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Read entire protocol before use.

| GFBP3-EASIA

INTENDED USE

Immunoenzymetric assay for thein vitro quantitative measurement of the human
Insulin-like Growth Factor Binding Protein-3 (IGFBP-3) in serum.

GENERAL INFORMATION
Proprietary name: DIAsource IGFBP3-EASIA Kit

Catalogue number : KAP1171 : 96 tests

Manufactured by : DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue del'Indudtrie, 8, B-1400 Nivelles, Belgium.

For technical assistance or ordering information contact :
Tel : +32 (0)67 88.99.99 Fax : +32 (0)67 88.99.96

CLINICAL BACKGROUND

Theinaulin-like growth factor (IGF) system isthe primary regulator of normal body growth and regeneration, affecting
cell proliferation, differentiation and apoptosis. In addition, the IGF-system appears to modify insulin sensitivity and long-
term glucose metabolism. Finally, numerous epidemiological, experimental and clinical data indicate that the IGF-system
isalsoinvolved in the development of several common cancers as well as frequent diseases such as atherosclerosisand type
2 diabetes mdlitus.

The IGF-system consists of a family of closely related peptides, which includes the two primary growth promoting
peptides, IGF-I and IGF-11, 6 specific high-affinity IGF-binding proteins (IGFBP-1 to -6), and a large non-IGF-binding
glycoprotein, the “acid labile subunit” (ALS).

IGFBP-3 is the most abundant |GF-binding protein, accounting for as much as 75% or more of the circulating |GF-binding
capacity in healthy subjects. IGFBP-3 shares functional properties with IGFBP-5 in that both peptides are able to form high
molecular weight ternary complexes of ~150 kilo Dalton with ALS and either IGF-I or —II. However, IGFBP-5 circulatesin
much lower concentrations than IGFBP-3, and in healthy subjects the ternary complexes carry as much as 90% of IGFBP-3
but only about 50% of IGFBP-5.

Originaly, the IGFBPs were thought to serve as IGF-carrier proteins, stabilizing plasma IGF levels and controlling the
egress of IGF from the circulation to the extra-vascular compartment. Furthermore, it was assumed that | GFBP-complexed
IGF was biologically more or |less inactive, being deprived its ability to interact with the IGF-I receptor. However, it soon
became apparent that in some experimental settings the IGFBPs stimulated rather than inhibited IGF-I mediated actions,
and accordingly, the IGFBPs are now often referred to as modulators of |GF-I bioactivity. In addition, the majority of the
IGFBPs, and in particular IGFBP-3, exerts IGF-I and IGF-I receptor independent effects, possible involving interactions
with specific receptors located at the cell surface and intracellular. For example, IGFBP-3 is nowadays considered to serve
as an anti-cancer molecule, apparently protecting against several common cancers, and effects of IGFBP-3 on insulin
signaling in cultured adipocytes have al so been suggested.

The turnover of the ternary complexesis very dow, and the plasma concentration of IGFBP-3 remains stable throughout
the day, being unaffected by short-term nutritional changes. Thus, the level of IGFBP-3 may be determined by one single
measurement. GH is the primary regulator of IGFBP-3 as well as of IGF-I and ALS and therefore, al three peptides
increase during the pubertal growth spurt, where after levels gradually decline with increasing age. In children, IGFBP-3
has been shown to correlate with the 24-h integrated GH secretion and in particular in children IGFBP-3 may be helpful in
the diagnos's of GH deficiency.
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IV. PRINCIPLES OF THE METHOD

The DIAsource IGFBP3-EASIA is a solid phase Enzyme Amplified Sensitivity
Immunoassay performed on microtiterplates.  Calibrators and samples react
with the capture monoclonal antibody (MAb 1) coated on microtiter well and
with a monoclonal antibody (MAb 2) labelled with horseradish peroxidase
(HRP). After an incubation period allowing the formation of a sandwich: coated
MAb 1 — human IGFBP3- MAb 2 — HRP, the microtiterplate is washed to
remove unbound enzyme labelled antibody. Bound enzyme-labelled antibody is
measured through a chromogenic reaction. Chromogenic solution (TMB) is
added and incubated. The reaction is stopped with the addition of Stop Solution
and the microtiterplate is then read at the appropriate wavelength. The amount
of substrate turnover is determined colourimetrically by measuring the
absorbance, which is proportional to the human IGFBP3 concentration.

A calibration curve is plotted and IGFBP3 concentration in samples is
determined by interpolation from the calibration curve.

V. REAGENTSPROVIDED

Reagents 96 tests Color Recongtitution
Kit Code
Mizroti terplate 96 wells blue Ready for use
with 96 anti
|GFBRS

(monoclona

antibodies) coated

breakable wells

1via red Dilute 20 x with

Ab HRP CONC 05 ml conjugate buffer

Conjugate: HRP | abelled anti-| GFBP3
(monoclond antibodies) in TRIS buffer
with bovine serum abumin and thymol

1vial red Ready for use
10 mi
Conjugate buffer: Tris buffer with
bovine serum abumin and thymol
CAL N 5vids yellow | Add 1 ml distilled water
lyophilized
Cdibrators - N = 1to 5, in phosphate
buffer with bovine serum and thymol.
See exact vaues on vid labels.
Calibratorsare prediluted.
I Usedilution buffer as zero
calibrator.
DIL BUF 1vid black Ready for use
100 ml

Dilution buffer: Phosphate buffer with
bovine abumin ,bovine serum and
thymol.

2vids silver Add 1 ml distilled

Controls-N =1or 2
in human serum with thymol.

Controlsare prediluted.

|WASH| SOLN |CONC| 1via brown | Dilute 200 x with
10ml distilled water (use a
Wash Solution (Tris-HCI) magnetic stirrer).
CHROM T™B lvid white | Ready for use
12 mi

Chromogenic TMB Solution
(Tetramethyl benzydine)

1via black | Ready for use
12 mi

Stop solution: HCI 1.ON

Note: usethedilution buffer as zero calibrator.
The calibrators are standardized against the NIBSC/WHO recombinant |GFBP-
3, reference reagent coded 93/560.

VI. SUPPLIES NOT PROVIDED

The following material isrequired but not provided in thekit:

1. High quality distilled water

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

Plastic tubes for dilution of samples

Vortex mixer

Magnetic stirrer

Washer for microtiterplates

Microtiterplate reader capable of reading at 450 nm and 650 nm
(monochromatic reading)
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VIl. REAGENT PREPARATION

A. Calibrators: Recongtitute calibrators with 1 ml distilled water.

I Usedilution buffer as zero calibr ator

B. Controls: Recongtitute the controlswith 1 ml distilled water.

C  Working IGFBP3-HRP conjugate : Prepare an adequate volume of
conjugate solution by adding for example :100 pl of the 20 x concentrated
IGFBP3-HRP conjugate to 2 ml of conjugate buffer. Use a vortex to
homogeni ze. Extemporaneous preparation is recommended.

D.  Working Wash solution : Prepare an adequate volume of Working Wash
solution by adding 199 volumes of distilled water to 1 volume of Wash Solution
(200x). Use a magnetic stirrer to homogenize. Discard unused Working Wash
solution at the end of the day.

VIII.STORAGE AND EXPIRATION DATING OF
REAGENTS

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

§ Unused strips must be stored, at 2-8°C, in a sedled bag containing a
desiccant until expiration date.

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

§ The concentrated Wash Solution is stable at room temperature until
expiration date.

§ The Working IGFBP3-HRP conjugate is stable for 4 hours at room
temperature, avoid direct sunlight.

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

IX. SPECIMEN COLLECTION AND PREPARATION

§ Serum must be kept at 2 - 8°C.

§ If the test is not run within 24 hours, storage in aliquots at -20°C is
recommended. Avoid subsequent freeze thaw cycles.

§ Prior to use, al samples should be at room temperature. It is
recommended to vortex the samples before use.

§ Do not use haemolysed samples.

X.  PROCEDURE

A. Handling notes

Do not use the kit or components beyond expiry date.

Do not mix materials from different kit lots.

Bring all the reagents to room temperature prior to use.

Thoroughly mix all reagents and samples by gentle agitation or swirling.
Perform calibrators, controls and samples in duplicate. Vertical alignment
is recommended.

Use a clean plastic container to prepare the Wash Solution.

In order to avoid cross-contamination, use a clean disposabl e pipette tip for
the addition of each reagent and sample.

For the dispensing of the Chromogenic Solution and the Stop Solution
avoid pipettes with metal parts.

High precision pipettes or automated pi petting equipment will improve the
precision.

Respect the incubation times.

To avoid drift, the time between pipetting of the first calibrator and the last
sample must be limited to the time mentioned in section XI1I paragraph E
(Time deay).

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

Di spense the Chromogenic Solution within 15 minutes following the
washing of the microtiterplate.

During incubation with Chromogenic Solution, avoid direct sunlight on the
microtiterplate.
Procedure

Label one plain platic tube for each sample.

Dispense 1 ml of Dilution Buffer into each tube.

Add 10 pl of sampleinto these tubes.
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13.

14.
15.

XI.

X1

Vortex pre-diluted samples ,reconstituted calibrators and controls.
Select therequired number of wellsfor the run. The unused wells should
be resealed in the bag with a desiccant and stored at 2-8°C.
Secure the wellsinto the holding frame.
Pipette 100 pl of dilution buffer as zero calibrator. Pipette 100 pl of each
calibrator, control and diluted sampleinto the appropriate wells.
Pipette 50 pl of IGFBP3-HRP conjugate solutioninto all thewells.
Incubate for 2 hours at room temperature.
Aspirate the liquid from each well.
Woash the plate 3 times
Pipette 100 pl of the Chromogenic solution into each well within 15
minutes following the washing step.
Incubate the microtiterplate for 30 minutes at room temperature, avoid
direct sunlight
Pipette 100 pl of Stop Solution into each well.
Read at 450 nm (reference filter 630 nm or 650 nm) within 1 hour and
cal culate the results as described in section X

CALCULATION OF RESULTS

Read the plate at 450 nm against a reference filter set at 650 nm (or 630
nm).

Calculate the mean of duplicate determinations.

On semi-logarithmic or linear graph paper plot the OD values (ordinate)
for each calibrator against the corresponding concentration of Hu IGFBP3
(abscissa) and draw a calibration curve through the calibrator points by
connecting the plotted points with straight lines.

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

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

. TYPICAL DATA

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

IGFBP-3-EASIA OD units
Calibrator 0 ngm | 0028
460 ngml | 0114
1270 ngml | 0311
3020 ngml | 0.778
6710 ngml | 1403
16070  ngml | 2588

XI1l.PERFORMANCE AND LIMITATIONS

A. Detection Limit
Sixteen zero calibrators were assayed along with a set of other calibrators.
The detection limit, defined as the apparent concentration two standard
deviations above the average OD at zero binding, was 10 ng/ml
B. Specificity
Some potentially interfering hormones have been tested. At
concentrations up to 10 pg/ml, none of the following hormones showed
significant interference :
- rhiGF-BP1
- rhIGF-BP2
- rhiGF-BP4
- rhIGF-BP5
- rhIGF-BP6
- rhIGF-|
- rhIGF-I1
C. Precision
INTRA ASSAY INTER ASSAY
Serum N <X>=*SD CV || Serum N <X>+8D CcVv
(ng/ml) (%) (ng/ml) (%)
A 2 827.2+4199 | 51 A 10 3074 £198.67 | 64
B 22 | 2081.6+1044 | 51 B 10 4951 + 206.4 6

SD : Standard Deviation; CV: Coefficient of variation

D.  Accuracy
RECOVERY TEST
Sample Added IGFBP3 Recovered |IGFBP3 Recovery
(ng/ml) (ng/ml) %)
Serum 1 3700 3880 104.8%
5940 6680 112%
10680 11700 109.5%
Serum 2 3700 3760 101.6%
5940 6620 111%
10680 11620 108.8%
DILUTION TEST
Sample Dilution Theoretical Concent. Measured Concent.
(ng/ml) (ng/ml)
Serum A 71 6720
12 3360 3510
14 1680 1540
/8 840 760
116 420 440
Serum B 11 6510
12 3250 3190
4 1620 1410
/8 810 710
116 400 440
Serial dilutions were made after theinitial dilution with dilution buffer as
described in the procedure section X. B. 2-3 .

E. Time delay between last calibr ator and sample dispensing
As shown hereafter, assay results remain accurate even when a sampleis
dispensed 30 minutes after the calibrators have been added to the coated
wells.

TIME DELAY
Omin 30min
(ng/ml) || (ng/ml)
S1 4060 4800
S2 5930 5900

XIV. INTERNAL QUALITY CONTROL

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

§ If desirable, each laboratory can make its own pools of control samples,
which should be kept frozen in aliquots. Controls which contain azide will
interfere with the enzymatic reaction and cannot be used.

§ Acceptance criteria for the difference between the duplicate results of the
samples should rely on Good L aboratory Practises

§ It is recommended that Controls be routinely assayed as unknown
samples to measure assay variability. The performance of the assay
should be monitored with quality control charts of the controls.

§ Itisgood practiseto check visually the curve fit selected by the computer.



XV. REFERENCE INTERVALS

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

MALES (ng/ml) FEMALES (ng/ml)

Age Group
Mean Range N Mean Range N
0- 2years| 2638 1481-4481 15 2348 1398-3485 12
3- Syears| 2405 1478-3052 12 2752 2059-3325 13
6- 8years| 3186 2506-4428 17 3282 2469-4495 13
9-1lyears| 3263 2020-4705 21 3298 2342-4640 11
12-14years || 3672 2238-5971 19 4241 3000-7022 14
15-17years || 4031 2710-5235 21 4181 2539-6607 20
18-20years || 3826 2303-5537 10 3709 2272-6102 9
21-30years| 3372 2092-4552 11 3766 2704-5594 10
31-40years| 2704 1190-4140 14 3372 2659-4533 12
41-50vyears [ 3885 2318-6896 18 3240 2322-4046 16
51-60years| 3175 2112-4625 16 3830 1602-5997 15
>60yeas| 2826 1155-3876 23 3621 1995-6505 21

XVI. PRECAUTIONS AND WARNINGS

Safety

For in vitro diagnostic use only.

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

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

Avoid any skin contact with all reagents, Stop Solution contains HCI. In case of
contact, wash thoroughly with water.

Do not smoke, drink, eat or apply cosmetics in the working area. Do not pipette
by mouth. Use protective clothing and disposable gloves.
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XVIII. SUMMARY OF THE PROTOCOL

CALIBRATORS SAMPLE(S)
CONTROLS pl
pl

DILUTION OF SAMPLES
Dilution buffer - 1000
Sample - 10
Shaking Vortex
INCUBATION
Cdibrators (0 to 5), controls 100 -
Diluted Samples, - 100
Diluted Conjugate 50 50

Incubate for 2 hours a room temperature.
Aspirate the contents of each well.
Wash 3 times with 400 pl of Wash Solution and aspirate.

Chromogenic Solution 100 100

Incubate for 30 min a room temperature

Stop Solution 100 100

Read on a microtiterplate reader and record the absorbance of each well a 450 nm

(versus 630 or 650 nm)
DlAsource Catdogue Nr : P.I. Number : Revisionnr :
KAP 1171 1700773 /en 090505/1

Revision date : 2009-05-05
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Lire entiérement le protocole avant utilisation.

| GFBP3-EASIA

BUT DU DOSAGE

Trousse de dosage immunoenzymatique pour la mesure quantitative in vitro de la protéine de liaison 3
du facteur de croissance proche de I'insuline humaine (IGFBP-3: Insulin-like Growth Factor Binding
Protein-3) dansle sérum.

INFORMATIONS GENERALES
Nom du produit : DIAsource IGFBP3-EASIA kit
Numéro de catalogue: KAP1171: 96 tests

Fabriqué par : DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue del'Indudrie, 8 B-1400 Nivelles Belgium.

Pour une assistance technique ou uneinformation sur une commande :
Tel : +32 (0)67 88.99.99 Fax : +32 (0)67 88.99.96

CONTEXTE CLINIQUE

Le systéme de facteur de croissance proche de I'insuline (IGF) et lerégulateur primaire dela croissance corporelle normale
et de larégénération influencant la prolifération, la différentiation et |'apoptose celulaires. De plus, le systéme IGF modifie
la sensibilité a l'insuline et le méabolisme du glucose a long terme. Enfin, de nombreuses données épidémiologiques,
expé&rimentales et cliniques indiquent que le systéme IGF est également impliqué dans le développement de différents
cancers courantsains que dans des maladi es fréguentes comme | 'athéroscl érose et | e diabéte de type 2.

Le systéme IGF se compose d'une famille de peptides &roitement apparentés qui inclut les deux peptides primaires de
promotion de la croissance, les IGF-I et IGF-I1, les 6 protéines de liaison avec une forte affinité des IGF (IGFBP-1 a 6) et
une grande glycoproténe ne liant pas|'IGF, la"sous-unité acidolabile" (ALS).

L'IGFBP-3 et la sous-unité de liaison de I'|GF la plus abondante. Elle représente 75% et plus de la capacité de liaison de
I''GF circulante chez les sujets sains. L'IGFPB-3 partage des propriétés fonctionnelles avec I'lGFPB-5: les deux peptides
sont capables de former des complexes ternaires de haut poids moléculaire de ~150 kilos Dalton avec I'ASL et soit I'lGF-I
soit I'lGF-Il. Les concentrations en IGFBP-5 sont cependant bien inférieures a celles de I''GFBP-3. Chez le sujet sain, on
retrouve jusqu'a 90% de 'l GFBP-3 sous forme de compl exes ternaires, mais seulement 50% environ del'| GFBP-5..

Au départ, on pensait que les IGFBP servaient de protéines de liaison de I'lGF, stabilisant |es taux plasmatiques d'|GF et
contrdlant la sortie de I'lGF de la circulation vers le compartiment extravasculaire. De plus, on a supposé que le complexe
IGFBP-IGF était biologiquement plus ou moins inactif, étant privé de sa capacité a interagir avec le récepteur IGF-I.
Cependant, il est rapidement apparu que, dans certaines expériences, les IGFBP stimulaient plutdt qu'inhibaient |es actions
meédiées par I'lGF-| e, par conséquent, les IGFBP sont maintenant référencées en tant que modulateurs de la bioactivité de
I''GF-I. De plus, la majorité des IGFBP et, en particulier I''GFBP-3, exercent des effets indépendants sur I'|GF-1 et sur le
récepteur IGF-I, provoquant éventuellement des interactions avec des récepteurs spécifiques stués a la surface et a
l'intérieur de la cdlule. Par exemple, I''GFBP-3 est aujourd'hui considérée comme éant une molécule anticancéreuse,
protégeant apparemment contre certains cancers courants. On a également suggéré des effets de I'|GFBP-3 sur le signal de
I'insuline dans des cultures d'adipocytes.

La rotation des complexes ternaires est tres lente et la concentration plasmatique en IGFBP-3 reste stable au cours de la
journée, n'éant n'est pas affectée par des changements nutritionnels a court terme. Une seule mesure du taux d'|GFBP-3 est
donc suffisante. La GH est le régulateur primaire de I''GFBP-3 ains que de I'lGF-| et de I'ALS. Par conséquent, les trois
peptides augmentent pendant la poussée de croissance pubertaire aprés laguelle les taux diminuent progressivement avec
I'age. On a montré que, chez I'enfant, I'GFBP-3 est corrélée avec la sécrétion de GH intégrée sur 24 heures. Le dosage de
I'GFBP-3 peut étre utile, en particulier chez I'enfant, dans |e diagnostic d'une déficience en GH.



IV.  PRINCIPES DU DOSAGE

La DIAsource IGFBP3-EASIA et une «Enzyme Amplified Sensitivity
Immunoassay » en phase solide effectuée sur des micro-plaques. Les calibrateurs
et les échantillons réagissent avec I'anticorps de capture monoclonal (AcM 1)
recouvrant les puits et avec un anticorps monoclonal (AcM 2) marqué avec la
peroxydase (HRP). Aprés une période d'incubation permettant la formation d'un
sandwich: AcM 1 tapissé — IGFBP3 humaine — AcM 2 — HRP, la micro-plaque
et lavée afin d' enlever |"anticorps libre marqué enzymatiquement. L’ anticorpslié
marqué enzymatiquement est mesuré avec une réaction chromogénique. Une
solution chromogénique (TMB) est gjoutée et incubée. La réaction est arrétée
avec |"addition de Solution d’arrét et la micro-plaque est alors lue a la longueur
d'onde appropriée. La quantité de remplacement de substrat est déerminée
colorimétriquement par la mesure de I'absorbance, qui est proportionnelle a la
concentration en |GFBP3 humaine.

Une courbe de calibration est dessinée et la concentration en IGFBP3 dans les
échantillons est déterminée par interpolation de la courbe de calibration.

V. REACTIFS FOURNIS

Réactifs 96 tests Code Reconstitution
Kit Couleur
Plaques de micro-titration| 96 puits bleu Prét al’emploi
sécable avec 96 puits

recouvert d' anti IGFBP3
(anti corps monocl onal)

Ab HRP |conc 1 flacon Rouge | Diluer 20 x avec Ie,
05ml tampon du conjugué
Conjugué: anti-l GFBP3 marqué avec
de |’ HRP (anticorps monoclond)
dans un tampon TRIS avec dela
sérum abumine bovine et du thymol
1 flacon Rouge | Prét al’emploi
10ml
Tampon du conjugué: un tampon
TRIS avec de |'d bumine bovine et du
thymol
CAL 5 flacons Jaune | Ajouter 1ml d'eau
lyophilisés distillée
Cdibraeur N = 1 & 5, dans un
tampon phosphate avec de la sérum
abumine bovine et du thymol
Vaeurs exactes sur chaque flacon.
Lescalibrateurssont prédilués.
I utiliser le tampon de dilution
comme calibrateur zéro.
DIL BUF Iflacon Noir Prét al’emploi
100 ml
Tampon de dilution:  tampon
phosphate avec de la sérum albumine
bovine, du sérum bovin et du thymol.
2 flacons Gris Ajouter 1 ml d’eau
lyophilisés distillée
Contréles - N = 1 ou 2 dans du sérum
humain et du thymol
Lescontroles sont prédilués.
1 flacon Brun Diluer 200 x avec de
|WASH| SoLN |C°NC| 10m I"eau distillée (utiliser
Solution de Lavage un agitateur
(Tris-HCI) magnétique).
1 flacon Blanc | Prét al’emploi
12ml

Solution Chromogene TMB
(Tetramethyl benzydine)

Prét al’emploi

- 1 flacon Noir
STOP | SOLN 2ml

Solution d'arrét: HCl 1,0N

Note: utiliser le tampon de dilution comme calibrateur zéro.
Les calibrateurs sont standardisés par rapport al'lGFBP-3 recombinante, standard
de référence NIBSC/WHO code 93/560.

VI. MATERIELSNON FOURNIS

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

1. Eau ditillée d' une haute qualité

2. Pipettes pour distribuer: 50 pl, 100 pl et 1 ml (I'utilisation de pipettes
précises et de pointes en plastique est recommandée)

Destubes en plastique pour la dilution des échantillons

Agitateur vortex

Agitateur magnétique

Laveur de micro-plaques

Lecteur de micro-plaques capable de lire a 450 nm et 650 nm (lecture
monochromatique)

Nookrw

VII. PREPARATION DESREACTIFS

A. Calibrateurs: Reconstituer lescalibrateursavec 1 ml d eau distillée.

! Utiliser letampon de dilution comme calibrateur zéro

B. Controles: Recongtituer les contrdlesavec 1ml d eau distillée.

C. Conjugué IGFBP3-HRP de travail: Préparer un volume adéquat de
conjugué de travail en agjoutant, par exemple: 100 pl du conjugué |IGFBP3-
HRP concentré (20x) a 2 ml de tampon du conjugué. Utiliser un agitateur
magnétique pour homogénéiser. |l est recommandé de faire une dilution
extemporanée.

D. Solution de Lavage : Préparer un volume adéquat de Solution de Lavage en
gjoutant 199 volumes d'eau distillée & 1 volume de Solution de Lavage
(200x). Utiliser un agitateur magnétique pour homogénéser. Eliminer la
Solution de Lavage non utiliséealafin delajournée.

VIIl. STOCKAGE ET DATE D'EXPIRATION DESREACTIFS

§  Avant |'ouverture ou la recongtitution, tous les composants de la trousse
sont stables jusqu'a la date d expiration, indiquée sur I'éiquette, s la
trousse est conservée entre 2 et 8°C.

§ Des barrettes inutilisées doivent ére gardées, a 2-8°C, dans un sachet
cacheté contenant un dessi ccateur jusqu’ ala date d’ expiration.

§  Aprésreconstitution, les calibrateurs et les controles sont stables pendant 7
joursentre 2 et 8°C. Pour de pluslongues périodes de stockage, des aliquots
devront étre réalisés et ceux-ci seront gardés a —20°C pendant 3 mois.
Eviter des cycles de congélation et décongéation successifs.

§ La Solution de Lavage concentrée est stable a température ambiante jusqu’ a
ladate d’ expiration.

§ Le conjugué de travail IGFBP3-HRP est stable pendant 4 heures &
température ambiante. Eviter I'exposition directe au soleil.

§ Des altérations dans |’ apparence physique des réactifs de la trousse peuvent
indiquer uneingtabilité ou une déérioration.

IX. PREPARATION ET STABILITE DE L’ECHANTILLON

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

§ S le test n'est pas réalisé dans les 24 heures, un stockage en aiquots a
-20°C est recommandé. Eviter des cycles de congdation et décongéation
successifs.

§  Avant I'utilisation des échantillons, ceux-ci doivent é&re a température
ambiante. On recommande de vortexer les échantillons avant de les utiliser.

§  Nepasutiliser d échantillons hémolysés

X. MODE OPERATOIRE

A. Notes de manipulation
Ne pas utiliser la trousse ou ses composants apres avoir dépassé la date
d' expiration.
Ne pas mélanger du matérie provenant de trousses de lots différents.
Mettre tous|es réactifs a température ambiante avant utilisation.
Mélangez tous |esréactifs et | es échantill ons sous agitation douce.
Réaliser les calibrateurs, les contrdles et les échantillons en double. Un
alignement vertical est recommandé.
Utiliser un récipient en plastic propre pour préparer la Solution de Lavage.
Pour éviter toute contamination croisée, utiliser une nouvelle pointe de
pipette pour |’ addition de chaque réactif et échantillon.
Pour la distribution de la solution du chromogéne et de la solution d' arrét,
éviter des pipettes avec des parties en métal.
Des pipettes de haute précision ou un équipement de pipetage automatique
permettent d’ augmenter la précision.
Respecter lestemps d'incubation.
Afin déviter des anomalies, le déla entre le pipetage du premier
calibrateur et celui du dernier échantillon doit &re limité au délai indiqué a
lasection XIIl paragraphe E (Déai).
Préparer une courbe déalonnage pour chague nouvelle série
d' expériences, ne pas utiliser |es données d' expériences précédentes.
Distribuer la solution du chromogéne dans les 15 minutes aprés le lavage
dela plaque de micro-titration.
Eviter exposition alalumiére du soleil lors de I’ incubation avec la solution
du chromogene.



M ode opératoire

Etiqueter un tube ordinaire en plastique pour chacun des échantillons.
Distribuer 1 ml de tampon de dilution dans chacun des tubes.

Ajouter 10 pl d'échantillon dans cestubes.

Vortexer les échantillons prédilués, les calibrateurs reconstitués et les
controles.

Sélectionner le nombre de barrettes nécessaires pour le test. Les barrettes
inutilisées doivent ére cachetées de nouveau dans le sachet avec un
desiccateur et gardées a 2-8°C.

6. Placer |es barrettes dans le support.

7. Pipeter 100 pl du tampon de dilution comme calibrateur zéro. Pipeter 100
ul de chaque Calibrateur, Contréle et Echantillon dilué dans les puits

Ea O oY)
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appropriés.
8. Pipeter 50 pl du conjugué | GFBP3-HRP de travail danstous les puits.
9. Incuber pendant 2 heures a température ambiante.

10.  Aspirer leliquide de chaque puits.

11.  Laver laplague 3 fois.

12.  Pipeter 100 pl de la solution chromogene dans chaque puits dans les 15
minutes apres la phase de lavage.

13.  Incuber la micro-plaque pendant 30 minutes a température ambiante,
éviter exposition alalumiére du soleil.

14.  Pipeter 100 pl dela Solution d’ arrét dans chaque puits.

15.  Lire les absorbances a 450 nm (filtre de référence 630 nm ou 650 nm)
endéans |’ heure et calculer lesrésultats comme décrits dans la section XI1.

XlI. CALCUL DES RESULTATS

1. Lirela plague & 450 nm contre un filtre de référence mis a 650 nm (ou 630
nm).

2. Calculer la moyenne de chaque détermination réalisée en double.

3. Dessner sur un graphique linéaire ou semi-logarithmique les cpm

(ordonnées) pour chaque calibrateur contre la concentration
correspondante en IGFBP3 humaine (abscisses) et dessiner une courbe de
calibration a I’ aide des points de calibration, en connectant les points avec
deslignesdroites.

4, Lire la concentration pour chaque contrdle et échantillon par interpolation
sur la courbe de calibration.
5. L’ analyse informatique des données simplifiera les calculs. S un systéme

d'analyse de traitement informatique des données est utilisé il est
recommandé d’ utiliser lafonction « 4 paramétres » du lissage de courbes.
Xll. DONNEESTYPES

Les données représentées ci-dessous sont fournies pour information et ne peuvent
jamais étre utilisées ala place d’ une courbe d' éalonnage.

IGFBP3-EASIA UnitésOD

Calibrateur
0 ngml | 0,028

460 ng/ml 0,114
1270  ng/ml 0,311
3020 ng/ml | 0,778
6710 ng/ml | 1,403

16070  ng/ml | 2,588

XI1l1. PERFORMANCE ET LIMITES

A. Sensibilité

Seize calibrateurs zéro ont été testés en parallde avec un assortiment d' autres
calibrateurs. La limite de détection, définie comme la concentration apparente
située 2 déviations standards au-dessus de la moyenne DO déerminée a la
fixation zéro, éait de 10 ng/ml.

B. Spécificité
Certaines hormones pouvant potentiellement interférer ont été testées dans cet
essai. A des concentrations allant jusqua 10 pg/ml, aucune des hormones n'a
montré uneinterférence significative :

- rhiGF-BP1

- rhIGF-BP2

- rhiGF-BP4

- rhIGF-BP5

- rhIGF-BP6

- rhIGF-|

- rhIGF-I1

C. Précision

INTRA-ESSAI INTER-ESSAI
Sérum N <X>+SD CcVv Sérum | N <X>#*SD CcVv
(ng/ml) (%) (ng/ml) (%)
A 22 827,2+ 41,99 51 A 10 3074 + 198,67 6,4
B 22 | 20816+ 1044 51 B 10 4951 + 296,4 6

SD : Déviation Standard; CV: Coefficient de variation

D. Exactitude
TEST DE RECUPERATION
Echantillon IGFBP3 g outée IGFBP3 Récupération
(ng/ml) récupérée %)
(ng/ml)
Sérum 1 3700 3880 104,8%
5940 6680 112%
10680 11700 109,5%
3700 3760 101,6%
Sérum 2 5940 6620 111%
10680 11620 108,8%
TEST DE DILUTION
Echantillon Dilution Concent. théorique Concent. Mesurée
(ng/ml) (ng/ml)
Sérum A 71 6720
12 3360 3510
v4 1680 1540
/8 840 760
116 420 440
Sérum B U1 6510
12 3250 3190
14 1620 1410
/8 810 710
116 400 440

Des dilutions en série ont éé faites, apres la dilution initiale, avec |e tampon
de dilution comme décrit dansla section X. B. 2-3 dela procédure.

E. Délai entreladistribution du dernier calibrateur et celle de
I’échantillon

Comme monitré ci-dessous, les résultats d'un restent précis méme quand un

échantillon est distribué 30 minutes apres que le calibrateur a été ajouté aux tubes

avec |"anticorps.

DELAI

Omin 30 min

(ng/ml) || (ng/ml)
S1 4060 4800
S2 5930 5900

XIV. CONTROLE DE QUALITE INTERNE

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

§ Chague laboratoire est libre de faire ses propres stocks d échantillons
contrdles, lesquels doivent ére congelés aliquotés. Des controles qui
contiennent de I’ azide influenceront la réaction enzymatique et ne peuvent
pas étre utilisés.

§ Les criteres d acceptation pour les écarts des valeurs in duplo des
échantillons doivent étre basés sur |es pratiques de laboratoire courantes.

§ On recommande que les contrdles soient testés de fagon routiniére comme
des échantillons inconnus pour mesurer la variabilité du test. La réalisation
du test doit étre suivie avec des fichiers de contrdle de qualité des controles.

§ On recommande de vérifier visudlement la courbe séectionnée par
I’ ordinateur.



XV. VALEURSATTENDUES

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

MASCULIN (ng/ml) FEMININ (ng/ml)

Age
M oyen Portée N (| Moyen Portée N
0- 2ans 2638 1481-4481 15 2348 1398-3485 12
3- 5ans 2405 1478-3052 12 2752 2059-3325 13
6- 8ans 3186 2506-4428 17 3282 2469-4495 13
9-11ans| 3263 2020-4705 | 21 3208 2342-4640 | 11
12-14ans| 3672 2238-5971 | 19 4241 3000-7022 | 14
15-17ans | 4031 2710-5235 | 21 4181 2539-6607 | 20
18- 20 ans 3826 2303-5537 10 3709 2272-6102 9
21-30ans 3372 2092-4552 11 3766 2704-5594 10
31-40 ans 2704 1190-4140 14 3372 2659-4533 12
41 -50 ans 3885 2318-6896 18 3240 2322-4046 16
51- 60 ans 3175 2112-4625 16 3830 1602-5997 15
> 60 ans 2826 1155-3876 23 3621 1995-6505 21

XVI. PRECAUTIONS ET AVERTISSEMENTS

Sécurité

Pour utilisation en diagnostic in vitro uniquement.

Les composants de sang humain inclus dans ce kit ont &é évalués par des
méthodes approuvées par |I' Europe et/ou la FDA et trouvés négatifs pour HBSAg,
I"anti-HCV, I'anti-HIV-1 et 2. Aucune méthode connue ne peut offrir I'assurance
compléte que des dérivés de sang humain ne transmettront pas d' hépatite, le sida
ou toute autre infection. Donc, le traitement des réactifs, du sérum ou des
échantillons de plasma devront ére conformes aux procédures local es de sécurité.

Tous les produits animaux et leurs dérivés ont éé collectés d'animaux sains. Les
composants bovins proviennent de pays ou I'ESB n'a pas éé déectée.
Néanmoins, les composants contenant des substances animal es devront ére traités
comme potentiellement infectieux.

Eviter le contact de la peau avec tous les réactifs, la solution d'arrét contient du
HCI. En cas de contact, laver avec beaucoup d' eau.

Ne pas fumer, ni boire, ni manger ni appliquer de produits cosmétiques dans les
laboratoires. Ne pas pipeter avec la bouche. Utiliser des vétements protecteurs et
des gants a usage unique.
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XVII1.RESUME DU PROTOCOLE

CALIBRA]’EURS ECHANTILLON(S)
CONTROLES (ul)
(Hh)

DILUTION DES
ECHANTILLONS
Tampon de dilution - 1000
Echantillon R 10
Secouer Vortex
Cdibraeurs (0-5), Controles 100 R
Echantillons dilués, - 100
Conjugué dilué 50 50

Incuber pendant 2 heures a température ambi ante.
Aspirer le contenu de chague puits.
Laver 3 fois avec 400 pl de laSolution de Lavage et aspirer.

Solution du chromogene 100 100

Incuber pendant 30 min atempérature ambiante.

Solution d' arrét 100 100

Lire sur un lecteur de micro-plagues et enregistrer |’ absorbance de chaque puits a 450
nm (contre 630 ou 650 nm)

DIAsource Catalogue Nr : P.I. Number : Revision nr :
KAP1171 1700773/fr 090505/1

Date derévision : 2009-05-05
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Awpacte 0L0KANPO TO TPOTOKOALO TPV €O TN YP1iON.

| GFBP3-EASIA

XPHXH I'lA THN OIIOIA ITPOOPIZETAI

Avocoev{LUOUETPIKOC TPOCOIOPIGIAG Y10, TNV IN Vitro mocoTIKd TPocdoptoud TG SEGUEVTIKNG TOL
WooLAVOoELd0¢ avéntikod Tapayovta npwteivng-3 (IGFBP-3) otov opo.

T'ENIKEY [TNHPO®OPIEX
Epmopukn} ovopocio:  Kit IGFBP3-EASIA g DIAsource
Ap1Opog kataidyov: KAP1171: 96 npocdiopiopol

Koataokevaleton amé tTnv:  DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue de l'Indudtrie, 8, B-1400 Nivelles, Belgium.

TN teyviki] fo10gia 1| IANpoP opics oYeTIKG pe TOPOYYEMES EMKOIVOVI|GTE GTA:
Tnyl.: +32 (0)67 88.99.99 dof: +32 (0)67 88.99.96

KAINIKO YIIOBAGPO

O woovkvoedfig avEntikog mapayovtag (IGF) givar o kbpog puBuot¢ ™G PUGLOAOYIKAG COUOTIKAG avATTUENG Kot
avayévvnone. Emdpd otov molamroclocio, T d1poporoinon Kot ty andntmon Tov Kuttdpov. Ermiéov eaivetar nwg
10 oVvompa v IGF tporomolel v gvaodnoio otnv wveovkiv Kot pokporpddecpa tov peTaBoAopud g YALKOINg
TéAhog, TOAVGPLOLO. ETONUOAOYIKA, TEWPAUATIKG KoL KAVIKEG SEG0UEVO, VTOSEIKVOOVY GUUUETOXN TOV cvoThaTos Tov |GF
oV AVOTTVEN OPKETMV, CLUXVOV KOKONB®Y VEOTAUGLMOV, OTMG KAl CLXVOV AGOEVEIDV, OT®G 1| APTNPLOCKATPLUVET KoL O
caKyop®dNG drafng TomoL 2.

To obomua tov IGF aroteleitoan and pio okoyéveln cuyyevik®v TenTidiov, ota omoia mepAapfdvovtat ot dvo Kbpiot
avénrtikoi wapdyovteg, IGF-I kar IGF-I1, 6 g1d1kég deopevtikéc tov IGF mpateiveg vyning ovyyévelag (IGFBP-1 éwg -6)
Ko pio peydAn un deopevtikh Tov |GF yhvkonpwteivn, n «actadng o o&éa vropovada» (ALS).

H IGFBP-3 givol 1 o ovyvé amavtopevn deopentikny tov |GF tpmteivn, kot avaloyei o 1060010 TovAdyiotov 75% eni
™m¢ wavomrog déopevong IGF oty kukhogopio vyudv vrokeiévov. Ov IGFBP-3 kai IGFBP-5 éyovv mapdpoteg
Agrtovpytkég 1010TNTEG: Kot T0. V0 TEMTIN PTOPOVV VO GYNUATICOVY DYNAOD pHoplakoD BAPOvG TPUEPT) COUTAOKO TOV
~150 kilo Dalton 1660 pe v ALS, 660 kot pe t1¢ |GF-I xau —I1. H IGFBP-5 aravtdrol o mokd pikpotepes GUYKEVIPOGELG
otV kukhogopia and mv IGFBP-3. Zg vyu) vrokeipeva, ta Tppepn oOunioko decpevovv émg kot to 90% g IGFBP-3,
o¢ avtifeon pe 1o mepinov 50% g IGFBP-5.

Apyixd motevdtav nog ou IGFBP npwteiveg Asttovpyodv wg tpmteiveg petapopds twv IGF, otabeporoidvtag pe avtdv
Tov tpomo 1o emineda |GF oto midopa kor eAéyyovtag Ty ££080 TOvg amd TNV KukAopopio otov e&mayyelakd xdpo.
Yrnpyov eniong vrobéoeig, nwg ot mpocdepévol oe IGFBP mapdyovieg IGF, givon froloyikd avevepyoi, govtag otepndei
™m¢ KovoTNTag oAANAETidpaong pe tov vrodoyxéa IGF-l. Xe opiopéveg TEPOUATIKEG HEAETEC PAVIKE OGTOGO, TMG Ol
IGFPB diéyepav mapd avéotelhav TG pecorafoopeves and tov IGF-l emdpdoeic. Qg ek tovtov, ot IGFBP avageépovtat
TAEOV GLYVA WG Tpomomointés TG Proloykng dpdong tov IGF-I. Extdc awtol, n mietovomta tov IGFBP kot s1dikdtepa n
IGFBP-3, mpokolei emidpdoelg ave&aptnteg tov IGF-1 kou tov vmodoyée tov, ot omoieg mbavmdg mepthapfivovy
OAANAEMIOPACELS WE GUYKEKPIUEVOLG VTOJOYEIS NG KLTTOPIKNG HEUPPAVNG OAAG Kot €VOOKLTTAPLOVG VIOSOYELS.
IMotedetan Yoo Topdderypo, nog 0 popo g IGFBP-3 dpa aviikapkivikd, Topéyoviog TPOPUvV®OS TPOoTUCTO EVAVTL
ovyKekpéEVOV Kakonbwv veorhaoidv. ‘Exet pavel eniong, mtwg n IGFBP-3 aokei enidpoon oty enayduevn omd voovrivn
oNUATOdOTNON 68 KOAMEPYEIES MTOKVTTAP®V.

O puBudg ovaKIKA®ONG TV TPIUEP®Y GLUTAOK®V givon e€apetikd apyos kat N cuykévipwon g |IGFBP-3 610 mAdopa
mapopével otadepn kotd ) didpkeln g MuEpac, xopic va emnpedletar amd Ppoayvyxpdvieg drotpoPikég odlayés. Qg ek
To0TOV, apkel pio Ko povo pétpnon yio tov kabopiopd tov enmédwv g IGFBP-3. H GH (avéntikf opuovn) amoterel
Tov kOpo pubuiot g IGFBP-3, énwg kot tov IGF-I kot ALS. T to Adyo avtd, T eninedo Kol TOV TPLOV TEXTIOLOV
avEavovtot Katd TNy epnPikn avamtuén, Kol HELOVOVTOL KOTOTY oTadlokd pe 10 mépag g niikiog. ‘Exet gavel mog ta
enineda g IGFBP-3 1o moudid givar avéioyo mpog v avtiotoyn 24wpn ékkpion GH. Ewdikd ota modid, n IGFBP-3
umopel va givan xpnoun ot didyvoon g avendpketag GH.



IV.  BAXZIKEX APXEX THX MEGOA0Y

O npocdropiopdg | GFBP3-EASIA g DIAsource givat évag eviupKOg ovosomposdloptopdg
EVIOYLHEVNG EvaLoONGiagG, OTEPENG PAONG, 0 0T0i0G EKTEAEITAL GE TAAKEG MIKPOTITAOSOTNONG.
O1 BoBpovopntég kot ta deiypata avidpovv pe 1o povokhmvikd avticopa cvdinyng (MAb
1) mov eivar emoTpOUEVO oV VIOSOYN TNG TAGKAG MIKPOTITAOSOTNONG KoL pE £vol
povokdmvikd avticopo (MAb 2) onpacpévo pe papavidikn viepoteddon (HRP). Metd and
po mepiodo EnMACTG MOV EMTPENEL TO GYNUOTIONO €VOG Ghvtovtte: emotpopévo MAb 1 —
avOponvo IGFBP3 — MAb 2 — HRP, 1) mhéka pikpotitiodotnong vrofdiietat o mivon yio
va. amopakpLvlel To onpacpévo pe évivpo adéopevto avticopa. To onpacpévo pe vivpo
deopevpévo avticopo petplror pEcom pag xpopoyovov avtidpacng. Ilpootibeton Kot
enwaleton ypopoyovo diédvpo (TMB). H avtidpaon otopatd pe v mpocdikn avecyeticod
S1oAOpHaTOC KOl OTN GUVEXELD YIVETOL QVAYVOOT NG TAGKOG MIKPOTITAOSOTNONG GTO
KoT@AANAo pnKog kVpatog. H mocodmto petatpomig tov vmootpdpotog kabopiletar
APOUOTOUETPIKA UETPDOVTOG TNV OmOppOPNGT, 1| 0moio Efval avaAoyn TPOG TN GLYKEVIPWOT
avOpdnvo | GFBP3.

TMapiotdvetor ypopikd o kKapmdin Badpovounong kat tpocsdlopifetar n GLYKEVTP®OON TG
IGFBP3 ota deiypata pe avoyoyn arnd Ty Kapmdin fadpovounong.

V. ITAPEXOMENA ANTIAPAXTHPIA

AvridpoosTiipra K 96 Xpopa- AvacvoeTaon
TPOcdLopt- TIKOG
oPAV K®O3KOG
Mhdxo pikpotthodOTONG | gg 1y rosoyé 2 E ,
12 96 (OO TEVES vrodoxég umhe TOLJO Y10 (PO
VOS0YEG EMOTPMUEVEG [UE
avti-l GFBP3
(novokhovikd
avTIoMUOTe)
Ab HRP CONC 1 prakido KokKwvo | Apondete 20X pe
05ml pUOOTIKG SdAvpa
Zolevypa: avi-l GFBP3 ouCebynatog

(HovoKkA@VIKG OVTIGOOTO)
onpoopéva pe HRP og pubuiotikd
Stdhopa TRIS pe Aevkopativy
Boetov opov ko Bupoin

1 praidio KkokKkwvo | "ETotpo yuo xpiion

PuBpiotikd didhvpa cvledypatog: 10mi
puBpotikd didhopo TRIS pe Bosia
opolevkmpativn kot Hopdin

5 groAidia kitpwvo | IpocBéote 1 ml
Avopthonot- AMEGTAYUEVOL VEPOD
nuévo

BafBpovopunmg N = 1 éog 5, oe
PLOUIOTIKO  SLAVHO POOPOPIKDY
ue Boeto opod Kat Buporn.

Agite TG oxpiPei TIHEG TAve 6TIg
ETIKETEG TOV PLAMSTIV.

(o3 Badpovopntic £yovv
TPOUPULMOEL.

! Xpnowomomete T0
pLOMIGTIKG Sraivpa
apaimong o pnodeviké
Badpovopnt

1 pukidio povpo | ‘Etowpo yia xprion

Pobuotiko  dudkpe apaioong | 00

Adopo  GOCEOPIKGOV  pe  Posta
Aevkopativy, Pogo  opd Kot
Bopoan.

CONTROL N 2 puokidio aonui | MpocOiore 1 ml
Avopthonot- AMEGTAYUEVOD VEPOD
Opoi ehéyyov -N =19 2 MHevo
og avOpdTvo opo e Ovpdin
O opoi gréyyov £govv
TPOUPULMOEL.

1 pradido KopE Aparddote 200 X pe
10ml OMEGTAYUEVO VEPO

Arédopo mhbong (Tris-HCI) (xpnowonoiote
HOyVITIKO avadevTipar).

| WASH | SOLN |CONC |

1 quMEISLO Levké | ‘Etorpo yia xprion
m

Xpwpoyovogc TMB
(tetpapebvABeviudivn)

1 o1is . E ,
(Tg n}“ 10 Havpo TOLHO Y10 XpHioN

Avooyeticd avtdpaotipto: HCI
10N

Inueioon: APNOWOTOMOTE TO PLOMICTIKO dtdAvpo  apaimong ©¢
undevikd Bobuovount.

O1 BaBpovounTéG KOVOVIKOTOLOVUVTOL LE PACT] TO AVTISPOGTHPLO OVUPOPAS
avacvvdvoaopévng IGFBP-3 tov NIBSC/WHO e kodiko 93/650.

VI.

ANAAQXIMA I10Y AEN ITAPEXONTAI

To akolovBo VALK amattovvior oAl dev TapEXOVTAL GTO KIT:

N

No ok w

VII.

A.

Ameotaypévo vepd vymiig moldtntag

Ihnéteg yo Srovoun: 50 pl, 100 pl ko 1 ml (cuvictdron  xprion Tmetdv akpiBeiog
UE OVOADOIULE TAACTIKG pOYYN)

IMaoTikd cOAVAPL Yo TNV apainot detypdtov

Avapeiktng oTpoPtiicpon

MayvnTikog ovadentn pog

Zvokeun TAONG Yo TAGKES [kpoTITA03OTNONG

ZVOKEL AVAYVOONG TAUKOV IKPOTITA0SOTNONG He dvuvatdTnTa avayveong ota 450
nm kot 650 NM- (Lovoypmpatikh aviyvemon)

ITAPAXKEYH ANTIAPAXTHPIOY

BaBpovopntés: Avacvotiote Toug fabpovopntés pe Iml omeotaypévov vepo.

! Xpnowpomonjote pOmoTiKé Srdivpa apaimneng mg pndeviké Badpovopnti
B.

C.

VIII.

Opoi ehéyyov: AVoGUGTHOTE TOVG opoug eléyyov pe 1 ml aneotoypévon vepo.
IGFBP3-HRP o¢0levypa gpyosiog: Ilpoetolpndote emapkn OyKov SOADHOTOG
ovevypotog, Tpochétovag yia mapdderypa: 100 pl tov cupmvkvoprévov katd 20 popic
ovlevypotog IGFBP3-HRP oe 2 ml tov pubuiotikod Srodvpatog culedyporog.
Xpnotporomote avapeiktn otpofiiiopod (Tomov VOrtex) yio Vo OMOYEVOTOW|OETE.
Ipoteiverar mpogtopacio T oty e xpnons.

Avirhopa maveng epyaciag: TIpostoydote enapkn 0yko Slodvpatog TAvong epyaciog
ue mpoobnkn 199 dykov aneotayuévov vepod oe 1 dyko drardparog nhdong (200x).
XpNOWOTOMOTE HOyVITIKO OVOOELTIPOL YI0L THV OHOYEVOTOINGY. AToppiyte 1o un
APNOHOTOMUEVO SLIAVHO TAVOTG EPYAGING GTO TENOG TNG NHEPAG.

DPYAAEH KAI HMEPOMHNIA AHEHX TQN ANTIAPAXTHPIQN

Ilpwv amd 10 Gvolypa M TNV avVOGVHOTOGT, OO TO. GLUGTOTIKG TOL KIT TOPUUEVOLV
otabepd Eog TV nuepopunvio ANEnG, N omoia avay paPeTaL 6TV ETIKETA TOL PLakdiov,
£pooov dtatnpovvtar o€ Oeppokpacia 2 £mg 8° C.

Ot pn XPNOHOTOMUEVEG TOViES TPEMEL VO pAAGGOVTL 6TOVG 2-8° C, 68 Gppayiopuévn
GOKOVAO TTOV TEPLEYEL ATOEN POVTIKO TOPGyOvVTa, HEYXPL TNV Nuepopnvia ARENG.

Metd v avacioTact, ot Babpuovountég kot ot opoi EAEYXOL Tapapévovy 6Tabepoi ylo
pio efdopdda oe Beppokpacia 2 £og 8° C. T peyoddtepeg meptddovg eOAAENG,
npénel vo oxnuotiloviatl KAGopata/800€lg oG xpiong Kot va datnpodvior 6toug —
20° C yo 3 piiveg 10 avAdTEPO. ATOPVYETE TOVG EXAVEIMNUUEVOVG KOKAOVG 0mOyvENG-
KoTayvéng.

To cvpmukvepévo dtdhvpa TAvong sival otabepd oe Beppokpacio dopatiov péypt Tnv
nuepopnvia Anéne.

To ovlevypa epyaciog | GFBP3-HRP napapével 61abepod yio 4 dpeg o€ Heppokpacio
dopatiov. AToOyeTe T0 GUESO NAKO PG

Toxov peTaBoréG TG PUOIKNG EUPAVIONG TOV AVTISPAGTNPIOV TOV KIT EVOEYETAL VOl
vrodnidvovv actdbeta 1 alloiwon.

2YAAOT'H KAI IIPOETOIMAZIA AEITMAT2N

O opdg mpénet va drotnpeitat otovg 2 - 8°C.

Edv n e&taon dev mpaypatomombel eviog 24 wpodv, cvviotdtor n @VAaén oe
KkMaopoto/dooerg pag xprong otovg -20° C. Atogelyete Tovg emakdAovhoVg KOKAOVG
Katdyoéng-amdyugng.

Dépete Oha T deiypata og Beppokposio dopatiov Tpv and ™ xpHon. Zvviotdrat 1
avapeEn Tmv SElYNATOV 6 GLGKELT GTPOPLMGHOD TPV oo TN YPNOM.

Mnv ypnoiponoteite deiypato mov £X0VV VTOGTEL aoOAVOT.

ATAAIKAZIA

INHELDGELG GYETIKA PLE TO YEPIOHO
Mn XpNOUYOTOLELTE TO KIT 1} TOL GLGTOTIKG LETG TNV Mpepopnvio ANENG.
Mnv avopeyvoete VAKA arnd StpopeTikés mapTides Kit.
Dépete Oha o avTd pacTiplo o€ Beppokpacio dopatiov Tpw and ™ xpHon.
Avopeifte kold OAo o avTdpocTApL Kot To delypato pe amo avakivnon N
avadevon.
Exteléote €1g Suthodv avainym tov Babrovountdv, tov opdv erEyyov Kot Tmv
detypdrov. Zovietdatat kKOst evbuypappon.
Xpnowonomote éva Kobapd, TAOGTIKO Soxelo yoo v eTodcete T0 StdAvpa
TAOONG.
Xpnowonoteite va Kabapd avorldoyo pOyyog TIETag Yo v Tpoctnkn Kade
SupopeTikod avtdpactnpiov Kot SeiypaTog TPOKEWEVOL VO OOQVYETE TNV
EMUOAVVOT).
Amo@iyete mutéteg pe petodlkd pépm ywo ™ Swavoury tov Xpopoydévov
Aoldpatog Kot Tov AvasyeTikod Al OpaTog.
H oxpifera Pertidveton pe ypnon mwmetd@v  vyning oxpifelog M
OVTOULOTOTOMUEVOD EEOTAMGOD SLVOUNG HE TUTETES.
Trnpeite Tovg XPOVOLS EXDACTG.
Ta vo amo@uyete ™ HETATONION, O XPOVOG HETAED TG SWVOUNG LE TTETO TOV
TpdTov Pabpovount Kot Tov tELevTaion delypatog npénel va meplopiletot 6To
xpdvo mov avaeépeton oy evotnta X1, mapdypagpo E (uecodidotnua).
Ipoetoydote por KopmdAn Poabuovounong yoo Kabe ovaivon kot un
XPNOYLOTOLElTE SEJOUEVO OO TPOTYOVLEVES (VOADGELG.
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14.
15.

XI.
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XII.

Awveipete to Xpopoyovo AwdAvpo evtog 15 Aentdv omd v TAVGT ™G TAGKOG
HKPOTITAOS OTNONG.

Kotd ™ ddpkelo enmdoong pe 1o Xpopoyovo Awdivpa, omoevyete v ékbeon
™G TAGKOG LIKPOTITAO3OTNONG OE AUEGO NALKO PMG.

Awdkacio
Emonpdvete évo anhod mAOcTIKO GOANVAPLO Yo KaOE delypa.
Awveipete 1 ml tov PuBpiotikod Stodvpatog apaioong o ke cOANVAPLO.
IpooBéote 10 pl tov deiypatog og avtd To GOAVAPLA.
Avopi&te o avopeikt otpoPihiopod (Vortex) to mpoapouimpéve deiypota, tovg
AVOGVOTAUEVOLG BaBpovOUNTEG Kot TOVG 0pODG ELEYYOL.
EmiéEte Tov amartodpevo aptipd tovidv yio mmy aviivon. Ot pn xpnolHonomueves
Touwvieg mTPEMEL Vo Eavoc@PAYIOTOOV [EGO OTI GOKOVAX WE TOV OTOENPAVTIKO
mapdyovta kot vo pulaytodv oe Oeppokpacio 2-8° C.
Acporiote Tig Tovieg péca 6To TGO OTHPENG.
Awwveipete pe muéta 100 pl pubuoticod Swddpotog apoiwong og pndevikd
BabBpovopuntr. Awaveipete pe muéta 100 pl omd kabe Pabuovountn, opd eréyyov kot
Selypa 6T1g KATAAANAEG VTOSOYES.
Awwveipete pe muéta 50 pl IGFBP3-HRP ovlevypotog epyaciog oe Okeg Tig
Vod0xES.
Enmdote eni 2 dpeg oe Oeppokpacio dopotiov.
Avappopiote 10 vYpd omd KGO vrodoyn.
IM\ovete v mhdka 3 popéc.
Awveipete pe mméta 100 pl tov ypopoydvov dtoddpotog o ke vrodoyr, eviog 156
Aentdv and to fYpa TAvoNG.
Enmdote eni 30 hentd oe Oeppokpocio dmpatiov, anopdyete v dueon éxbeon oty
nAokn aktvoPfolio.
Awveipete pe muéta 100 pl avooyeticod dtahdparog o kabe vodoyn.
Kévte avayvoon tov aroppoerioemv oto 450 nm (piltpo avapopas 630 nm 1 650
nm) evtog 1 dpag kot VITOAOYIoTE TaL ATOTEAECHOTO OTLWG TEPLYPAPETAL GTNY EVOTNTA
XI.

YIIOAOTIEMOZX TQN AIIOTEAEXMATQN

Kavte avayvoon g midkag ota 450 nm évavit evog @IATPOL ovapopds mTov
pubuiletar oo 650 Nnm (1) To 630 Nm).

Ynohoyiote T péon T TV STAGY TPOGSIOPIOUDV.

e nukoyapBpkd M Ypoppkod xapti ypopnuitev, TapacTioTE YPOPIKA TIG TIUEG
OD (tetaypévn) yo kGOe Bobpovopnts vovit g avticToymg SLYKEVIPOONG NG
IGFBP3 (tetpunuévn) kot oyedidote po kopmdin Pabuovounong uéom tov onueiov
oV Babpovounty, cuvdEovtag pe vbeieg yYPappEG T ATOTVIMUEVE GNUETQ.
AwPaote ™ ovykévipmon Yy kGbe opd erfyxov kot Seiypa pe avayoyn otnv
Kopmodn Badpovopnong.

Avaymyn dedopévav pe ™ Porfern miektpovikod vmoroyioth o amhomomcet
avtovg  Tovg  vmoloywopovs. Edv  ypnowpomowitoar  ovtopatn - emefepyocio
OMOTEAEGUATOV, GUVIGTATOL TPOGAPHOYN KOUTOANG AOYIOTIKNG ouvaptnong 4
TOPAUETPOV.

TYIIIKA AEAOMENA

To akorovba dedopéva Tpoopiloviat LOVo WG TaPAdELYIO Kot SEV TPEMEL VOl
APNOHOTOLOVVTOL TOTE avT THG KOUTOANG Bapovounong TporyLotikod X povou.

T. Akpipaa
I'TA TON IAIO ITPOXAIOPIEMO METAEY AIA®OPETIKQN
TMMPOXAIOPIEMOQN
Opog N <X>+*T.A. TA. Opés | N <X>+*T.A. TA.
(ng/ml) (%) (ng/ml) (%)
A 22 | 827,2+ 41,99 51 A 10 | 3074 +198,67 6,4
B 22 | 2081,6+ 1044 51 B 10 | 4951 + 296,4 6

T.A.: Tomkn amokAion, X.A.: ZuvteheoThg dtakdpovong

A. OpOémTOL

AOKIMAZXIA ANAKTHXHX

IGFBP3-EASIA Movadsg OD
BoBovoymric 0 ngm | 0028
460 ngm | 0114
1270 ngml | 0311
3020 ngml | 0778
6710 ngml | 1403
16070 ngml | 2588

X,

A.

AIIOAOZH KAI IIEPIOPIZMOI

‘Opro aviyvevong

MetpnOnkav dexagét undevikoi Badpovountég pali pe £va 6vvoro dikov Badpovountdv. To
OpLO aVixveLONG, OPLLOUEVO (OG 1 PALVOLEVIKY] GUYKEVIPOOT dV0 TUKMV OMOKAIGEDV TAVED
and 11 péoeg petpnoets OD og pundevikn déopevon, nrav 10 ng/ml.

B.

Ewdwomta

T'o 70 OVYKEKPWEVO TPOGOIOPIGHO  €EETACTNKAV OPIOUEVEG OPUOVEG ME  SLUVNTIKN
avTdpooTIKOTNTO. Xg ovykevipmoelg émg 10 pg/bl, kapio and Tig akdlovbeg opudveg dev
TOPOVGINGE CNUAVTIKEG TAPEUPOAEG:

- rhl GF-BP1
- rhl GF-BP2
- rhl GF-BP4
- rhi GF-BP5
- rhi GF-BP6
- rhi GF-I

- rhl GF-I1

Agiypa Mpootedeica AvaxtnOcica Avaxtnon
IGFBP3 IGFBP3 (%)
(ng/ml) (ng/ml)
Opog 1 3700 3880 104,8%
5940 6680 112%
10680 11700 109,5%
3700 3760 101,6%
Opog 2 5940 6620 111%
10680 11620 108,8%
AOKIMAZIA APAIQXHY
Agiypa Apaioon OempNTIKN) Metpn0sica
GUYKEVTP O] GUYKEVTP O]
(ng/ml) (ng/ml)
Tfto A 71 6720
172 3360 3510
14 1680 1540
/8 840 760
/16 420 440
Tfto B 1 6510
172 3250 3190
14 1620 1410
/8 810 710
/16 400 440

Ot 0podoELg GEPAG Eyvay HETA TNV apyikh opoimon pe puBpotikd dtdivpo apaioong,
onwg Teptypapetar oty evotnta dadikaciog X. B. 2-3.

Meoodrdotnpa petagd g Sravoprg tehevtaiov fadpovopnti kKon deiyparog
Onog Qaivetol oTN GULVEXEW, TO OTOTEAECUATO TOL TPOGOLOPIGUOD TOPUUEVOVY
agomota akopa kot 6tav dwovépetat £va deiypo 30 Aentd petd v mpocOnkn Tov
Badpovountdv 6Ta ETGTPOUEVE COANVAPLAL.

MEXZOAIAZTHMA
omin 30 min
(ng/ml) || (ng/ml)
S1 4060 4800
S2 5930 5900

XIV. EXQTEPIKOX IIOIOTIKOX EAETX0X

8

Edv ta amotedéopata mov Aappdavovor yia tov opd gdéyyov 1 /kon tov opd gréyyov 2
de Ppiokovrar evidg tov mediov Tipdv mov Kabopiletar oty eTtkéTo ToL Praidiov, To
amotedéopota dev  eivon duvatd va ypnoipomomBovv, ektdg e€dv €yt dobel
KOVOTTOMTIKY £7YNOT Y10 TNV AGVUP®VIO.

Edv givon entbopntod, kabe epyostipto pmopei va dnpovpynoet ta dkd tov peiypoto
dewypdtov eréyyov (pools), to omoion mpémeL v STNPOVVTIOL KOTEWVYUEVO GE
KMaopoto/dooerg pog xprong. Opoi eléyyov mov mepiéyovy alidio Ba emdpdoovy otnv
evELIIKY avTISpaIoT KoL &V TopovV VoL xpnoiLonomovy.

To kpuriple omodoyig yo ™ Sopopd pHeTald TV SMAGY OmOTELECHATOV TOV
detypdrov 0o tpénet va Baciloviar og 0phEG EPYOSTNPLOKEG TPAKTIKEG.

Zoviotdroar ot 0poi EAEYYOL Vo LTOPAALOVTOL GE TPOGIOPIGHUO TAKTIKG MG GyveoTa
defypata yoo va petpdtor n petofintoémte Tov mpocdiopiopod. H anddoon tov
TPOGIHOPIGHOD TPETEL VO TAPOKOAOVOEITAL e SLoypAUHOTA TOLOTIKOD EAEYXOVL TOV
0pOV ELEYYOV.

Eivot kald T v eEAEYYETE OMTIKG TNV TPOCOPHOYT TNG KAUTOANG oV emAéXOnKe omd
TOV VTOAOYLOTH.



XV. TIMEX ANA®OPAX

O tipég avtég mapéyoviar pdvov wg odnyds. Kabe epyaoctipio Oa mpénetl va
Kab1EpOOEL TO J1KO TOV TESIO PLUOLOLOYIKDV TIHDV.

ANAPEZX (ng/ml) T'YNAIKEX (ng/ml)
Hiuaki opdda , , . .

Méon Medio Méon Medio

T TINAV T TINAV
0- 2et6v 2638 1481-4481 15 2348 1398-3485 | 12
3- 5et0v 2405 1478-3052 12 2752 2059-3325 | 13
6- 8etodv 3186 2506-4428 17 3282 2469-4495 | 13
9- 11 etdv 3263 2020-4705 | 21 3298 2342-4640 | 11
12 - 14 erdov 3672 2238-5971 19 4241 3000-7022 | 14
15- 17 erdov 4031 2710-5235 | 21 4181 2539-6607 | 20
18 - 20 erddv 3826 2303-5537 10 3709 2272-6102 9
21 - 30 etdOv 3372 2092-4552 11 3766 2704-5594 | 10
31 - 40 etdov 2704 1190-4140 14 3372 2659-4533 | 12
41 -50 grdov 3885 2318-6896 18 3240 2322-4046 | 16
51 - 60 etdv 3175 2112-4625 16 3830 1602-5997 | 15
> 60 etV 2826 1155-3876 | 23 3621 1995-6505 | 21

XVI. ITPODPYAAZEIY KAI IPOEIAOIIOIHXEIY

Aocgaleios

Moévo yia SroyveoTikh xprion in Vitro.

To ovoTaTIKG avOPOTIVOL aipatog mov TEPLauPAvovTal 6To Kt ovtd éxovv eheyydel pe
uebddovg eykekpiuéveg otnv Evponn flkon and tov FDA ko éyel damotwdel ot givar
apvntikd g mpog v mapovsio HBSAQ, avti-HCV, avti-HIV-1 kv 2. Kopia yvoortr
uébodog dev eivor duvatd va mapéyel TAPN ScEAAon 0Tl TAPAy®YR TOL ovVOPMOTLVOL
aipoatog 8¢ Oa peraddoovy nmatitda, AIDS 1 diheg Aowdéels. Emopévag, o xepiopdg
avTdpactnpiov, Serypdtev opod 1 TAGcHOTOG Ho TPETEL Vo YIVETOL GUUPOVE [E TIG TOTIKES
Sradcacieg mept acQAAELS.

Ola T {wikd mpoidvta kot Tapdyoya Exovv cLAexOel and vyw (da. Ta Bocia cuoTaTiKd
TPOEPYOVTOL amd Xdpeg Omov dev Exel avagepdel BSE. Tlop' 0L’ avtd, cvototikd mov
mepEyovv Loikég ovoieg Ha mpémet va avtipet®niloviatl mg SuVNTIKAOG HOAVGHOTIKG.
Amo@vyete KGOe emagn pe o déppa pe OO TOL AVTIOPAGTHPLO, TO OVOOYXETIKO StdAvpo
nepiéyet HCl. e mepintwon enagng, TAOVETe 6XOMAOTIKG pg VEPO.

Mnv konvilete, unv TveTe, pnv TpPATE KoL U1 (PNGILOTOLEITE KOAADVTIKG GTO YDPO EPYUTTOC.
Mnv SlovEpETE [E TTETO XPNOULOTOLOVTOG TO OTOUA GOG. XPNOLOTOLEITE TPOSTATEVTIKO
POVYIGLLO KO YAVTLOL [LLOIG YPNONG.
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XVIIT. ITEPIAHYH TOY IIPQTOKOAAOY
BAOGMONOMHTEX AEITMA(TA)
OPOI EAETXOY )
(Hh)

APAIOYH AEITMATOQN
PuBpiotikd Siélopa apainong - 1000
Agiypa - 10
Avidevon Avapeién otpofiicpon (vortex)
ENIQAYXH
BoOpovountég (0-5), opoi
EAEYYOV 100 -
Aparopéva deiypata, - 100
Apaiopévo culevypa 50 50

Enmdote eni 2 dpeg oe Oeppokpacio dopotion
AvappopiioTe TO TEPLEYOHEVO KGOE VTOSOYNG.
IMovete 3 popés pe 400 pl drardpoarog TAOONG Kot AVOPPOPHOTE.

ATOKaALTTIKO dtdAvpo 100 100

Enwdote eni 30 Aentd o€ Oeppokpacio dopatiov

Avaoyetiko didhopa 100 100

Kdvte avayveon 6 GVOKEVT avVAyVOONG TAAKAOV HIKPOTITAOSOTNONG Kot Kooy piyTe
mv anoppdenon kabe vrodoyng ota 450 nm (évavtt 630 1 650 nm)

Ap. Kataloyov DIAsource:
KAP1171

ApOpog P.1.:
1700773/l

Ap. avabedpnong:
090505/1

nuepounvia avadsdpnong : 2009-05-05
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L eer el protocolo completo antes de usar .

| GFBP3-EASIA

INSTRUCCIONES DE USO

Ensayo inmunoenzimético para la determinacion cuantitativa in vitro de la Proteina 3 enlazante del  Factor
humano de Crecimiento Similar ala Insulina, (IGFBP-3) en € suero,

INFORMACION GENERAL
Nombre: DIAsource IGFBP3-EASIA Kit
NUmerode Catdlogo: KAP1171: 96 determinaciones

Fabricado por: DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue del'Indudtrie, 8, B-1400 Nivelles, Belgium.

Para asistencia técnica e informacién sobr e pedidos contactar:
Tel: +32 (0)67 88.99.99 Fax : +32 (0)67 88.99.96

CONTEXTO CLiNICO

El sstema del Factor de Crecimiento smilar a la Insulina (IGF) es € regulador principal del crecimiento corporal normal y la
regeneracion, afectando la proliferacion celular, diferenciacién y apoptosis. Ademas el sistema IGF parece modificar la sensibilidad ala
insulinay e metabolismo de la glucosa a largo plazo. Finalmente, muchos datos epidemiol 6gicos, experimentales y clinicos, indican
que el sistema IGF también esta involucrado en € desarrollo de varios canceres comunes como también enfermedades frecuentes tales
como, arterosclerosisy diabetes mellitustipo 2.

El sstema IGF consiste en una familia de péptidos estrechamente relacionados entre si, incluyendo alos dos péptidos principales en la
estimulacién del crecimiento, IGF-I e IGF-II, 6 proteinas especificas que se unen a IGF con ata afinidad (IGFBP-1 al -6), y una
glicoproteina grande que no seunea IGF, la sub unidad acido-1&bil (ALS).

Delasproteinas que se unen a IGF, la |IGFBP-3 es la més abundante, representa un 75% o mas de la capacidad de union con € IGF
en la circulacion de individuos sanos. La IGFBP-3 comparte propiedades funcionales con la IGFBP-5 en que ambos péptidos son
capaces de formar complejos ternarios de alto peso molecular de ~150 kilo Dalton con ALS y también con el IGF-1 o —Il. Sin
embargo, lalGFBP-5 circula en mucha menor concentracién que laIGFBP-3, y en individuos sanos los compl € os ternari os transportan
hasta & 90% de la|GFBP-3 pero solo arededor del 50% dela |GFBP-5.

Originalmente, se pensaba que las IGFBP funcionaban como proteinas transportadoras del IGF, estabilizando los niveles plasméticos
del IGF y controlando la salida del IGF de la circulacién hacia € compartimiento extravascular. AUn mas, se suponia que @ IGF en
complegjo con la IGFBP, al no tener la habilidad para interactuar con € receptor IGF-I, era practicamente inactivo biol 6gicamente. Sin
embargo muy pronto se hizo evidente que en algunas situaciones experimental es las |GFBP estimulaban en vez de inhibir las acciones
mediadas por IGF-I y en consecuencia, por esta razon a menudo son llamadas moduladoras de la bioactividad del IGF-I. Ademés la
mayoria de las IGFBP, especialmente la |GFBP-3, gjercen efectos independientes sobre IGF-I y los receptores en IGF-I, posiblemente
involucrando interacciones con receptores especificos ubicados en la superficie cdular e intracelular. Por ejemplo, la IGFBP-3 es
considerada hoy en dia como una molécula anti cancer, que aparentemente protege contra varios canceres comunes y se ha sugerido
también, de | os efectos de la | GFBP-3 sobre |a sefializacion dela insulina en cultivo de adipositos.

Laveocidad de reposicion de los complejos ternarios es muy lenta y la concentracion plasmética de la IGFBP-3 se mantiene estable a
través dd dia, sin ser afectada por cambios nutricionales de corto plazo. Por lo tanto, el nivel de la IGFBP-3 puede determinarse con
una sola medicién. La GH (hormona del crecimiento) esla principal reguladora de la IGFBP-3 como también del IGF-I y ALS por lo
que los tres péptidos aumentan durante el rapido crecimiento en la pubertad, luego € nivel disminuye gradualmente con la edad. En los
nifios, se ha demostrado que hay una correlacion entre la IGFBP-3 y |a secrecidn de GH integrada de 24horas y especialmente en los
nifios la|GFBP-3 puede ser Util para € diagnéstico de la deficiencia de GH.



IV. PRINCIPIOSDEL METODO

El DIAsource IGFBP3-EASIA es un |nmunoensayo de fase solida Enzimético de
Sensibilidad Amplificada efectuado en microplacas. Los calibradores y las
muestras reaccionan con €l anticuerpo de captura monoclonal (MAb 1) que
recubre los pocillos de la microplaca y con un anticuerpo monoclonal (MAb 2)
marcado con peroxidasa de rabano picante (HRP). Después de un periodo de
incubacion que permite la formacion de un “sandwich”: MAb 1 recubierto —
IGFBP3 humana — MAb 2 — HRP, la microplaca se lava para diminar los
anti cuerpos libres marcados con enzimas. Los anti cuerpos marcados con enzimas
que se han ligado se miden con una reaccién cromogénica. La solucion
cromogénica (TMB) es afiadida e incubada. La reaccién se para con la adicion de
la Solucién de Parada y después la microplaca se lee a la longitud de onda
apropiada. La cantidad de recambio de sustrato es determinada de manera
colorimétrica por la medicién de la absorbancia, que es proporcional a la
concentracion de la IGFBP3 humana

Una curva de calibracién es elaborada y la concentracion de la IGFBP3 de las
muestras es determinada por interpolacién en la curva de calibracién.

V. REACTIVOS SUMINISTRADOS

Reactivos Kit de 96 Caédigo Recongtitucion
determinacio | deColor
nes
Micropl aca con anti 96 pocillos Azul | Listo parauso
|GFBP3 (anti cuerpos
monocl onaes) pocillos
recubiertos
desprendibles
| Ab | HRP |CONC 1via Rojo Diluir 20 x con tamp6n
0,5 ml de conjugado

Conjugado: anti | GFBP3 marcado
con HRP (anticuerpos
monoclonaes) en tampén TRIS
con abudmina de suero bovino y

timol.

1via Rojo Listo parauso
Tampdn de Conjugado: tampén
TRIS con dbdminade suero
bovinoy timal.

Sviades amaillo | Afadir 1 ml de agua

CAL liofilizados destilada

H

CdibradoresN = 14d 5, en tampon
fosfao con abumina de suero
bovinoy timal.

Ver los vaores exactos en las
etiquetas de los vides. Los
calibradoresya vienen diluidos.
iUse e tampo6n de dilucion
como calibrador cero!

DIL BUF 1via negro | Listo parauso
100 ml

Tampon de dilucion: Tampon de
fosfao con adbumina de suero
bovinoy timal.

- 2vides plaeado | Afiadir 1 ml de agua
CONTROL

N Liofilizados destilada

Controles-N=102
en suero humano con timol.

Los controles ya vienen diluidos.

1via marrén | Diluir 200 x con agua
10ml destilada (utilizar
agitador magnéti co)

| WASH | SOLN |CONC|

Solucién delavado (Tris-HCl)

1via blanco | Listo parauso
2

Solucién CromogénicaTMB
(Tetrametil bencidinag)

1via negro | Listo parauso

STOP | SOLN 12ml

Solucién de Parada: HCl 1IN

Nota: useel tampodn de dilucion como calibrador cero.
Los calibradores se estandarizan contra € reactivo de referencia de NIBSC/WHO
|GFBP-3 recombinante, codigo 93/560.

VlI. MATERIAL NO SUMINISTRADO

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

1. Aguadedtilada dealta calidad

2. Pipetasde50m, 100m y 1 ml (Se recomienda € uso de pipetas precisas con
puntas desechabl es de plasti co)

Tubos plésticos para dilucién de las muestras.

Vortex

Agitador magnético

Lavador de microplacas

Lector de microplacas capaz de leer a 450 nm y 650 nm (lectura
monocromatica)

Nookrw

VII. PREPARACION DE REACTIVOS

A. Calibrador es: Recondtituir los calibradores con 1 ml de agua destilada.

iUse el tampon de dilucion como calibr ador cero!

B. Controles: Recondtituir los controles con 1 ml de agua destilada.

C. Conjugado de trabajo | GFBP3 -HRP: Prepare un volumen adecuado de
solucion de conjugado agregando por gemplo: 100 pl de conjugado
concentrado x 20 IGFBP3—HRP a 2 ml de tamp6n de conjugado. Usar un
agitador vortex para homogenizar. Se recomienda preparar en € momento
de uso.

D. Solucién de lavado de trabajo: Preparar € volumen necesario de
Solucioén de lavado de trabajo mezclando 199 partes de agua destilada con
1 parte de Solucion de lavado (200x). Utilizar un agitador magnético para
homogeneizar. Desechar la solucion de lavado de trabajo no utilizada al
final del dia.

VIIlI. ALMACENAJE Y CADUCIDADESDE LOS REACTIVOS

§ Antes de abrir o recondtituir todos los componentes de | os kits son estables
hasta la fecha de caducidad indicada en la etiqueta, si se guardan a 2-8°C.

§ Los pocillos que no han sido usados deben ser almacenados entre 2 y 8°C,
en una bolsa sellada que contenga un desecante hasta la fecha de
expiracion.

§ Después de reconstituidos, 1os calibradores y controles son estables por
una semana de 2 a 8°C. Para periodos de almacenaje mas largos, se
deberan preparar alicuotas y almacenarlas a -20°C por un méximo de tres
meses. Evitar congelar y descongelar sucesivamente.

§ La Solucién de Lavado concentrada es estable a temperatura ambiente
hasta la fecha de caducidad.

§ El conjugado de trabgjo IGFBP3-HRP es estable por cuatro horas a
temperatura ambiente, evitar laluz solar directa.

§ Las alteraciones de la apariencia fisica de los reactivos pueden indicar
inestabilidad o deterioro.

IX. TOMA Y PREPARACION DE MUESTRAS

§ Las muestras de suero deben ser guardadas a 2-8°C.

§ S e ensayo no seredliza en 24 hrs,, amacenar las muestras a—20°. Evitar
congelar y descongelar sucesivamente.

§ Antes de usarlas todas las muestras deben estar a temperatura ambiente. Se
recomienda agitar las muestras en un Vortex antes de usarlas.

§ No utilizar muestras hemolizadas.

X. PROCEDIMIENTO

A. Notas de manejo
No utilizar € kit o componentes después de la fecha de caducidad.
No mezclar reactivos de diferente nimero delote.
Llevar todos | os reactivos a temperatura ambi ente antes de su uso.
Mezclar concienzudamente todos |0s reactivos y muestras, agitandolos o
giréndol os suavemente.
Preparar los calibradores, controles y muestras en duplicado. Se
recomienda la alineacion vertical .
Usar un envase plastico limpio para preparar la Solucion de Lavado.
Con €l fin de evitar cualquier contaminacion utilizar puntas de pipetas
desechablesy limpias parala adicion de cada reactivo y muestra.
Al dispensar la Solucién Cromogénica y la Solucion de Parada, evitar usar
pipetas con partes metdlicas.
El uso de pipetas de precision o equipamiento de di spensacion automética
mejoraralaprecision.
Respetar | ostiempos de incubacion.
Para evitar deriva, € tiempo entre e pipeteo del primer calibrador y la
Ultima muestra debe estar limitado a tiempo mencionado en la seccién
Xl parrafo E (Demora en € tiempo).
Preparar |a curva de calibracion para cada ensayo, no utilizar los datos de
ensayos previos.
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XII.

Dispensar la Solucién Cromogénica dentro de los 15 minutos posteriores al
lavado delas microplacas.

Durante la incubacion con Solucion Cromogénica, evitar exponer las
microplacas laluz solar directa

Procedimiento

Etiquetar un tubo pléstico por cada muestra.

Dispensar 1 ml de Tampon de Dilucién en cada tubo.

Agregar 10 pl de muestra a estos tubos.

Agitar en un vortex las muestras pre diluidas, los calibradores y controles
reconstituidos.

Seleccionar € nimero requerido de pocillos para € ensayo. Los pocillos
sin usar deben ser sellados en la bolsa con un desecante y guardados a 2-
8°C.

Fijar los pocillos en € soporte.

Pipetear 100 pl de tampon de dilucién como calibrador cero. Pipetear 100
pl de cada Calibrador, Control y Muestra diluida en el pocillo apropiado.
Pipetear 50 pl del conjugado de trabajo IGFBP3-HRP en cada pocillo.
Incubar durante 2 horas a temperatura ambiente.

Aspirar € liquido de cada pocillo.

Lavar laplaca 3 veces.

Pipetear 100 pl de la solucién cromogénica en cada pocillo dentro de los
de 15 minutos después de la fase de lavado.

Incubar la microplaca durante 30 minutos a temperatura ambiente en
posicién horizontal, evitar laluz solar directa.

Pipetear 100 pl del Reactivo de Parada en cada pocillo.

Leer las absorbancias a 450 nm (filtro de referencia 630 nm o 650 nm) en
menos de 1 horay calcular los resultados como se ha descrito en la seccién
Xl

CALCULO DE RESULTADOS

Leer laplacaa 450 nm contraun filtro de referenciaa 650 nm (o 630 nm).
Calcular € promedio de las determinaciones dobl es.

Poner sobre un papel semi-logaritmico o linear los valores de la DO
(ordenada) para cada calibrador contra la concentracién de IGFBP3
humana correspondiente (abscisa) y construir la curva de calibracién
conectando |os puntos de calibracién con lineasrectas.

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

Lareduccién de datos asistida por ordenador puede facilitar estos célculos.
S se utiliza @ procesamiento de resultados automatico, recomendamos el
gjuste dela curva dada por la funcién logistica de 4 paréametros.

EJEMPLO DE RESULTADOS

Los datos mostrados a continuacion sirven como ejemplo y nunca deberan ser
usados en vez de unacalibracién real.

IGFBP3-EASIA unidades DO
Calibrador
0 ng/ml | 0,028
460 ng/ml 0,114
1270 ng/ml | 0,311
3020 ng/ml | 0,778
6710 ng/ml | 1,403
16070 ng/ml | 2,588

X,

A.

B.

FUNCIONAMIENTO Y LIMITACIONES

Limite de deteccion

Dieciséis calibradores cero fueron medidos en una curva al mismo tiempo
que un conjunto de otros calibradores.

El limite de deteccion, se definié como la concentracion aparente dos
desviaciones estandares sobre la DO promedio cuando la unién es cero,
fue de 10 ng/ml.

Especificidad

Algunas hormonas que en teoria podrian interferir han sido estudiadas con este

ensayo. En concentraciones de hasta 10 pg/ml, ninguna de las siguientes
hormonas demostr6 unainterferencia significativa:

- rhiGF-BP1

- rhIGF-BP2

- rhiGF-BP4

- rhIGF-BP5

- rhIGF-BP6

- rhIGF-|

- rhIGF-I1

C.

Precision

PRECISION INTRA-ENSAYO

PRECISION INTER-ENSAYO

Suero N <X>+DS CcVv Suero | N <X>+DS CcVv

(ng/ml) (%) (ng/ml) (%)

A 22 827,2+ 41,99 51 A 10 3074 + 198,67 6,4
B 22 | 2081,6+ 104,4 51 B 10 | 4951 + 296,4 6

DS: Desviacion Esténdar; CV: Coeficiente de Variacion

D. Exactitud
PRUEBA DE RECUPERACION
Muestra IGFBP3 IGFBP3 Recuper acion
afladido recuperado %)
(ng/ml) (ng/ml)
Suero 1 3700 3880 104,8%
5940 6680 112%
10680 11700 109,5%
Suero 2 3700 3760 101,6%
5940 6620 111%
10680 11620 108,8%
PRUEBA DE DILUCION
Muestra Dilucion Concent. Concent.
Tedrica Medida
(ng/ml) (ng/ml)
Suero A 71 6720
12 3360 3510
v4 1680 1540
/8 840 760
116 420 440
Suero B U1 6510
12 3250 3190
14 1620 1410
/8 810 710
116 400 440

Se prepararon diluciones seriadas a partir de la dilucién inicial con tampon de

XIV.

dilucién, como se ha descrito en la seccién de procedimiento 'X. B. 2-3.

Demora entre dispensar el Gltimo calibrador y muestra.

Como se ve a continuacién, los resultados de los ensayos siguen siendo
precisos incluso cuando una muestra es dispensada 30 minutos después
que los calibradores se han agregado alos pocill osrecubiertos.

DEMORA EN EL TIEMPO

Omin 30min

(ng/ml) || (ng/ml)

S1 4060 4800
S2 5930 5900

CONTROL DE CALIDAD INTERNO

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

Si es conveniente, cada laboratorio puede preparar sus propios grupos de
muestras de control, las que deben almacenarse en alicuotas congeladas.
Los controles que contienen azida interfieren con la reaccion enzimaticay
no pueden ser utilizados.

Los criterios de aceptacion de las diferencias entre los resultados de los
duplicados de las muestras deben depender de las Buenas Précticas de
Laboratorio.

Recomendamos que los controles sean incluidos rutinariamente en los
ensayos como muestras desconocidas para medir la variabilidad del
ensayo. El funcionamiento del ensayo debe ser controlado con gréficos de
control de calidad delos controles.

Recomendamos un control visual de la curva sdeccionada por €
ordenador.



XV. INTERVALOSDE REFERENCIA

Estos val ores solamente sirven de pauta; cada laboratorio tiene que establecer sus
propi os rangos de val ores normal es.

HOMBRES (ng/ml) MUJERES (ng/ml)
Edad
Media Rango Media Rango

0- 2afios 2638 1481-4481 | 15 2348 1398-3485 | 12
3- 5afios 2405 1478-3052 | 12 2752 2059-3325 | 13
6- 8afios 3186 2506-4428 | 17 3282 2469-4495 | 13
9- 11 afios 3263 2020-4705 21 3298 2342-4640 11
12 - 14 afios 3672 2238-5971 19 4241 3000-7022 14
15 - 17 afios 4031 2710-5235 21 4181 2539-6607 20
18 - 20 afios 3826 2303-5537 | 10 3709 2272-6102 9
21 - 30 afios 3372 2092-4552 | 11 3766 2704-5594 | 10
31 - 40 afios 2704 1190-4140 14 3372 2659-4533 12
41 -50 afios 3885 2318-6896 | 18 3240 2322-4046 | 16
51 - 60 afios 3175 2112-4625 | 16 3830 1602-5997 | 15
> 60 afios 2826 1155-3876 | 23 3621 1995-6505 | 21

XVI. PRECAUCIONESY ADVERTENCIAS

Seguridad

Sdlo para uso de diagnégtico in vitro.

Los componentes de sangre humana utilizados en este kit han sido examinados
por métodos aprobados por la CEE y/o la FDA resultando negativos para HBsAg,
anti-VHC, anti-VIH-1y 2. No se conoce ningin método que asegure totalmente
que los derivados de la sangre humana no transmitiran hepatitis, SIDA u otras
infecciones. Por lo tanto € mang o de los reactivos y muestras de suero o plasma
se haré de acuerdo con |os procedi mientos de seguridad local es.

Todos los productos animales y derivados han sido obtenidos a partir de animales
sanos. Los componentes bovinos provienen de paises donde la EEB
(Encefal opatia Espongiforme Bovina) no ha sido informada. Sin embargo, los
componentes que contienen sustancias animales deberan ser considerados como
potencial mente i nfecciosos.

Evitar contacto de la piel con todos los reactivos, la Solucién de Parada contiene
HCI. En caso de contacto, lavar con abundante agua.

No fumar, beber, comer o utilizar cosméticos en € éarea de trabajo. No pipetear
con la boca. Utilizar ropa de proteccion y guantes desechables.
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XVIII.RESUMEN DEL PROTOCOLO

CALIBRADORES MUESTRA(S)
CONTROLES (ul)
(nl)

DILUCIONDE LAS
MUESTRAS - 1000
Tampdn de dilucion - 10
Muestra
Agitar Vortex
INCUBACION
Cadibradores (0 - 5),
controles 100 -
Muestras Diluidas, - 100
Conjugado Diluido 50 50

Incubar durante 2 horas atemperatura ambiente.
Aspirar €l contenido de cadapocillo.
Lavar 3 veces con 400 pl de laSolucién de Lavado y aspirar.

Solucién Cromogénica 100 100

Incubar durante 30 minutos atemperatura ambiente

Solucion de Parada 100 100

Leer con un lector de microplacas y registrar |a absorbancia de cada pocillo a 450 nm
(contra630 0 650 nm).

DlAsource Catdogo Nro.: P.I. Numero: Revision nro.:
KAP1171 1700773/es 090505/1

Fecha de larevisiéon : 2009-05-05
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Primadi utilizzareil kit legger e attentamente leistruzioni per I’ uso

|GFBP3 -EASIA

. USODEL KIT

Kit immunoenzimetrico per la determinazione quantitativa in vitro della Proteina 3 legante il Fattore di Crescita
Insulino-simile (IGFBP-3) umano nel siero.

1. INFORMAZIONI DI CARATTERE GENERALE

A. Nome commer ciale: DIAsource IGFBP3-EASIA Kit
B. Numerodi catalogo: KAP1171: 96 test
C. Prodotto da: DI Asour ce ImmunoAssays SA.

Rue del’Industrie, 8, B-1400 Nivelles, Belgio.

Per informazioni tecniche o su come ordinareil prodotto contattare:
Tel: +32 (0) 67 88.99.99 Fax: +32 (0) 67 88.99.96

. INFORMAZIONI CLINICHE

Il sistema del fattore di crescita insulino-simile (IGF), che interviene nel processo di proliferazione, differenziazione e
apoptosi cellulare, eil principale regolatore della normale crescita e rigenerazione organica. 1l sistema IGF sembrerebbe
inoltre modificare la sensibilita insulinica e il metabolismo del glucosio a lungo termine. Moalti dati epidemiologici,
sperimentali e clinici indicano come il sistema IGF sia coinvolto anche nello sviluppo di molti comuni tipi di cancro,
nonché di patol ogie frequentemente riscontrabili quali I aterosclerosi eil diabete mellito di tipo 2.

Il sistema IGF & costituito da una famiglia di peptidi strettamente associati tra loro, quali i due principali peptidi
stimolanti la crescita, IGF-I e IGF-1, sei proteine specifiche IGF-leganti ad alta affinita (IGFBP da 1 a 6) e una grossa
glicoprateina non-IGF-legante, la subunita acido labile (ALS).

La IGFBP-3, la proteina IGF-legante presente in maggior quantita, rappresenta nei soggetti sani il 75% o piu della
capacita |GF-legante totale. La IGFBP-3 condivide le sue proprietafunzionali con la IGFBP-5, essendo entrambi peptidi
in grado di formare complessi ternari ad elevato peso molecolare di ~150 kilo Dalton con ALS e con IGF-I o IGF-II.
Tuttavia, la IGFBP-5 circola in concentrazioni molto ridotte rispetto alla IGFBP-3 e, nei soggetti sani, i compless
ternari portano fino a 90% di IGFBP-3 e soltanto il 50% di IGFBP-5.

Originariamente s pensava che le IGFBP svol gessero il compito di proteine IGF-carrier, stabilizzanti i livelli plasmatici
di IGF e con funzioni di controllo del passaggio di IGF dal flusso sanguigno a compartimento extra-vascolare. Si
pensava inoltre che I'lGF, nella sua forma complessata IGFBP, fosse pitl 0 meno biologicamente inattiva essendo
deprivata della sua capacita di interagire con il recettore IGF-1. Tuttavia, risultd ben presto evidente che in acuni
contesti sperimentdi, le IGFBP avevano un effetto stimolante, piu che inibente, I'azione IGF-I mediata. Pertanto, le
IGFBP sono adesso considerate come modulatori della bioattivita di IGF-1. La maggior parte delle IGFBP, e in specid
modo la IGFBP-3, produce effetti indipendenti sull’IGF-1 e sul suo recettore, con possibili interazioni con i recettori
specifici Stuati sulla superficie cellulare o nel comparto intracellulare. Attuamente si pensa che la IGFBP-3 possa
fungere da molecola anti-cancro, con effetto di protezione contro molte forme comuni di cancro, ed € stato i potizzato un
suo possibile effetto sulla segnal azione di insulinain adipociti in coltura.

Il turnover dei compless ternari € malto lento e livelli plasmatici di IGFBP-3 rimangono stabili nell’intero arco della
giornata, non influenzati da variazioni nutrizionali a breve termine. | livelli di IGFBP-3 possono pertanto essere
determinati sulla base di una singola valutazione. Essendo il GH il principae regolatore di IGFBP-3, IGFBP-1 e ALS,
durante lo scatto di crescita puberale s verifica un aumento di tutti e tre i peptidi, il cui livello va successivamente
diminuendo con |’ avanzare dell’ eta. In eta pediatrica, I'|GFBP-3 si correla con la secrezione di GH integrato nelle 24
ore g, particolarmente nei bambini, puo rivelarsi utile nelladiagnosi di deficit di GH.



1V.  PRINCIPIO DEL METODO

DIAsource IGFBP3-EASIA € un immunosaggio a senshilita amplificata a fase
solida eseguito su piastre di microtitolazione. | calibratori ei campioni reagiscono
con la cattura dell’anticorpo monoclonale (MAb 1) che riveste il pozzetto di
microtitolazione e con un anticorpo monoclonale (MAb 2) marcato con
horseradish perossidas (HRP). Dopo un periodo di incubazione che consenta la
formazione di un sandwich: MAb 1 di rivestimento — IGFBP3 umano — MAb 2 —
HRP, la piastra di microtitolazione viene lavata per rimuovere |’ anticorpo marcato
con enzima non legato. L’anticorpo marcato con enzima non legato viene
misurato attraverso una reazione cromogenica. Si procede quindi con I’ aggiunta
della soluzione cromogena (TMB) e successiva incubazione. La reazione viene
interrotta con I'aggiunta di Soluzione di arresto; quindi la piastra di
microtitolazione viene letta alla lunghezza d'onda adeguata.  La quantita di
turnover del substrato viene determinata colorimetricamente misurando
| assorbanza che & proporzional e alla concentrazione di |GFBP3 umano.

Viene tracciata una curva di calibrazione e la concentrazione IGFBP3 nei
campioni viene determinata per interpolazione dalla curvadi calibrazione.

V. REATTIVI FORNITI

Reattivi Kit da96 Codice Volume di
test colore ricostituzione
Piastradi microtitolazione | 96 pozzetti Blu Pronte per I'uso
con 96 pozzetti
1 ILr|  separabili, rivesiti anti
|GFBP3 (anti corpi
monoclondi)
Ab HRP |conc 1flacone Rosso Diluire 20 x con
05ml tampone del
Coniugato: marcao HRP  anti- ' coniugato
IGFBP3 (Anticorpi monoclondi) in
tampone TRIS con albumina di siero
bovino e timolo
1 flacone Rosso Pronto per | uso
Tampone del coniugato: tampone 10 mi
TRIS con dbuminadi siero bovino e
timolo
CAL 5 flaconi Gidlo | Aggiungere 1 ml di
liofiliz acquadistillata
Cdibratore 1-5, in tampone fosfao ’
con siero bovino e timolo. Le
concentrazioni esatte degli cdibratore
sono riportate sulle etichette dei
flaconi.
| calibratori sono pre-diluiti.
! Usare il tampone di diluizione
come calibratore zero.
DIL BUF 1flacone Nero Pronto per I'uso
100 ml
Tampone di diluizione: tampone
fosfao con adbumina bovina, siero
bovino e timolo.
2 flaconi Argento | Aggiungere 1 ml di
liofiliz acquadistillata
Controlli: N =102, insiero umano ’
contimolo
| controlli sono pre-diluiti.
|WASH| SOLN |CONC| 1 flacone Bruno | Diluire200 x con
10m acquadigtillata
(usando un agitatore
Tampone di lavaggio (TRIS HCI) magneti co)
1 flacone Bianco Pronto per I’ uso
12ml
Soluzione Cromogena TMB
(tetrametil benzidina)
1 flacone Nero Pronto per I’ uso
12ml
Soluzione di arresto: HCI 1,0 N

Note: usareil tamponedi diluizione come calibratore zero.
| calibratori sono standardizzati rispetto all’ | GFBP-3 ricombinante, standard di
riferimento NIBSC/WHO, codice 93/560

VI. REATTIVI NON FORNITI

Il seguente materiale e richiesto per il dosaggio ma non & fornito nel kit.

1. Acquadidtillatadi qualitaelevata

2. Pipette per dispensare 50 n1, 100 pl e 1 ml (Si raccomanda di utilizzare
pi pette accurate con puntal e in plastica monouso).

Provette di plastica per la diluizione del campioni.

Agitatore tipo vortex.

Agitatore magnetico.

lavatrice per piastra di microtitolazione

Lettore piastra di microtitolazione con una potenza di lettura di 450 nm e
650 nm (lettura monocromeatica)

Nooksw

VIl. PREPARAZIONE DEI REATTIVI

A. Calibratore: Ricogtituirei calibratori con 1 ml di acqua ditillata.

! Usareil tampone di diluizione come calibr ator e zero.

B. Controlli: Ricogtituirei contralli con 1 ml di acqua distillata.

C. Soluzione di lavoro del coniugato | GFBP3-HRP: Preparare la quantita
necessaria di soluzione del coniugato aggiungendo ad esempio: 100 pl del
coniugato |GFBP3-HRP concentrato 20 x a 2 ml di tampone del coniugato.
Utilizzare un vortex per omogeneizzare. Si raccomanda la preparazione
estemporanea.

D. Soluzione di lavoro del tampone di lavaggio: Preparare la quantita
necessaria di soluzione di lavoro del tampone di lavaggio aggiungendo 199
parti di acqua digillata ad una parte di tampone di lavaggio concentrato
(200x). Usare un agitatore magnetico per rendere la soluzione omogenea. La
soluzione di lavoro va scartata a termine della giornata.

VIIl. CONSERVAZIONE E SCADENZA DEI REATTIVI

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

§ Le drisce reattive inutilizzate devono essere conservate a 2-8°C, in un
contenitore sigillato che contenga un essiccante fino alla data di scadenza.

§  Dopo laricostituzione, i calibratori ei controlli sono stabili 7 giorni a 2-8°C.
Per periodi di conservazione molto lunghi, preparare e mantenere | e aliquote
a —20°C per un massmo di 3 mes. Evitare ripetuti cicli di congelamento-
scongelamento dei campioni.

§  Lasoluzione di lavaggio concentrata & stabile a temperatura ambiente fino
aladatadi scadenza

§ Il coniugato |GFBP3-HRP una volta pronto € stabile per 4 ore a temperatura
ambiente. Evitare di esporrealuce diretta.

§  Alterazioni dell’aspetto fisco dei resttivi possono indicare una loro
instabilita o deterioramento.

IX.  RACCOLTA E PREPARAZIONE DEI CAMPIONI

§ Conservarei campioni di sieroa2-8°C.

§ Se non s desidera eseguire il dosaggio entro 24 ore dal prelievo, s
raccomanda di conservare i campioni a —20°C. Evitare ripetuti cicli di
congel amento-scongelamento dei campioni.

§  Primaddl’impiego, tutti i campioni devono essere a temperatura ambiente.
Si raccomanda di vortexarei campioni primadi utilizzarli.

§  Non usare campioni emolizzati.

X. METODO DEL DOSAGGIO

A. Avvertenze gener ali
Non usareil kit 0 suoi componenti oltre la data di scadenza.
Non mescolareregattivi di lotti divers.
Prima dell’ uso portare tutti i reattivi atemperatura ambiente.
Mescolare delicatamente i campioni per inversione o rotazione.
Eseguire calibratori, controlli e campioni in doppio. Si raccomanda
I’allineamento verticale.
Utilizzare un contenitore di plastica pulito per preparare la soluzione di
lavaggio.
Per evitare cross-contaminazioni, cambiare il puntale della pipetta ogni
volta che s us un nuovo resttivo o campione.
Per la distribuzione della soluzione cromogena e la Stop Solution evitare
pipette con parti metalliche.
L'uso di pipette ben tarate e ripetibili o di sistemi di pipettamento
automatici migliorala precisione del dosaggio.
Rispettare i tempi di incubazione.
Per evitare derive, I'intervallo tra il pipettaggio del primo calibratore e
I"ultimo campione deve essere limitato ai tempi riportati nella sezione XIlI,
paagrafo E (Tempo Trascorso).
Allestire una curva di calibrazione per ogni seduta analitica, in quanto non
€ posshile utilizzare per un dosaggio curve di calibrazione di sedute
analitiche precedenti.
Distribuzione della soluzione cromogena entro 15 minuti dopo il lavaggio
della piastra di microtitolazione.
Durante I’incubazione con la soluzione cromogena evitare la luce diretta
del sole sulla piastra di microtitolazione.
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11.
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XI.

XII.

M etodo del dosaggio

Eti chettare una provetta di plasticaliscia per ogni campione.

In ciascuna provetta, dispensare 1 ml di tampone di diluizione.

Aggiungere aqueste provette 10 pl di campione.

Vortexarei campioni pre-diluiti, i calibratori ricostituiti ei controlli.
Selezionare il numero di strisce reagenti necessario per il test. Le strisce
reagenti inutilizzate devono essere risigillate nel contenitore con un
ccante e conservatea 2-8°C.

Assicurarele strisce reagenti ndl telaio di supporto.

Pipettare 100 pl di tampone di diluizione come calibratore zero. Pipettare
100 pl di ogni calibratore, controllo e campione diluito nel pozzetti
adeguati.

Pipettare 50 pl della soluzione di lavoro del coniugato IGFBP3-HRP in
tutti i pozzetti.

Incubare per 2 ore atemperatura ambiente.

Aspirareil liquido da ogni pozzetto.

Lavare la piastra 3 volte.

Pipettare in ogni pozzetto 100 pl di Soluzione Cromogena entro 15 minuti
dal termine della fase di lavaggio.

Incubare la piastra di microtitolazione per 30 minuti a temperatura
ambiente; evitare laluce diretta del sole.

Pipettare 100 pl di soluzione di arresto in ogni pozzetto.

Leggere le assorbanze a 450 nm (filtro di riferimento a 630 nm o 650 nm)
entro un’ora e calcolarei risultati come descritto nella sezione XI.

CALCOLO DEI RISULTATI

Leggere la piastra a 450 nm rispetto a un filtro di riferimento regolato a
650 nm (0 630 nm).

Calcolarela media delle determinazioni in duplicato.

Codtruire la curva di calibrazione su carta millimetrata semilogaritmica o
lineare ponendo in ordinata le medie dei colpi per minuto (cpm) de
replicati degli standard e in ascissa le rispettive concentrazioni di IGFBP3
umano, collegando i punti tracciati con linee rette.

Determinare le concentrazioni e controlli per interpolazione sulla curva di
taratura.

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

CARATTERISTICHE TIPICHE

| dati che seguono sono esclusivamente a scopo illustrativo e non devono esserein
nessun caso utilizzati al posto della curva di taratura "real time".

IGFBP3-EASIA UnitaOD
Calibratore
0 ng/ml | 0,028
460 ng/m | 0,114
1270  ng/ml 0,311
3020 ng/ml | 0,778
6710 ng/ml | 1,403
16070 ng/ml | 2,588

XIHI.

CARATTERISTICHE E LIMITI DEL METODO

A.  Sensibilita

Sedici replicati dello standard zero sono stati dosati inseme agli altri standard.

La sensihilita, calcolata come concentrazione apparente di un campione con OD
pari ala media piu 2 deviazioni standard di 16 replicati dello standard zero, &
risultata essere 10 ng/ml.

B.

Specificita

Sono dati sottoposti a test alcuni ormoni potenzialmente interferenti. Per
concentrazioni fino a 10 pg/ml, non € stata evidenziata alcun interferenza
significativa per nessuno di ess.

- rhiGF-BP1
- rhIGF-BP2
- rhiGF-BP4
- rhIGF-BP5
- rhIGF-BP6
- rhIGF-|

- rhIGF-I1

C. Precisione
INTRA SAGGIO INTER SAGGIO
Siero N <X>+SD Ccv Siero N <X>+SD CcVv
(ng/ml) (%) (ng/ml) (%)
22 827,2+ 41,99 51 A 10 3074 + 198,67 6,4
22 | 20816+ 1044 51 B 10 4951 + 296,4 6

SD : Deviazione Standard; CV: Coefficiente di Variazione

D. Accur atezza
TEST DI RECUPERO
Campione IGFBP3 IGFBP3 Recupero
aggiunta recuper ata (%)
(ng/ml) (ng/ml)
Seol 3700 3880 104,8%
5940 6680 112%
10680 11700 109,5%
Sero2
3700 3760 101,6%
5940 6620 111%
10680 11620 108,8%
TEST DI DILUIZIONE
Campione | Diluizione Concentrazione Concentrazione
teorica misurata
(ng/ml) (ng/ml)
Seo A 11 6720
12 3360 3510
1/4 1680 1540
18 840 760
1/16 420 440
SeoB 1/1 6510
12 3250 3190
1/4 1620 1410
1/8 810 710
1/16 400 440
Lediluizioni in serie sono state effettuate con il tampone di diluizione dopo la
diluizione iniziale, come descritto nella sezione X. B. 2-3 della procedura.
E. Tempo trascorso tral’aggiunta dell’ultimo calibr atore e il campione

Come mostrato nella seguente tabella, il dosaggio s mantiene accurato anche
quando un campione viene aggiunto nelle provette sensbilizzate 30 minuti dopo
I’aggiunta del calibratore.

TEMPO TRASCORSO
Omin 30min
(ng/ml) || (ng/ml)
S1 4060 4800
S2 5930 5900

XIV. CONTROLLO DI QUALITA' INTERNO

8

Se i risultati ottenuti dosando il Controllo 1 e il Controllo 2 non sono
dl’'interno dei limiti riportati  sull’etichetta dei flaconi, non € opportuno
utilizzare i risultati ottenuti per i campioni, a meno che non s trovi una
giustificazione soddi sfacente.

Ogni laboratorio pud preparare un proprio pool di sieri da utilizzare come
controllo, da conservare congelato in aliquote. | controlli che contengono
azide interferiscono con la reazione enzimatica e quindi non possono essere
utilizzati.

| criteri di accettazione delle differenze tra i risultati in duplicato dei
campioni devono basars sulla buona prass di laboratorio.

S raccomanda di saggiare i controlli con regolarita come campioni
sconosciuti per misurare la variabilita del saggio. Laresa del saggio deve
essere monitorata con tabelle di controllo qualita dei controlli.

E buona pratica verificare visvamente il modello di curva selezionato dal
computer.



XV. INTERVALLI DI RIFERIMENTO

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

MASCH I( (ng/ml) FEMMINE (ng/ml)

Gruppodi eta
Media Intervallo N Media Intervallo N
0- 2anni 2638 1481-4481 15 2348 1398-3485 12
3- 5anni 2405 1478-3052 12 2752 2059-3325 13
6- 8anni 3186 2506-4428 17 3282 2469-4495 13
9- 11 anni 3263 2020-4705 21 3298 2342-4640 11
12 - 14 anni 3672 2238-5971 19 4241 3000-7022 14
15- 17 anni 4031 2710-5235 21 4181 2539-6607 20
18 - 20 anni 3826 2303-5537 10 3709 2272-6102 9
21 - 30 anni 3372 2092-4552 11 3766 2704-5594 10
31 - 40 anni 2704 1190-4140 14 3372 2659-4533 12
41 -50 anni 3885 2318-6896 18 3240 2322-4046 16
51 - 60 anni 3175 2112-4625 16 3830 1602-5997 15
> 60 anni 2826 1155-3876 | 23 3621 1995-6505 21

XVI. PRECAUZIONI PER L'USO

Sicurezza

I1 kit € solo per uso diagnostico in vitro.

| reettivi di origine umana presenti nel kit sono stati dosati con metodi approvati
da organismi di controllo europei o daFDA es sonorivelati negativi per HBs Ag,
anti HCV, anti HIV1 e anti HIV2. Non sono disponibili metodi in grado di offrire
la certezza assoluta che derivati da sangue umano non possano provocare epatiti,
AIDS o trasmettere atre infezioni. Manipolare questi reattivi o i campioni di sero
0 plasma secondo le procedure di sicurezza vigenti.

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

Evitare qualsias contatto della cute con tutti i reagenti, la soluzione di arresto
contiene HCI. In caso di contatto, lavare abbondamentemente con acqua.

Non fumare, bere, mangiare o applicare cosmetici nell’area di lavoro. Non
pipettare i resttivi con pipette a bocca.  Utilizzare indumenti protettivi e guanti
mOonouso.
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XVIII. SCHEMA DEL DOSAGGIO

CALIBRATORE CAMPIONI
CONTROLLI CONTROLLI

()} ()}
DILUIZIONE DEI
CAMPIONI - 1000
Tampone di diluizione - 10
Campione
Agitare Su vortex
INCUBAZIONE
Cdibraore (0 - 5), controlli 100 -
Campioni dil uiti - 100
Coniugato diluito S0 S0
Incubare per 2 ore atemperauraambiente.
Aspirareil contenuto di ogni pozzetto.
Lavare 3 volte con 400 pl di soluzione di lavaggio e aspirare.
Soluzione chromogena 100 100
Incubare per 30 minuti atemperatura ambiente.
Soluzione di arresto 100 100

Leggere su un lettore per piastra da microtitol azione e registrare |’ assorbanza di ogni
pozzetto a 450 nm (ri spetto a 630 0 650 nm)

Numero di catalogo di
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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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P.I. Number : 1701000
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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