
©
(D)
TOT 1- 2 - - 200 mL - Avopeigte | - AvapigTte o€
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Babuov 31,3 9-10 100 nmL - 200 mL 200 mL vortex 500 L €1Ti 30 AeTrTd
Babuov 62,5 11-12 100 nmL - 200 mL 200 mL Kai 500 nmL o€
BaBpov 125 13-14 100 L - 200 mL 200 mL ETTWAOTE 500 L Bepuokpaaia
BaBpov 250 15-16 100 L - 200 mL 200 mL eTTi 60 500 L dwypariou
BaBpov 500 17-18 100 L - 200 mL 200 mL AETTTG O€ 500 L
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Opodg eAéyxou | 23-24 100 nmL - 200 mL 200 nmL 500 nmL 1700 x g.
UWNANG CUYK. MerayyioTe
Acgiypa 1 25-26 100 L - 200 mL 200 mL 500 L oToug 4°C Kkal
METPAOTE TN
padievépyeia
TWV ICNUAETWV.
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1 INTRODUKTION

Gastrin och vagalnerverna ar de viktigaste regulatorerna av magsyrasekretionen, men aven andra faktorer an gastrin bidrar till magsyrasekretion.
Gastrinproduktionen sker huvudsakligen i den antropylora mucosan i magsacken. Ett fatal gastrinproducerande celler kan ocksa finnas i
tolvfingertarmen och pankreas.

Gastrin forekommer i manga olika former i human serum. En amiderad C-terminal &r essentiell for den biologiska aktiviteten av gastrinerna.
Progastrin klyvs fran preprogastrin. Det har visats att progastrin & delvis sulfaterat i tyrosin-
resterna. Progastrinet klyvs enzymatiskt till de viktigaste cirkulerande formerna av biologiskt aktivt gastrin: Gastrin-34 och gastrin-17, vilka bada

forekommer i sulfaterade och icke-sulfaterade former. Sma méangder av gastrin-52 (aven benamnd komponent 1), gastrin-14 (mini-gastrin) och
annu mindre fragment har detekterats i serum.

2 KLINISKA OVERVAGANDEN

Gastrin &r en av de mest studerade hormonerna i matsméltningskanalen. Det férekommer i cirkulationen i flera olika former, bland andra gastrin-
34 och gastrin-17, sulfaterat och icke-sulfaterat.

Bestamning av gastrin &r anvandbar i diagnosen av gastrinproducerande tumérer och achylia med eller utan perniciés anemi. | alla dessa kliniska
situationer ar serumgastrinkoncentra-tionen forh6jd. Behandling med kraftfulla syrasekretionshdmmare kan foérorsaka en férhdjning i
serumgastrinkoncentrationen beroende pa en forsamrad syra-feedback i inhibitionen av gastrinfrisattning. Matning av serumgastrin kan salunda
anvandas for att folja behandling med syrasekretionshdammare.

Normal niva av gastrin i humant serum: £60 pmol/L (fasteniva erhallen med denna metod).

Medelvarde: 25 pmol/L + 10 pmol/L (1 SD).
Intervall: 11-54 pmol/L.

3 PRINCIPERNA BAKOM METODEN

Dessa reagens &r avsedda for bestdémning av gastrin i serum hos ménniska. Gastrin i serum bestdams genom kompetitiv radioimmunoanalys med
ett antiserum fran kanin som framtagits mot ett gatsrin-17-albuminkonjugat. Gastrin i kalibrator och analysprov konkurrerar med.

2%_markt gastrin-17 om bindning till antikropparna. **°I-gastrin binder till antikropparna i omvand proportion till mangden av gastrin i kalibrator och
analysprov. Antikroppsbundet.

2°|_gastrin separeras fran den obundna fraktionen med hjalp av dubbel antikropp-polyetylenglykolteknik. Radioaktiviteten i fallningen miits.
Antiserum som anvands vid denna analys korsreagerar med gastrin-34 och de sulfaterade formerna av gastrin-17 och gastrin-34.

4  VARNING

125

Endast for in vitro diagnostik. Detta kit innehaller ~~I (halveringstid: 60 dagar), avger rontgen (X: 28 keV) och gamma (y: 35.5 keV) strélar.

Eftersom foreskrifter varierar fran land till land, &r det av vikt att den person som &r ansvarig for laboratoriet kanner till gallande foreskrifter
avseende radioaktivt material av den typ och mangd som anvands i denna analys.

Kitet innehaller komponenter med humant ursprung. Dessa har testats for hepatit B antigen samt antikroppar mot HCV, HIV-1 och HIV-2 och
befunnits negativa. Komponenterna ska trots detta hanteras som mgjlig smittrisk.

Vidta atgarder enligt lokala och/eller landets foreskrifter avseende handhavande av radioaktivt material. Endast bemyndigad personal ska ha
tillgang till reagenserna.

Foljande sakerhetsatgarder ska iakttas vid handhavande av radioaktivt material:

- Radioaktivt material ska forvaras i harfor avsedda utrymmen, normalt ej tillgangliga fér ej bemyndigad personal.

- Hantering av radioaktivt material ska ske i for andamalet avsedda utrymmen.

- Forsiktighet ska iakttas for att forhindra intag och kontakt med huden och kladerna. Pipettera inte radioaktivt material med munnen.
- Att ata, dricka eller roka ska vara forbjudet i utrymmen dar radioaktivt material hanteras.

- Handskar ska anvéndas och handerna ska tvattas efter hantering av radioaktivt material.

- Hantering ska ske pa yta tackt med absorberande material.

- Utspillt radioaktivt material ska torkas upp omedelbart och allt kontaminerat material ska kasseras som radioaktivt avfall. Kontaminerade ytor
ska torkas av med rengéringsmedel.
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Reagensen i kitet innehaller natriumazid. Kontakt med avioppsrér av koppar eller bly kan resultera i ackumulerad bildning av mycket explosiva
azidavlagringar.

Vid utspolning av reagens i avioppet ska rikliga mangder vatten spolas med for att undvika uppkomst av metallisk azid. R6r som misstanks vara
kontaminerade av explosiva avlagringar ska spolas/skdljas noggrant med 10% natriumhydroxidlésning.

5 REAGENSSATSENS INNEHALL

De reagens som medfdljer varje sats racker till 100 rér.

Antiserum fran kanin framtaget mot syntetiskt humant gastrin-17, konjugerat med bovint serumalbumin. 21 mL
antiserum. Spadningsmedel: 0.05 M fosfatbuffert, pH 7.4, med 0.25% humant serumalbumin och 0.05%
natriumazid.

Féarg: Gult.

1.
|REAG| A |Ab|

2.|REAG| B | Aa | 125, | Innehaller per referensdatum 66 KBq eller 1.8 uCi. Syntetiskt humant gastrin-17 &r joderat.
Den monojoderade formen renas med HPLC.
Specifik aktivitet: 1700-2100 nCi/nmol (62-77 MBg/nmoal). Frystorkat i 2.5 mL 0.5 M fosfatbuffert, pH 7.4, med
2.5% humant serumalbumin och 0.5% natriumazid.
Innehaller 0.12 mL normalt kaninserum.
Farg: Blatt. Rekonstitueras med 25 mL destillerat vatten.

50 mL utspatt getantiserum mot antikanin-lg i 0.05 M fosfatbuffert, pH 7.4, med 0.25% humant serumalbumin
och 0.05% natriumazid.

Innehaller 5.0% (m/v) polyetenglykol 6000.

Farg: Rott.

3]
|REAG| c |DAb|

4.|REAG| b |ASSAY| BUF | 40 mL 0.05 M fosfatbuffert, pH 7.4, med 0.25% humant serumalbumin och 0.05% natriumazid.

Frystorkat. Koncentration efter rekonstituering : 500 pmol/L.

Kalibratoren framstalls av syntetiskt humant gastrin-17. Den har spétts med 0.05 M fosfatbuffert, pH 7.4, med
0.25% humant serumalbumin och 0.05% natriumazid.

Rekonstitueras med 5 mL destillerat vatten.

5]
|REAG| E |CAL|

Frystorkat humant serum med 1&g (normal) och hog koncentration av gastrin. 1.00 mL av respektive

6.
| REAG | Fe |C°””°'| kontrollprov efter rekonstituering.

Utrustning Som Behdvs Men Inte Medféljer

Engangsprovror 11-13 x 55 mm, polystyren.

Pipetter med engangsspetsar, 100, 200 och 500 pL.

Tillsatsen av reagens underlattas av tillgang till en repeterande pipett, t ex Eppendorf Multipipette, fér volymerna 200 och 500 uL
Vortexblandare.

Centrifug som klarar minst 1700 x g (helst en kyld centrifug).

Gammaréknare.

Beredning Och Férvaring Av Reagens

Alla reagens ska forvaras vid 2-8° C fram till rekonstituering och anvandning. Reagensens stabilitet indikeras p& ampullernas etiketter. For
frystorkade reagens galler utgangsdatum fram till rekonstituering. Rekonstituerade reagens &r stabila i 8 veckor om de lagras pa ratt satt.

Det vatten som anvands for rekonstituering av frystorkade reagens ska vara destillerat i en glasapparat eller ha motsvarande renhet. Los innehallet
i ampullen genom att forsiktigt vanda p& ampullen. Undvik skumbildning.

Reagens A : Anti-gastrin
Klart fér anvandning. Forvaras vid 2-8° C.

125 )
Reagens B: I-gastrin

Rekonstitueras med 25 mL destillerat vatten. Férvaras vid 2-8° C.

Reagens C : Dubbel antikropp-PEG
Klart fér anvandning. Blandas vél fére anvandning. Férvaras vid 2-8° C.

Reagens D : Analysbuffert
Klart fér anvandning. Forvaras vid 2-8° C.

Reagens E : Gastrinkalibrator

Rekonstitueras med 5.00 mL destillerat vatten.

Forvaras vid -18° C eller Iagre om innehallet ska anvandas flera ganger.
For beredning av gastrin-kalibratorpunkterna se analysprocedur.
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Reagens F-G : Kontrollprov
Varje ampull rekonstitueras med 1.00 mL destillerat vatten.
Forvaras vid -18° C eller lagre om innehallet ska anvandas flera ganger.

6 PROV

Patienterna ska ha fastat minst tio timmar fére provtagningen. Vendst blod uppsamlas i rér utan tillsatser. Provet kyls i isbad och far koagulera.
Serum separeras genom centrifugering vid +4° C.

Serum bér frysas inom 4 timmar och forvaras vid -18° C eller lagre fram till analystillféllet. Upprepad frysning-upptining bor undvikas.

7  ANALYSPROCEDUR

7.1 Procedur

Rekonstituera reagensen enligt anvisningarna.
Reagensen bor f& anta rumstemperatur innan de anvands. Noggrannhet vid all pipettering har avgérande betydelse. Alla analyser (kalibratoren,
kontrollprover, analysprover) ska dubbleras. En fullstandig analys omfattar:

Kalibratoren : 7 olika koncentrationer: 0, 15.6, 31.2, 62.5, 125, 250 samt
500 pmol/L.

Kontrollprov : L&g och hag.

Analysprov.

Ror for bestdmning av icke-specifik bindning (NSB-ror).
Ror for bestdmning av total radioaktivitet (TOT-ror).
En 6versikt aterfinns under punkt 10.

- Spad de frystorkade reagenserna enligt instruktionen pa sidan 81. Reagensen ska vara rumstempererade vid anvandning.
- Bered gastrinkalibratorpunkterna genom spadning av gastrinkalibratoren med koncentrationen 500 pmol/l (reagens €) i analysbuffert
(reagens d) enligt féljande exempel:

Reagens E = 500pmol/L

1.00 mL kalibrator 500 pmol/L + 1.00 mL analysbuffert = 250 pmol/L
1.00 mL kalibrator 2.50 pmol/L + 1.00 mL analysbuffert =125 pmol/L
1.00 mL kalibrator 125 pmol/L + 1.00 mL analysbuffert = 62,5 pmol/L
1.00 mL kalibrator 62,5 pmol/L + 1.00 mL analysbuffert = 31,2 pmol/L
1.00 mL kalibrator 31,2 pmol/L + 1.00 mL analysbuffert = 15,6 pmol/L
Spadningsbuffert = 0 pmol/L

@ "o a0 o

Forvara kalibratorpunkterna i —20° C eller lagre vid ateranvandning.
- Pipettera 100 pL av kalibrator, kontrollprov och analysprov i respektive provror. Pipettera 300 pL analysbuffert (reagens D) i NSB- kalibrator

proror och 200 pL analysbuffert i NSB-analysprovrér. Tillsatt 100 pL av  eventuelt prov i de bada
NSB-analysprovroren.

25|_gastrin (reagens B) i samtliga ror. Satt lock p& TOT-réren och ta undan dem.

- Pipettera 200 pL av
- Pipettera 200 L av anti-gastrin (reagens A) i samtliga rér utom NSB- och TOT-roren.
- Blanda innehallet i réren noggrant med vortexblandare och inkubera sedan i 60 minuter vid rumstemperatur (20-25° C).

- Tillsatt 500 pL val blandat dubbel antikropp-PEG (reagens C) i samtliga rér utom TOT. Blanda noggrant med vortexblandare och inkubera i
30 minuter vid rumstemperatur.

- Centrifugera i 15 minuter vid minst 1700 x g och 4° C.

- Dekantera supernatanten omedelbart efter centrifugering och mat radioaktiviteten i fallningen med gammaraknare.

7.2 Berakningar

- Subtrahera medelvardet av NSB- kalibrator rérens CPM fran kalibrator ernas CPM och medelvardet at NSB-analysprovrorens CPM fran
kontrollprovens och analysprovens CPM.

- Skapa en kalibreringskurva genom att avsatta bunden fraktion, B/TOT, mot koncentrationen i gastrin kalibrator erna. Pa sidan 11 avbildas
ett exempel pa en kalibreringskurva.

- Interpolera fram gastrinkoncentrationerna i kontrollproven och analysproven utgaende fran kalibreringskurvan.

- Bildandet av kalibreringskurvan och berékningen av koncentrationer i analysproven kan goéras med datorstéd.
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8 PRESTANDA

8.1 Kanslighet
Den lagsta matbara koncentrationen ar 5 pmol/L. Denna siffra motsvarar en minskning i bindningen med dubbla kalibratorawikelsen (2xSD) av
radioaktiviteten i kalibrator med koncentrationen noll.

8.2 Noggrannhet
Nar kanda mangder gastrin sattes till serumprov uppnaddes ett medelvarde av 97.6% i atervinningsgrad i koncentrationsintervallet 65-222 pmol/L.

8.3 Precision
8.3.1 Variationer inom analyser

Niva Variationskoefficient (%VK) N
41 pmol/L 3.0% 20
135 pmol/L 2.2% 2

8.3.2 Variationer mellan analyser

Niva Variationskoefficient (%VK) N
47 pmol/L 7.5% 17
165 pmol/L 6.2% 17

8.4 Specificitet
Foljande korsreaktioner har uppmatts:

Substans Korsreaktion
Gastrin-17 100.0%
Gastrin-17, sulfaterat 83 %
Gastrin-34 61 %
CCK-8 36 %
Gastrin 1-14 <0.1 %
Gastrin releasing peptid <0.01%
Vasoaktiv intestinal peptid <0.01%
Motilin <0.01%
Glukagon <0.01%
Somatostatin 14 <0.01%
C-peptid <0.01%

9 KVALITETSKONTROLL

9.1 Uppmatt koncentration i kontrollproven
(reagens F och G) ska ligga inom de granser som anges pa ampullerna.

9.2 Total counts

De erhallna vardena bor ligga nara forvantade CPM efter korrigering for raknarens verkningsgrad och isotopens sonderfall. Innehallet av
gastrin i detta kit ger 25000 CPM

(-5%, +20%) vid referensdatum (réknarens verkningsgrad = 80%).

125
|-

9.3 Maximal bindning (Bo/TOT)
Berékna for varje analys andelen (i %) av bunden radioaktivitet i noll kalibratorn: (Bo/TOT) x 100
(Bo/TOT) x 100 &r normalt 45-65% vid referensdatum.

9.4 Icke-specifik bindning (NSB/TOT)
Berékna for varje analys andelen (i %) av icke-specifik bindning: (NSB/TOT) x 100.
(NSB/TOT) x 100 &r mindre an 5%.

9.5 Lutningen pé& kalibreringskurvan
Kontrollera exempelvis 80, 50 och 20% punkterna pa kalibreringskurvan for kontroll av reproducerbarhet fran analystillfalle till analystillfalle.
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10 SCHEMA OVER UTFORANDET

Typ av Ror Kalibrator- | Spéadnings- | 125, Anti- Dubbel
ror nr rov  eller | buffert ; rin ntikr
Eontroll gastrin Gast ?)EtG opp
med
NRS
) ® |® ©

TOT 1- 2 - - 200 |- Vortexa - Vortexa och
NSBg; 3-4 - 300 mL 200 |- och 500 L inkubera
Kalib 0 5- 6 100 L - 200 mL | 200 nmi inkubera 500 L 30 min. i rums-
Kalib 15.6 7- 8 100n - 200nL | 200 60min.i |500nL | temperatur.
Kalib 31.3 9-10 100 nmL - 200 mL | 200 nmi rums- 500 nL Centrifugera
Kalib 62.5 11-12 (100 m. - 200 nL | 200 nL tempera- | 500 ni 15 min.
Kalib 125 13-14 | 100 mL - 200 nL | 200 nL tur. 500 ni 1700 x g.
Kalib 250 15-16 100 - 200 nL | 200 i 500 i Dekantera vid 4°
Kalib 500 17-18 | 100 nL - 200l | 200nL 500 ni C och
NSB 19-20 | 100 i 200 m. 200nm. |- 500 m_ avias
Kool 1 2122 |100m |- 200|200 L sooni | Precipitatens
nggg” ﬁgg 23-24 1100 nL - 200 nL | 200 mL 500 L radioaktivitet.
Prov 1 25-26 | 100 ni_ - 200 nL | 200 500 .

EXEMPEL PA GASTRIN KALIBRERINGSKURVA
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1 BEVEZETES

A gyomorsav termelédésének szabalyozasa féleg a gasztrin segitségével, illetve a bolygdidegen keresztul torténik, bar a gasztrinon kivil méas
faktorok is szerepet jatszanak ebben a folyamatban. A gasztrin legfontosabb termel6dési helye a gyomor antrum pyloricumanak nyalkahartyaja.
Talalhatok tovabba gasztrint termeld sejtek a nyombélben és a hasnyalmirigyben is.

Az emberi vérsavo sokféle forméban tartalmazhat gasztrint. A gasztrinok biol6giai aktivitdsahoz elengedhetetlen egy amidélt C-termindlis
szakasz. A progasztrin eléallitdsa a preprogasztrin hasitdsaval térténik. Ismert, hogy a progasztrin a tirozin csoportokon részben szulfatalt. A
progasztrin enzimatikus hasitasa sorén keletkeznek a keringésben részt vevé biolégiailag aktiv gasztrin legfontosabb formai: a gasztrin-34 és a
gasztrin-17. Ezek lehetnek szulfatélt, vagy nem szulfatalt formaban is. A szérum tartalmazhat még kis mennyiségben gasztrin-52-est (més néven
1-es komponens), gasztrin-14-est (mini-gasztrin), illetve mas, kisebb fragmentumokat is.

2 KLINIKAI JELENTOSEG

A gasztrin az egyik legtobbet tanulményozott emésztészervi hormon. A keringésben tébb formaban is eléfordul, kdztuk gasztrin-34 és
gasztrin-17 forméjéban, szulfatélt, illetve nem szulfatalt alakban.

A gasztrin meghatarozéasa fontos lehet a gasztrin-termelé daganatok és az achylia diagnosztizalasanél, amely el6éfordulhat vészes
vérszegénységgel, vagy anélkil. Ezekben a betegségekben a vér gasztrin-koncentracija magas. Gyomorsav-termelést csokkent6 szerekkel
torténd kezelés esetén is eléfordulhat a gasztrin-szint emelkedése, aminek oka az, hogy csékken a gyomorsav negativ visszacsatolé hatésa
a gasztrin termelésére. Tehéat a szérum gasztrin szintjének mérésével figyelemmel lehet kdvetni a gyomorsav termelédését gatlo
gyogyszerekkel torténd kezeléseket.

Az emberi vérsavo normal gasztrin szintje: £60 pmol/l (éhgyomorra mérhetd érték).
Atlagérték: 25 pmol/l + 10 pmol/l (1SD).
Normalis tartomany: 11-54 pmol/l.

3 A MODSZER ELVE

A vizsgélat célja emberi vérsavé gasztrin-szintiének meghatarozasa. A gasztrin kimutatasa egy kompetitiv radioimmun vizsgalattal torténik,
amely sorér)zsa gasztrin-17-albumin konjugatum ellen nyulban termelt ellenanyagot hasznélnak. A kalibratorokban és a mintékban talalhat6
gasztrin a  I-dal jelolt gasztrin-17-tel verseng az ellenanyagok kotShelyeiért. A kotédott **l-gasztrin mennyisége forditottan aranyos a
kalibratorokban és a mintakban talalhaté gasztrin mennyiségével. Az ellenanyaghoz kotott, illetve a nem kotédétt '**I-gasztrinfrakciok
elvalasztasa kett8s ellenanyag-polietilénglikol precipitaciés technikaval torténik. A precipitdtum radioaktivitasat ezutdn meg kell mérni. A
modszernél hasznalt ellenanyag keresztreakciot ad a gasztrin-34-gyel, illetve a gasztrin-17 és gasztrin-34 szulfatalt formaival.

4 MUNKAVEDELMI SZABALYOK

Csak in vitro hasznalatra. A reagenskészlet 5 izotopot tartalmaz (felezési idé: 60 nap), ami ionizalé Rontgen (28 keV) és y (35,5 keV) sugarakat
bocséat ki.

Mivel a szabalyozéas orszagonként valtozik, fontos, hogy a laboratérium felelés szakembere tisztaban legyen a reagenskészletben talalhaté
tipust és mennyiségi radioaktiv anyagokra vonatkozé helyi szabalyozassal.

A reagenskészlet emberi eredetili anyagokat tartalmaz. Ezeket szeroldgiai eljarasokkal megvizsgélték, és negativnak bizonyultak a hepatitis B
felszini fehérjéjére, HCV elleni ellenanyagokra, illetve HIV-1 és HIV-2 elleni ellenanyagokra. Ennek ellenére kezelje 6ket a vérkészitményekre
vonatkozo eléirasok szerint.

Mindent el kell kévetni azért, hogy a radioaktiv anyagok kezelése megfeleljen a helyi és/vagy orszagos szabalyozasnak. Ugyeljen arra, hogy a
reagensekhez csak arra jogosult személyzet férhessen hozza.

A radioaktiv anyagok kezelése soran a kdvetkezé szabélyokat kell betartani:
A radioaktiv anyagokat erre a célra kijeldlt, specidlis terlleten kell térolni, ami el van zarva az illetéktelen személyektdl.

- A radioaktiv anyagok kezelése csak a kijelolt tertileteken torténhet.

- Vigyazzon, hogy a reagensek ne kerlilhessenek szjon at a szervezetbe, és ne érintkezhessenek se bdérrel, se ruhézattal. A
radioaktiv oldatokat ne pipettazza szajjal.

- A vizsgélat helyszinén tilos enni, inni és dohanyozni.

- A radioaktiv anyagokkal végzett munka soran kesztyt kell viselni, a vizsgélat utan pedig kezet kell mosni.

- A vizsgélatot egyszerhaszndlatos nedvszivo anyaggal fedett munkaasztalon kell végezni.

- A kiomlott radioaktiv anyagokat azonnal el kell tavolitani, és az 6sszes fert6zott anyagot radioaktiv hulladékként kell eldobni. A
szennyez6dott munkaasztalt detergenssel kell megtisztitani.

A készlet reagensei Na-azidot tartalmaznak. A reagensekben taldlhaté néatrium-azid robbanésveszélyes fém-azidokat képezhet 6lom és réz
cs6vezetékek anyagaval. Ha a reagenseket a lefoly6ba onti, mindig b6séges mennyiségi vizzel &blitse le, hogy megelézze az azid
felgyllemlését. Ha a vizvezeték rendszerbe ilyen anyagok kerulhettek, alaposan mossa ki ezeket 10 %-0s Na-hidroxid oldattal.
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5 A REAGENSKESZLET TARTALMA

A készlet reagensei
A készlet reagensei 100 vizsgalathoz elegendéek.

1. | REAG | A | Ab | Szarvasmarha szérum albuminnal konjugalt mesterségesen eléallitott human gasztrin-17 ellen termelt nydl
ellenanyag, 21 ml ellenanyag. Higité: 0,05 M foszféat puffer, pH 7,4, 0,25 % human szérum albumin és 0,05
% Na-azid. Szine: sarga.

2. |REAG| B | Ag | 1) | A referencia idépontban a reagens 66 KBg-t vagy 1,8 uCi-t tartalmazott. “I-dal jelélt, mesterségesen
el@éllitott huméan gasztrin-17.
A monojodinalt forma, HPLC-vel tisztitva.
Fajlagos aktivitas: 1700-2100 pCi/nmol (62-77 MBg/nmol). 2,5 ml, 2,5 % human szérum albumint és 0,5 %
Na-azidot tartalmazé, 0,5 M-os foszfat pufferben (pH=7,4) liofilizalva. A reagens 0,12 ml normal nydl savot
tartalmaz. Szine: kék. Beoldas: 25 ml desztillalt vizben.

3. | REAG | o] | DAb | 50 ml higitott kecske anti-nydl Ig ellenanyag 0,05 M foszfat pufferben, pH 7,4, 0,25 % human szérum
albumint és 0,05 % Na-azidot tartalmaz. Ezen kivll 5,0 % (w/v) polietilén-glikol 6000-t is tartalmaz.
Szine: voros.

4. |REAG| D |ASSAY| BUF | 40 ml 0.05 M foszfat puffer, pH 7,4, 0,25 % humén szérum albuminnal és 0,05 % Na-aziddal.

5. |REAG| E | CAL | Liofilizalt. Koncentracié Gjraoldas utan : 500 pmal/l.
A kalibratorok mesterségesen el@éllitott huméan gasztrin-17-et tartalmaznak. A higitds 0,05 M 7,4-es pH-
ju foszfat pufferben tortént; 0,25 % huméan szérum albumin, és 0,05 % Na-azid hozzdadaséaval.
Ujraoldas 5,00 ml desztillalt vizben.

6. | REAG | FG |Comro|| Liofilizalt savokeverékek alacsony (normal) és magas gasztrin koncentracioval. Beoldas utani térfogatuk:

1 ml. A pontos értékeket az ampullak cimkéin talélja meg.

A vizsgélathoz sziikséges tovabbi eszkdzok

Egyszerhasznalatos csévek 11-13 x 55 mm, polisztirén.

Pipettak eldobhatd hegyekkel, 100, 200 és 500 pl.

200 és 500 pl-es ismétld pipettak, pl. Eppendorf Multipipette, ezek megkdnnyitik a reagensek bemérését.
Vortex keverd.

Centrifuga, amely mikdodtethetd 1700 x g-vel (ha lehet, hasznéljon hithetd centrifugat).

A teszthelyek radioaktivitdsanak mérésére szolgal6 gamma-sugarzasmérd.

o rwWNE

A reagensek el6készitése és taroldsa

Feloldas és hasznélat elétt minden reagenst téroljon 2-8° C-on. A reagensek az livegen feltlintetett idépontig felhasznalhatok. A liofilizalt
anyagok esetén a lejérati id6 a feloldatlan reagensekre vonatkozik. A beoldott reagensek megfelel6 tarolas esetén 8 hétig tarthatdk el.

A liofilizalt reagensek beolddsahoz olyan desztillalt vizet kell hasznalni, aminek eléallitdsahoz lveg desztillalét hasznaltak, vagy ennek
megfeleld tisztasdgu. Az ampulla tartalménak feloldédaséat az ampulla 6vatos mozgatasaval lehet elésegiteni, de el kell kertilni a buborékok
képzddését.

A reagens: Anti-gasztrin
Hasznalatra kész. Téarolas 2-8° C-on.

125
B reagens: I-gasztrin

Beoldas 25 ml desztillalt vizben. Tarolas 2-8° C-on.

C reagens: Kettés Ellenanyag-PEG
Hasznélatra kész. Hasznalat elétt alaposan fel kell keverni. Tarolas 2-8° C-on

D reagens: Puffer
Haszndlatra kész. Téarolas 2-8° C-on.

E reagens: Gasztrin kalibratorok

Ujraoldas 5,00 ml desztill&lt vizben.

Kalibrator munkaoldatok elkészitésével kapcsolatban lasd a radioimmun-vizsgélati eljarast.
Téarolas -18° C-on vagy alacsonyabb hémérsékleten Ujrafelhasznédlas esetén.
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F-G reagens: Kontrollok
Minden ampulla tartalmét 1,00 ml desztillalt vizben oldja be. Térolas -18°
C-on vagy alacsonyabb hémérsékleten Ujrafelhasznalas esetén.

6 MINTAK

Mintavétel

Mintavétel elétt a betegeknek legaldbb 10 érat koplalniuk kell. A vénas vért véralvadasgéatiot nem tartalmazé csébe kell levenni. A mintét
tartsa jégen, és hagyja megalvadni. A savot +4° C-on torténd centrifugalassal kell levalasztani.

A savét 4 éran bellll fagyassza le, majd térolja -18° C-on vagy alacsonyabb hémérsékleten a vizsgélat elvégzéséig. A mintak ismételt
lefagyasztasat és felolvasztasat el kell kerdini.

7 A VIZSGALAT MENETE

7.1 El6késziletek

Oldja be a reagenseket a leirtak szerint.

Vizsgalat el6tt varja meg, amig a reagensek szobah&mérsékletlire melegednek. Minden pipettazasnél tigyeljen a pontossagra. Minden
anyaggal (kalibratorok, kontrollok és minték) két-két parhuzamos vizsgélatot végezzen. Minden vizsgalat soran hasznélja a
kdvetkezoket:

Kalibratorok : 7 kiilénbdz6 koncentréacio, 0; 15,6; 31,2; 62,5; 125; 250 és 500 pmol/l.
Kontrollok : Alacsony és magas koncentréacioju.
Minték.

Csovek a nem specifikus kotédés meghatarozasara (NSB-csovek).
Csovek a teljes radioaktivitds meghatarozasara (TOT-csovek).
Az attekinté tablazatot lasd: 10 pont.

. Oldja ujra a liofilizalt reagenseket a 7. oldalon szerepld utasitasok szerint, majd véarjon, amig a reagensek elérték a
szobahémérsékletet.
. A kalibrator gasztrin munkaoldatot gy készitse el, hogy az 500 pmél/l kalibrator gasztrint

(E. reagens) az alabbi példa szerint higitja az assay puffer (D. reagens) segitségével:

- Az Ujraoldas utani E. reagens = 500 pmdal/l
- 1,0 ml 500 pmdl/l kalibrator + 1,0 ml vizsgalati puffer = 250 pmal/l
- 1,0ml 250 pmdl/l kalibrator + 1,0 ml vizsgalati puffer = 125 pmol/l
- 1,0 ml 125 pmdl/l kalibrator + 1,0 ml vizsgalati puffer = 62.5 pmél/l
- 1,0ml 62.5 pmol/l kalibrator + 1,0 ml vizsgalati puffer = 31.2 pmal/l
- 1,0ml 31.2 pmol/l kalibrator + 1,0 ml vizsgélati puffer = 15.6 pmél/l
- Vizsgalati puffer = 0 pmal/l
(A kalibratorokat —20 °C-on vagy annal alacsonyabb hémérsékleten tarolja, ha majd késébb Gjrafelhasznaljak).

Mérjen 100 pl kalibréatort, kontrollt, és mintat a megfelelé csévekbe. Pipettdzzon 300 pl puffert (D reagens) az NSB-kalibrator-
csovekbe, és 200 nl puffert az NSB-minta-csévekbe. Mérjen 100 mi-t a mintdkbdl a két NSB-minta-csébe.

Pipettazzon 200 mi-t a ***l-gasztrinbél (B reagens) minden csébe. A totalokat fedje le és tegye félre.

Mérjen 200 ml anti-gasztrint (A reagens) minden cs6be kivéve az NSB-t és a TOT-ot.

Ovatosan vortexelje meg, majd inkubalja a csoveket 60 percig szobahémérsékleten (20-25° C).

Mérjen 500 m alaposan felkevert kettés ellenanyag-PEG-et (C reagens) minden csébe kivéve a TOT-ot. Ovatosan vortexelje meg és
inkubdlja a csoveket 30 percig szobahémérsékleten.

Centrifugélja 6ket 15 percig 4° C-on legalabb 1700 x g-vel.

A centrifugélds utan azonnal dntse le a fellldsz6t, és mérje le a radioaktivitdst a gamma-sugarzasmeérdvel.

7.2 Eredmények kiszdmitasa

1. Vonja le az NSB-kalibrator atlagos bettésszamét (cpm) a kulénbo6zé kalibratorok beltésszamabdl, illetve az NSB-minta csdvek értékét
a kontrollok és mintak cpm értékeibdl.

2. Akalibracios gorbét agy rajzolja fel, hogy a kétédott frakcié szazalékos értékeit (B/TOT) a gasztrin kalibratorokhoz tartozé
koncentréciok figgvényében &brazolja. Kalibraciés gorbére példat a 10. pontban talalhat.

3. Akontrollokhoz és a mintakhoz tartozé gasztrin koncentraciok leolvashatok a kalibraciés gorbérél.

4.  Akalibracios gorbe megrajzolasat és a mintdk koncentracidinak kiszamitasat szamitdgép segitségével is elvégezheti.
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8 A VIZSGALAT JELLEMZOI
8.1 Erzékenység

A legalacsonyabb kimutathat6 koncentracié 5 pmol/l. Ez a nulla koncentraciéju kalibratorra kapott radioaktivitas érték 2 kalibrator deviaciéval
csokkentett értékének felel meg.

8.2 Pontosséag

A kisérlet soran, amikor vérsavé mintakhoz 65-222 pmol/l-es tartomanyban ismert mennyiségll gasztrint adtak, az atlagos visszanyerés
97,6%-nak bizonyult.

8.3 Precizitas

8.3.1 Vizsgélaton bellli variabilitas

Mennyiség Variécios koefficiens (%CV) N
41 pmol/l 3,0% 20
135 pmol/l 2,2% 20

8.3.2 Vizsgalatok kozotti variabilitas

Mennyiség Variacios koefficiens (%CV) N
47 pmol/l 7,5% 17
165 pmol/l 6,2% 17

8.4 Specificitas
A vizsgélatok soran a kovetkez6 anyagok adhatnak keresztreakciot:

Vegyulet Keresztreakcio
Gasztrin-17 100,0%
Gasztrin-17, szulfatélt 83 %
Gasztrin-34 61 %
CCK-8 36 %
Gasztrin 1-14 <0,1 %
Gastrin releasing peptid <0,01%
Vasoaktiv intesztinalis peptid <0,01%
Motilin <0,01%
Glukagon <0,01%
Szomatosztatin 14 <0,01%
C-peptid <0,01%
9 MINOSEGELLENORZES

9.1 A kontrollsavOkra kapott koncentrécio értékek
(F és G reagensek) az ampullak cimkéin megadott hatarok kozétt voltak.

9.2 Teljes radioaktivitas
A medfigyelt belitésszamnak meg kell kézelzitenie a vart cpm értéket, figyelembe véve a méréberendezés hatasfokat és a radioaktiv bomlas
1

mértékét. A reagenskészletben taldlhatdé I-gasztrin aktivitasa a referencia idépontban 25 000 CPM (-5%, +20%) (a méréberendezés
hatasfoka = 80%).

9.3 Maximalis kotédés (Bo/TOT)

Minden vizsgélat elvégzésekor szamolja ki a nulla-kalibrator %-os kétédési értékét: Bo/ TOT x 100.
Bo/ TOT x 100 altaldban 45-65% a referencia idépontban.

9.4 Nem specifikus kotédés (NSB/TOT)

Minden vizsgélat elvégzésekor szamolja ki a nem specifikus kotédés %-os értékét: NSB / TOT x 100
NSB/ TOT x 100 kevesebb, mint 5%.

9.5 A kalibréaciés gérbe meredeksége

A vizsgélatok reprodulkalhatsdganak ellenérzése céljabdl kisérje figyelemmel példaul a 80, 50 és 20%-hoz tartoz6 értékeket a kalibraciés
gorbén.
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10 AZ ELJARAS ROVID LEIRASA

A csovek tipusa Acs6 | Mintaés | Puffer 2. Anti- Kettds
szama | kontroll (D) gasztrin gasztrin ellenanyag-
kalibrator NRS-sel | (A) PEG
(B) ©)
TOT 1-2 - - 200 mL - - Vortex-keverés
NSBst 3-4 - 300 ni 200 L - Vortex- 500 nL és inkubalas
Calib 0 56 |100nm |- 200nt | 200m 500 L 30 percig
Calib 15.6 7-8 100 L - 200 L 200 L Keverés 500 L szobahdn.
Calib 31.3 9-10 100 L - 200 L 200 L és 500 L Centrifugalas
Calib 62.5 11-12 100 L - 200 L 200 L 500 L )
Calib 125 13-14 | 100n | - 200m. | 200nmL | Inkubalas | 500 i 15 percig
Calib 250 15-16 | 100 n_ - 200 i 200 L ) 500 ni 1700 x g-vel.
Calib 500 1718 | 100nm | - s0ont | 200m | SOPECI9 | 500t Feliiltisz6 elontése
NSBwinta 19-20 100 mL 200 mL 200 mL - szobahén. | 500 L 4°C-on, majd a
Alacsony kontroll 21-22 100 nL - 200 nL 200 mL 500 nL precipitatum
Magas kontroll 23-24 100 ) 200 200 200 - radioaktivitisanak
Minta 1 25-26 100 L - 200 L 200 L 500 L mérése.

PELDA GASZTRIN KALIBRACIOS GORBERE

50 4

&0

30 -

20 4

] M 20n 00 400 L]
prnall
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Used symbols

Symboles utilisés

Consult instructions for use

Consulter lesinstructions d' utilisation

f ] Storage temperature Température de conservation
: Use by Utiliser jusque

LoT] Batch code Numéro de lot

[FEF] Cata ogue number Référence de catal ogue
[BOHTROL] Control Controle

In vitro diagnostic medica device

Dispositif médical de diagnostic in vitro

Manufacturer

Fabricant

Contains sufficient for <n> tests

Contenu suffisant pour <n> tests

Wash solution concentrated Solution de lavage concentrée
CAL 0 Zero calibrator Cadlibrateur zéro
CAL N Calibrator # Calibrateur #
CONTROL | N Control # Controle#
Ag | 128l Tracer Traceur
A | sl Tracer Traceur
Ag | 1251 | cone Tracer concentrated Traceur concentré
A 125 | CONC Tracer concentrated Traceur concentré
j Tubes Tubes
INC | BUF Incubation buffer Tampon dincubation
ACETONITRILE Acetonitrile Acétonitrile
SERUM Serum Sérum
DL | sPE Specimen diluent Diluant du spécimen
DL | BUF Dilution buffer Tampon de dilution
ANTISERUM Antiserum Antisérum
IMMUNOADSORBENT Immunoadsorbent Immunoadsorbant

Cadlibrator diluent

Diluant de caibrateur

Reconstitution solution

Solution de reconstitution

Polyethylene glycol

Glycol Polyéthyléne

Extraction solution

Solution d’extraction

ELU | SON Elution solution Solution d’elution
GEL Bond Elut Silica cartridges Cartouches Bond Elut Silica
PRE | SOLN Pre-treatment solution Solution de pré-traitement

Neutraization solution

Solution de neutralisation

Tracer buffer

Tampon traceur

Microtiterplate

Microplaque detitration

Conjugeate buffer

Ab | HRP HRP Conjugate HRP Conjugué

Ag | HRP HRP Conjugate HRP Conjugué

Ab | HRP | CONC HRP Conjugate concentrate HRP Conjugué concentré

Ag | HRP | CONC HRP Conjugate concentrate HRP Conjugué concentré
CONJ | BUF Tampon conjugué

Chromogenic TMB concentrate

Chromogéne TMB concentré

CHROM TMB | CONC

CHROM | TMB Chromogenic TMB solution Solution chromogéne TMB
SUB | BUF Substrate buffer Tampon substrat
STOP | SOLN Stop solution Solution d’ arrét
INC | SR Incubation serum Sérum dincubation
BUF Buffer Tampon
Ab AP AP Conjugate AP Conjugué
SuB | PNPP Substrate PNPP Tampon PNPP

Biotin conjugate concentrate

Biotine conjugué concentré

Avidine HRP concentrate

Avidine HRP concentré

Assay buffer

Tampon de test

Biotin conjugate

Biotine conjugué

Specific Antibody

Anticorps spécifique

SAV | HRP | CONC Streptavidin HRP concentrate Concentré streptavidine HRP
NS8 Non-specific binding Liant non spécifique
2nd Ab 2nd Antibody Second anticorps
ESEE Adidification Buffer Tampon dacidification
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Gebruikte symbolen

Gebrauchte Symbolen

il Raadpleeg de gebruiksaanwijzing Gebrauchsanweisung beachten

f ] Bewaartemperatuur Lagern bei

= Houdbaar tot Verwendbar bis

LoT] Lotnummer Chargenbezeichnung

REF Catal ogusnummer BestellInummer
[BOHTROL] Controle Kontrolle

owom] Medisch hulpmiddel voor in-vitro diagnostiek In Vitro Diagnostikum

| Fabrikant Hersteller

[ Inhoud vol doende voor <n> testen Ausreichend fir <n> Ansétze

Wasoplossing, geconcentreerd

Waschl6sung-Konzentrat

CAL 0 Nulkalibrator Null kalibrator
CAL N Kalibrator # Kalibrator #
CONTROL | N Controle# Kontrolle #
Ag | 128l Tracer Tracer
A | sl Tracer Tracer
Ag | 1251 | conc Tracer geconcentreerd Tracer Konzentrat
Ab | 1251 | CONC Tracer geconcentreerd Tracer Konzentrat
j Buisies Rohrchen
INC | BUF Incubatiebuffer Inkubationspuffer
ACETONITRILE Acetonitrile Azetonitril
SERUM Serum Humanserum
DL | sPE Specimen diluent Probenverdiinner
DL | BUF Verdunningsbuffer Verdunnungspuffer
ANTISERUM Antiserum Antiserum
IMMUNOADSORBENT Immunoadsorbent Immunadsorbens
DL | cAL Kalibratorverdunner Kalibratorverdiinnung
REC | SOLN Reconstitutieopl ossing Rekonstitutionsl6sung
Polyethyleen glycol Polyethylenglykol

Extractieoplossing

Extraktionsl6sung

ELU | SOLN Elutieoplossing Eluierungslsung

GEL Bond Elut Silica kolom Bond Elut Silikakartuschen
PRE | SOLN Pre-behandelingsoplossing Vorbehandlungsl 6sung
NEUTR | SOLN Neutralisatieoplossing Neutralisierungsl dsung
TRACEUR | BUF Tracerbuffer Tracer-Puffer

Microtiterplaat Mikrotiterplatte

Ab | HRP HRP Conjugaat HRP Konjugat

Ag | HRP HRP Conjugaat HRP Konjugat

Ab | HRP | CONC HRP Conjugaat geconcentreerd HRP Konjugat Konzentrat

Ag | HRP | CONC HRP Conjugaat geconcentreerd HRP Konjugat Konzentrat
CONJ | BUF Conjugaat buffer Konjugatpuffer
CHROM | TMB | CONC Chromogene TMB geconcentreerd Chromogenes TMB Konzentrat
CHROM | TMB Chromogene Oplossing TMB Farblésung TMB

SUB | BUF Substraatbuffer Substratpuffer

STOP | SOLN Stopoplossing Stoppl &sung

INC | SR Incubatieserum Inkubationsserum

BUF Buffer Puffer

Ab AP AP Conjugaat AP Konjugat

SUB | PNPP Substraat PNPP Substrat PNPP

BIOT | CONJ | CONC Geconcentreerd Biotine conjugaat Biotin-Konjugat-Konzentrat

AVID | HRP | CONC Geconcentreerd Avidine-HRP conjugaat Avidin-HRP-Konzentrat
ASS | BUF Assay buffer Assaypuffer

Ab | BIOT Biotine conjugaat Biotin-Konjugat

m Specifiek antilichaam Spezifischer Antikorper

Streptavidine-HRP concentraat

HRP Streptavidinkonzentrat

NS8 Aspecifieke binding Unspezifische Bindung
2nd Ab 2de antilichaam Sekundérer Antikdrper
| ACID | BUF | Verzuringsbuffer Ansauerungspuffer
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Simboli utilizzati

Simbolos utilisados

Consultare leistruzioni per I'uso

Consultar las instrucciones de uso

Limitazioni di temperatura

Limitacion de temperatura

: Utilizzare entro Fecha de caducidad
Lot Numero di lotto Codigo delote
[FEF] Numero di catalogo NUmero de catédl ogo
[BOHTROL] Controllo Control
owom] Dispositivo medico-diagnostico in vitro Producto sanitario paradiagndstico in vitro
ﬂ Fabbricante Fabricante

Contenuto sufficiente per <n> saggi

Contenido suficiente para<n> ensayos

£\ «at
9 .
g
z

CONC

Tampone di lavaggio concentrato

Solucion de lavado concentrada

CAL 0 Cadlibratore zero Calibrador cero

CAL N Standard # Calibrador #
CONTROL | N Controllo # Control #

Ag | 1250 Marcato Trazador

Ab | 1280 Marcato Trazador

Ag | 1251 | conc Marcato concentrato Trazador concentrada

Ab 1251 CONC

Marcato concentrato

Trazador concentrada

]

Provette

Tubos

INC | BUF Tampone incubazione Tampdn de incubacion

ACETONITRILE Acetonitrile Acetonitrilo

SERUM Siero Suero

DL | SPE Diluente campione Diluyente de Muestra
DIL | BUF Tampone diluizione Tampén dedilucion
ANTISERUM Antisiero Antisuero
IMMUNOADSORBENT Immunoassorbente Inmunoadsorbente

Diluente cdibratore

Diluyente de calibrador

RE( SOLN

Soluzione di ricostituzione

Solucion de Reconstitucion

Polietilenglicole

Glicol Polietileno

EXTR [ SOLN

Soluzione di estrazione

Solucion de extraccion

ELU SOLN

Soluzione di eluizione

Solucién de elucion

T

Cartucce di silice bond elut

Cartuchos Bond Elut Silica

PRE SOLN

Soluzionedi pretrattamento

Solucion de Pre-tratamiento

NEUTR | SOLN

:

Soluzione di neutralizzazione

Solucion de Neutralizacion

TRACEUR | BUF Tracer Buffer Tamp6n de trazador
Piastradi microtitolazione Placa de microvaloracion
Ab | HRP HRP Coniugato HRP Conjugado
Ag | HRP HRP Coniugato HRP Conjugado
Ab | HRP | CONC HRP Coniugato concentrato HRP Conjugado concentrada
Ag | HRP | CONC HRP Coniugato concentrato HRP Conjugado concentrada

Q
Q
z
&

BUF

Buffer coniugato

Tamp6n de Conjugado

CHROM ™B CONC

Cromogena TMB concentrato

Cromégena TMB concentrada

CHROM | T™MB

Soluzione cromogena TMB

Solucién Cromégena TMB

SuB | BUF Tampone substrato Tampoén de sustrato
STOP | SOLN Soluzione di arresto Solucion de Parada
INC | ser Incubazione con siero Suero de Incubacion
BUF Buffer Tampén
Ab AP AP Coniugato AP Conjugado
SUB | PNPP Substrato PNPP Sustrato PNPP

BIOT CONJ | CONC

Concentrato coniugato con biotina

Concentrado de conjugado de biotina

AVID HRP | CONC

Concentrato avidinaHRP

Concentrado avidinaHRP

ASS BUF

Soluzione tampone per test

Tampoén de ensayo

Ab BIOT

Coniugato con biotina

Conjugado de biotina

i

Al

Anticorpo Specifico

Anticuerpo especifico

SAV HRP | CONC

Streptavidina-HRP concentrata

Estreptavidina-HRP Concentrado

N8 Legame non-specifico Uni6n no especifica
2nd Ab 2° Anticorpo Segundo anticuerpo
ESEE Tampone Adidificante Tampon de Acidificacion
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Simbolos utilizados Anvanda symboler
il Consulteinstrugdes de utilizagio Lés instruktionerna fére anvandning

f ] Temperatura de conservaggo Forvaringstemperatur
= Utilizar antes de Anvénds av
LoT] Cédigo de lote Lotnummer
[FEF] NUmero de catédl ogo Katal ognummer
[BOHTROL] Controlo Kontroll
KL Dispositivo médico de diagndstico in vitro In vitro diagnostiskt kit
Fabricante Tillverkare

Contetido suficiente para<n> testes

Innehdllet racker till <n> prover

WASH | SOLN | CONC

Solucdo de lavagem concentrada

Tvéttl6sning, koncentrerad

CAL 0 Calibrador zero Nollkaibrerare
CAL N Calibrador # Kalibrator #
CONTROL | N Controlo # Kontroll #
Ag | 1251 Marcador Radioisotop, antigen
Ab 1251 Marcador Radioisotop, antikropp
Ag | 125 | conc Marcador concentrada Radioisotop, antigen koncentrerad
Ab | 1251 | CONC Marcador concentrada Radioisotop, antikropp koncentrerad
1 Tubos Ror
INC | BUF Tampéo de incubagéo Inkuberingsbuffert
ACETONITRILE Acetonitrilo Acetonitril
UM Soro Serum
L Diluidor de espécimes Spadningsbuffert for prover
Tampéo de diluicdo Spédningsbuffert
ANTISERUM Anti-soro Antiserum
Imunoadsorvente Immunoadsorberare

Diluente do calibrador

Kalibratordiluent

REC | SOLN Solucdo de Reconstitui¢éo Rekonstitutionslsning
Polietileno-glicol Polyetylenglykol

EXTR | SOLN Solucdo de Extraccéo Extraktionsl&sning

BU | SN Soluggo de Eluicio Elueringsl6sning

Cartuchos de silicaBond Elut

Silikonpatroner for elueringsbindning

Soluggo de pré-tratamento

Forbehandlingsl 6sning

Solugéo de neutralizagéo

Neutraliseringsl ésning

TRACEUR | BUF Tamp&o Marcador Tracerbuffert
Placa de micro titulagéo Microtiterplatta
A | HRP HRP Conjugagéo HRP-konjugat
Ag HRP HRP Conjugagéo HRP-konjugat
Ab | HRP | conc HRP Conjugagdo concentrada HRP-konjugat-koncentrat
Ag HRP | CoNC HRP Conjugagdo concentrada HRP-konjugat-koncentrat
cons | BUF Conjugue o tamp&o Konjugatbuffert

CHROM ™B CONC

Cromogénica TMB concentrada

Kromogeniskt TM B-koncentrat

CHROM | T™MB

Solugdo Cromogénica TMB

Kromogenisk TMB-I&sning

SUB | BUF Tampéo de substrato Substratbuffert
STOP | SOLN Solugéo de Paragem Stopldsning
INC [ SR Soro deincubaggo Inkubationsserum
BUF Tampéo Buffert
Ab AP AP Conjugagéo AP-konjugat
SUB | PNPP Substrato PNPP Substrat-PNPP

BIOT CONJ | CONC

Concentrado conjugado de biotina

Biotinkonjugat koncentrat

AVID HRP | CONC

Concentrado HRP de avidina

Avidin HRP-koncentrat

ASS BUF

Tampéo de ensaio

Provbuffert

Ab BIOT

Conjugado de biotina

Biotinkonjugat

Al

Anticorpo especifico

|1

Tampéo de acidificaggo

HRP | CONC Estreptavidina HRP concentrado -

NSB Ligagdes n&o especificas -
2ndAb Anticorpo secundério -
ESEE -
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Enrelijynon ov OV

Anvendte symboler

ZvpPovievteite Tig 0dNyieg xpriong

Laes brugsvejledningen

Oeppokpacio amobikevong

Opbevaringstemperatur

: Hypepopmvia Anéng Anvend inden
LOT Ap1Opdg Toptidog Batchkode
[FEF] ApBpdg Kataddyon Katal ognummer
ECATROL] Tpotvmo eréyyov Kontrol

In Vitro Awyvootiké lotpoteyvortytkd mpotdv

Medicinsk udstyr til in vitro-diagnosticering

Kataokevaomg

Fabrikant

Tepeyopevo emapkég yuo «» eEeTdoElg

Indeholder nok til <n> test

ZUUTUKVOUEVO SLHAVLLOL EKTAVONG

Koncentreret vaskeopl gsning

CAL 0 Mndevikog Babpovountg Nul-kalibrator

CAL N BaBpovopntig # Kalibrator nr.
CONTROL | N Opodg eréyyov # Kontrol nr.

Ag | 125l IynOétng Marker

Ab | 1280 IynOétng Marker

Ag | 1251 | CONC Xpopoyovog Iyvndémg Koncentreret marker
A 1251 | CONC Xpopoyovog Iyvndémg Koncentreret marker
'] ZoMvapla Tuber

INC | BUF Pubpiotikd didhopa endaong Inkubati onsbuffer
ACETONITRILE Axetovirpilio Acetonitril

SERUM Opog Serum

DL | SPE Awihopa apainong detypdtmv Provediluent

DL | BUF Pubpiotikd didhvpo apaioong Fortyndingsbuffer

ANTISERUM Avtiopog Antiserum
IMMUNOADSORBENT AvocompoopoenTikd Immonoadsorbent

Addopa Tpoemeepyaciog

DIL | cAL Apowtikd Babpovountédv Kalibratordiluent
REC | SOLN Awhopa ovecvoTaong Rekonstitueringsopl gsning
PEG ToAvatbvievoyAvkoin Polyetylenglykol
EXTR | SOLN Awdhopa exydiong Ekstraktionsoplgsning
ELU | SOLN Awdhopa Ekhovong Elueringsopl gsning
GEL Dvoryyeg moprtiov Bond Elut Patroner med bindingselueringssilica
PRE | SOLN Forbehandlingsopl gsning

NEUTR | SOLN Awdhopa e€0vdetépmong Neutraliseringsopl@sning
TRACEUR | BUF PuBuiotikd dddvpa Markerbuffer
TTAGKo LkpoTThodoToNg Mikrotiterplade
Ab | HRP HRP Zolevypa HRP-konjugat
Ag | HRP HRP Zolevypa HRP-konjugat
Ab | HRP | CONC Xpopoydvog HRP Zolevypo HRP-konjugat-koncentreret
Ag | HRP | CONC Xpopoydvog HRP Zolevypo HRP-konjugat-koncentreret
CONJ | BUF Pubpiotikd didhvpo ovledypatog Konjugatbuffer
CHROM | TMB | CONC Xpopoyovog TMB Kromogen TMB-koncentreret
CHROM | TMB Audhopa ypopoyovov TMB Kromogen TM B-opl gsning
SUB | BUF Pubpiotikd didAupio VTOGTPMUOTOG Substratbuffer
STOP | SOLN Avaoyetikd avtidpoaotiplo Stopopl gsning
INC | SR Opdg emdaong Inkubati onsserum
BUF PouBuiotikd dddvpa Buffer
Ab AP AP Z0levypo AP-konjugat
SUB | PNPP PNPP vrtoctpdpatog Substrat PNPP

ZUUTVKVOUEVO avTIdpactiplo cuievypévo pe Protivn

Biotin konjugat koncentrat

Zopmokvopévo dtdivpo ofdivng-HRP

Avidin HRP koncentrat

PuBiotiko stddvpo Tposdopicron

Provebuffer

avTIdPuoTHPLo GLEEVYHEVO ne Plotivn

Biotin konjugat

Ewdwo6 Avticopo

PuBiotiko Atdivpo 6&vo

SAV | HRP | CONC Topmvkvopévn otpentafidivy cuvetevypuévn pe HRP -
N8 un-edikn déopevon -
2nd Ab 20 Avticopo -

| ACID | BUF | -
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Stosowane symbole

Hasmnalt szimbélumok

Przed zastosowaniem zapoznac si¢ z instrukcja

Olvassa e ahaszndati Gtmutat6t

f ] Temperatura przechowywania Térolasi homérséklet
: Zuzy¢ przed Lejérati id6
LT Kod serii Gyértési kod
[FEF] Numer katal ogowy Katal 6gus szam
ECHTROL] Kontrola Kontrol
v o Urzadzenie medyczne do diagnostyki in vitro In vitro diagnosztikai eszkdz

Producent

Gyarto

Zawartos¢ wystarczajaca do <n> testow

Tartalma <n> teszt el végzésére el egendd

WASH | SOLN | CONC

Roztwér ptuczacy stezony

Moso folyadék koncentrétum

CAL 0 Kalibrator zerowy Zero kalibrétor
CAL N Kalibrator nr Kalibrétor #
CONTROL | N Kontrolanr Kontrol #

Ag 1251

Znacznik izotopowy

Nyomjelz6 izotop

Ab 1251

Znacznik izotopowy

Nyomjelz6 izotop

Ag 1251 | CONC

Znacznik izotopowy stezony

Nyomjelz6 izotép koncentrdtum

Ab 1251 CONC

Znacznik izotopowy stezony

Nyomjelz6 izotép koncentrdtum

1 Probowki Csbvek
INC | BUF Wymegana i nkubacja buforu Inkubd 6 puffer
ACETONITRILE Acetonitryl Acetonitril
UM Surowica Szérum
L Rozcienczalnik probki Mintahigitd
Bufor do rozcienczania Higito puffer
ANTISERUM Antysurowica Antiszérum
Immunoadsorbent Immunadszorbens

Rozcienczanik kalibratora

Kalibrétor higité

REC | SOLN Roztwor do rozcienczania Mintael 6készité ol dat
Glikol poli(oksy)etylenowy Polietilén glikol

EXTR | SOLN Roztwor ekstrakeyjny Extrakci6s ol dat

ELU | SON Roztwor eucyjny Elud 6 oldat

Kolumny krzemionkowe Bond Elut

Bond Elut Silicaszilikagél patronok

Roztwér do przygotowania wstepnego

Elékezel 6 oldat

Roztwér neutralizujacy

Semlegesité oldat

TRACEUR | BUF Bufor znacznika Nyomjelz6 izotdp higitd puffer
mikroptytka Mikrotiter lemez
Ab | HRP Koniugat peroksydazy chrzanowej HRP konjugétum
Ag | HRP Koniugat peroksydazy chrzanowej HRP konjugétum
Ab | HRP | CONC Koncentrat koniugatu peroksydazy chrzanowej HRP konjugétum koncentrétum
Ag | HRP | CONC Koncentrat koniugatu peroksydazy chrzanowej HRP konjugétum koncentratum
CONJ | BUF Bufor do koniugacji Konjugéatum puffer

CHROM ™B CONC

Koncentrat chromogenu TMB (czterometylobenzydyny)

Kromogén TMB koncentrdum

CHROM | T™MB

Roztwér chromogenu TMB (czterometylobenzydyny)

Kromogén TMB oldat

SUB | BUF Bufor substratu Szubsztrét puffer
STOP | SOLN Roztwér zatrzymujacy reakcje Stop oldat
INC | SR Wymegana i nkubacja surowicy Inkubéci 6s szérum
BUF Bufor Puffer
Koniugat AP (fosfatazy alkalicznej) AP konjugétum

p-nitrofenyl ofosforan substratowy

Szubsztrét PNPP

BIOT CONJ | CONC

Koncentrat koniugatu biotyny

Biotin konjugatum koncentrétum

AVID HRP | CONC

Koncentrat peroksydazy chrzanowej z awidyna

Avidin HRP koncentrdtum

ASS BUF

Bufor do oznaczania

Vizsgdlati puffer

Ab BIOT

Koniugatu biotyny

Biotin konjugdtum

Al

Przeciwciato swoiste

Specifikus ellenanyag

|1

HRP | CONC Koncentrat streptawidyny HRP Sztreptavidin HRP koncentrétum
NSB Wiazanie nieswoiste Nem-specifikus kétédés
2nd Ab Drugie przeciwciato Mésodlagos €llenanyag
[aco [ sur | Bufor zakwaszajacy Savas puffer
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H3n0,3BaHU CUMBOJIH

il BuskTe nHCTpyKIMATa 32 paboTa
f Temneparypa Ha CbXpaHeHHE
L o
- Hsnonsgaiite ¢
LOT IMapTunen xox

Karanosxen Homep

Konrpon

W1 BUTPO TMArHOCTHYHO MEMIIMHCKO H3/IeIHe

Ipoussoauren

Cun;p)l(aﬂne JIOCTaTh4HO 3a <N> TecTa

KonueHTprpan u3MHBal pa3sTBop

CAL 0 Hynes kanu6parop
CAL N KanuGpartop #
CONTROL | N Kontpon #

A Tpeiicsp

i i Tpeiicep

Konuenrpupan Mapkep

A 1251 | CONC KoHueHTpupan Mapkep
1 EnpyseTku
INC | BUF Hukyb6armonen Oydep
ACETONITRILE AICTOHUTPHI
SERUM Cepym
DIL | SPE Paspenuren 3a npodure
oL | BUF Bybep 3a paspexnane
AHTHCEPYM
HmyHoabcopOeHT

Paspeauten 3a kanubpatopa

Ipecn3naBany pa3Tsop

Tonuerunen rMkomn

ExcrpakToB pa3tBop

PastBop 3a emounpane

CHITHKAreTHH TBJIHUTENTN

Ipen-neueben pazTBOp

Heyrpanusupani parsop

Mapkepen Oydep

MHuKpPOTHTBPHA IIACTHHA

HRP xontorar / Konrorar Ha XpsiHOBa [IepOKCHa3a

HRP xontorar / Konrorar Ha XpsiHOBa [IepOKCHa3a

HRP KoHIOTHpaH KOHLEHTPAT

HRP KoHIOTHpaH KOHLEHTPAT

CoNJ | BUF Bydep 3a kontorara
CHROM | TMB | CONC Xpomorenen TMB konueHTpar
CHROM | TMB Xpowmorenen TMB pasteop

su | BUF Cyb6crparen Oydep

STOP | SOLN Cron pa3TBOp

INC | SR HHKy6armoHeH cepym

suF Bydep
Ab AP

AP kontorar / KoHIOraT Ha ankaiHa gocdaraza

PNPP

Cy6cerpar PNPP / mapa wutpodenun pocdar

buoTnH KOHIOTHpaH KOHLEHTpAT

AVID HRP | CONC

Lo | o ]
BIOT CONJ | CONC
[ | e Joore]

AsuanH HRP konueHTpar

Bydep 3a npobure

buotun xoHiorar

crnenupuIHO AHTHTAIIO

crpenrtasuaud HRP koHLeHTpat

NSB He crienu(uIHO CBbp3BaHe
2ndAb BTOPO aHTHTSUIO
| ACID | BUF |

KHcenuHu3upai oydep
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