DD A fowrce C€

ACTH-Irma

KI1PO061

DIAsource ImmunoAssays S.A. - Ruedel'Industrie, 8 - B-1400 Nivelles - Belgium



LOT



C€

en

Read entire protocol before use.

ACTH-IRMA

INTENDED USE

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

GENERAL INFORMATION

Proprietary name: DIAsource ACTH-IRMA Kit
Catalog number : KIP0O061: 96 tests
Manufactured by : DIAsource ImmunoAssays S.A.

Rue del'Indudrie 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

Biological Activity

Adrenocorticotropic hormone (ACTH or corticotrophin) is a polypeptide hormone synthesised (from POMC, pro-opiomelanocortin) and secreted
from corticotropes in the anterior 1obe of the pituitary gland in response to the hormone corticotrophin-releasing hormone (CRH) released by the
hypothalamus. It consists of 39 amino acids with a molecular weight of 4540 Da.

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

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

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

Clinical Application

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

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

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



IV.  PRINCIPLES OF THE METHOD

The DIAsource ACTH-IRMA is a two-step immunoradiometric assay based on
coated-tube  separation. It alows the determination of intact human
adrenocorti cotropic hormone (ACTH) in EDTA plasma. Monoclonal antibodies
specific to the 1-24 ACTH fragment (N-terminal fragment) are attached to the
lower and inner surface of the plastic tubes. Calibrators or samples are added to
the tubes. After 2 hour incubation, washing removes the occasional excess of
antigen, mid-regional and C-terminal fragments.

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

V. REAGENTS PROVIDED

Reagents Quantity Colour Reconstitution
96 tests Code
Tubes coated with anti 2x48 red Ready for use
ACTH ( monoclona
antibodies)
1via red Dilute 21x with
| Ab | 129 | CONC | 0.8 ml Tracer Buffer (see
1020 kBq section VII. C)
Anti-ACTH-21 (polyclonal
antibodies) in Phosphate Buffer
with bovine abumin and sodium
azide (<0.1%)
| TRACER | BUF | 1via black Ready for use
11ml
Tracer Buffer: Borate Buffer with
sheep serum, EDTA and azide
(<0.1%)
CAL n 1via yellow Add 5ml
lyophil. reconstitution
Zero Cdibrator in human serum solution
with thymol and benzamidin
6vids yellow Add 1 ml
CAL lyophil. reconstitution
Cdibrators 1-6 in human serum solution
with thymol and benzamidin (see
exact values on vid labels)
| REC | SOLN | 1via blue Ready for use
15ml
Reconstitution solution : Borate
Buffer with EDTA and sodium
azide (< 0.1%)
| INC | BUE | 1via black Ready for use
6ml
Incubation Buffer: Phosphate
Buffer with bovine dbumin and
azide (<0.1%)
1via green Dilute 20x with
‘ WASH ‘ SOLN ‘ CONC ‘ 40ml distilled water (use a
magnetic stirrer).
Wash solution (Tween 20-NaCl)
2vids silver Add 1 ml
| CONTROL | N | lyophil. reconstitution
: solution
Controls 1 and 2 in human serum
with thymol

Note: 1. Usethe zero calibrator for seradilutions.
2. 1 pg of the calibrator preparation is equivalent to 1 pg of NIBSC
74/555

VI.  SUPPLIESNOT PROVIDED

The following material isrequired but not provided in thekit:

1. Distilled water

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

Vortex mixer

Magnetic stirrer

Tube shaker (400 rpm)

5 ml automatic syringe (Cornwall type) for washing

Aspiration system (optional).

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

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

STORAGE AND EXPIRATION DATING OF REAGENTS

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

The calibrators and controls are very unstable, use them immediately after
recongtitution, freeze immediately in aliquots and keep them at —20°C for
maximum 3 months. Avoid subsequent freeze-thaw cycles.

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

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

SPECIMEN COLLECTION AND PREPARATION

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

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

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

Do not use hemolyzed or lipemic specimens.

PROCEDURE

Handling notes

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

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

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

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

Procedure

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

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

Incubate for 1 hour at room temperature on a tube shaker (400 rpm).
Aspirate the content of each tube (except total counts). Be sure that the
plastic tip of the aspirator reaches the bottom of the coated-tube in order to
removeall theliquid.

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

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



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

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

19.  Count thetubesin a gamma counter for 60 seconds.

Xl.  CALCULATION OF RESULTS

1. Calculate the mean of duplicate determinations.

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

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

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

XIl.  TYPICAL DATA

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

D. Accur acy
RECOVERY TEST

Sample Added ACTH Recovered ACTH Recovery
(pg/ml) (pg/ml) (%)
1 1100.0 1128.0 102.5
550.0 552.5 100.5
275.0 273.8 99.6
1375 149.0 108.4

DILUTION TEST

ACTH-IRMA cpm B/T (%)
Total count 273476 100
Cdibrator 0.0 pg/ml 418 0.2
9.6 pg/ml 1580 0.6
31.2 pg/ml 3836 14
97.2 pg/ml 10839 40
295.4 pg/ml 27691 101
1006.4 pg/ml 64156 235
1931.9 pg/ml 93486 34.2

Sample Dilution Theoretical Measured
Concent. Concent.
(pg/ml) (pg/ml)
1 1 - 499.4
12 249.7 226.2
14 124.8 111.0
/8 62.4 575
116 312 27.8
132 15.6 16.1
1/64 7.8 7.1
2 1 - 384.4
12 174.2 167.5
14 87.1 89.9
/8 435 40.0
116 218 20.6
132 10.9 10.4
164 54 57

XI1l1. PERFORMANCE AND LIMITATIONS

A. Detection Limit
Twenty zero calibrators were assayed along with a set of other calibrators.
The detection limit, defined as the apparent concentration three standard
deviations above the average counts at zero binding, was 1.16 pg/ml.

B. Specificity

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

Added analyteto alow Observed Added analyteto amedium Observed
ACTH level EDTA plasma ACTH ACTH level EDTA plasma ACTH
level level
(pg/mi) (pg/mi)
Nothing 0.9 Nothing 345

ACTH 1-17 fragment 100000 pg/ml 0.8
ACTH 18-39 fragment100000 pg/ml 71

ACTH 1-17 fragment 100000 pg/m| | 25.0
ACTH 18-39 fragment100000 pg/ml | 33.5

Rat ACTH 1000 pg/ml | 364.7 Rat ACTH 1000 pg/ml | 450.0
aMSH 100000 pg/ml 18 aMSH 100000 pg/ml 31.6
bMSH 100000pgml | 09 bMSH 100000 pg/ml | 33.0
bEndorphin 100000 pg/ml 11 bEndorphin 100000 pg/m| | 32.8

This demonstrates that the ACTH-IRMA does not cross react with ACTH
fragments, aMSH, bMSH and bEndorphin but cross react with Rat ACTH at
39%.

C. Precision

INTRA ASSAY INTER ASSAY
Serum N <X>=*SD CcVv Serum N <X>+SD CcVv
(pg/ml) (%) (pg/ml) (%)
19 175+ 11 6.4 D 15 296+ 14 48

A
B 20 69.3+21 3.0 E 15 121.9+75 | 62
C

20 386.7+151| 39

SD : Standard Deviation; CV: Coefficient of variation

Samples were diluted with zero calibrator.

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

o 10 20 30
C1 546.1 563.9 563.4 568.9
c2 86.6 88.7 89.0 85.9
C3 444 444 429 432
C4 122.4 123.0 122.6 121.0

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

XIV. INTERNAL QUALITY CONTROL

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

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

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

XV. REFERENCE INTERVALS

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

The range of ACTH levels in 47 normal patients, expressed as 2.5% to 97.5%
percentiles, was 9.6 t0 49.7 pg/ml.

XVI. PRECAUTIONS AND WARNINGS

Safety

For in vitro diagnostic use only.

Thiskit contains *®| (half-life: 60 days), emitting ionizing X (28 keV) and y (35.5
keV) radiations.

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

All radioactive handling should be executed in a designated area, away from
regular passage. A logbook for receipt and storage of radioactive materials must
be kept in the lab. Laboratory equipment and glassware, which could be



contaminated with radioactive substances, should be segregated to prevent cross
contamination of different radioisotopes.

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

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

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

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

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

Incubation 2 hour a room temperature with shaking at 400 rpm

Separation - aspirate

Washing sol ution - 20

Separation - aspirate

Washing sol ution - 20

Separation - aspirate

Tracer 100 100 100

Incubation 1 hour & room temperature with shaking at 400 rpm

Separation - aspirate

Washing sol ution - 20

Separation - aspirate

Washing sol ution - 20

Separation - aspirate

Counting Count tubes for 60 seconds

DlAsource Catdogue Nr : P.I. Number : Date of issue :

KIP0061 1700610/en 090409/1

Revision date: 2009-04-09




C€ r

Lire entiérement le protocole avant utilisation.

ACTH-IRMA

. BUT DU DOSAGE

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

[I. INFORMATIONS GENERALES
A. Nom du produit : DIAsource ACTH-IRMA kit
B. Numérodecatalogue: KIPO061: 96 tests

C. Fabriquépar : 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

[11. CONTEXTE CLINIQUE

A Activitésbiologiques

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

L'ACTH régule la synthése des stéroides par le cortex surrénalien. L'ACTH stimule la sécrétion du cortisol par |es glandes surrénales. Le cortisol et d'autres
glucocorticoides augmentent la production de glucose, inhibent la synthése protéique et augmentent le catabolisme protéique, simulent la lipolyse et
détériorent |es réponses immunol ogiques et inflammatoires. Le cortisol induit une involution thymique et donc une baisse de la fonction thymique normale,
ce qui explique en partie sa capacité a diminuer la réponse du systéme immunitaire. L es glucocorticoides aident a maintenir la pression sanguine et sont un
composant essentiel de la réponse du corps au stress. La sécrétion dACTH est régulée par la substance libératrice de la corticostimuline (CRH) et la
vasopressine (ADH). Le cortisol agit en retour sur I'hypophyse et I'hypothal amus pour réprimer lestaux dACTH et d'/ADH. Dans des conditions de base (pas
de gtress), la séerétion du cortisol montre un rythme circadien prononcé avec destaux plus élevéstot e matin et destaux bastard le soir. Dans des conditions
de dress, la variation circadienne est émoussée.

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

Le cortex surrénalien comporte deux types de récepteurs al'’ACTH: I'un avec un KD = 1 nM, maisil n'y en a qu'environ 60 par cellules, l'autre avec un KD =
300 nM, maisil y en aenviron 600.000 par cellule. La présence de récepteurs a haute et a faible affinité pour I'ACTH permet aux tissus d'ére sensibles non
seulement ala présence de I'ACTH, maisauss a sa concentration.

B. Application clinique

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

Les symptdmes du syndrome de Cushing comprennent |'obésité du tronc, un dépérissement extréme, une face en forme de lune, la bosse de bison, un
amincissement de la peau, une proposition aux bleus, une faiblesse musculaire, une hypertension, I'athéroscl érose, une insuffisance cardiague congestive, des
oedemes, des menstruations irréguliéres, des troubles psychol ogiques, I'ostéoporose, une augmentation des infections et une cicatri sation médiocre.

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



IV.  PRINCIPE DU DOSAGE

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

On ajoute des anticorps polyclonaux marqués a I"?| spécifiques du fragment 24-
29 de I'ACTH (fragment C-terminal). Aprés 1 heure dincubation et un lavage, la
radioactivité restante liée au tube refl éela concentration en ACTH intacte.

V. REACTIFS FOURNIS

Réactifs Troussede Code Reconstitution
96 analyses Couleur

Tubes recouverts avec 2x48 Rouge Prét al’emploi
H I"anti ACTH (anticorps
monocl onaux)
| Ab | 1251 | CONG | 1 flacon Rouge | Diluer 21 x avec du
08 ml tampon traceur (voir
Anti-ACTH-251 (anticorps 1020 kBq section VI1.C).
polyclonaux) dans un tampon
Phosphate avec de I'd bumine
bovine et de |’ azoture (<0.1 %)
BUF 1flacon noir Prét al’emploi
11ml
Tampon traceur: Tampon borate
avec sérum de mouton, EDTA et
azoture (<0.1 %)
CAL n 1 flacon Jaune Ajouter 50ml dela
Cadlibrateur zéro dans du sérum Iyophilisé sl wo'ﬁ de:\
} reconstitution
humain contenant du thymol et
benzamidine
CAL 6 flacons Jaune Ajouter 1,0 ml dela
. - lyophilisés solution de
Cdibrateur N=12a6 recongtitution
(cf. Vdeurs exactes sur chaque
flacon) dans du sérum humain
contenant du thymol et
benzamidine
REC SOLN 1 flacon bleu Prét al’emploi
15ml

Solution de reconstitution :
Tampon borate avec EDTA et
azoture de sodium (< 0.1%)

BUF 1flacon Noir Prét al’emploi

Tampon d'incubation : tampon 6ml
phosphate contenant de I'a bumine
bovine et de |’ azoture (<0.1 %)

1 flacon Vert Diluer 20 x avec de
|WASH| SoLN |C°NC| 40 ml I"eau distillée (utiliser
Solution de Lavage un agitateur
(Tween - NaCl) magnéti que).

2flagc_)n§ Gris Ajouter 1,0ml dela
lyophilisés solution de
Contrdles- N = 1 ou 2 dans du reconstitution

sérum humain et du thymol

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

VI. MATERIEL NON FOURNI

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

1. Eau digtillée

2. Pipettes pour distribuer: 50 pl, 100 pl, 200 pl, 1 ml e 3 ml (I’ utilisation de
pi pettes préci ses et de pointes jetables en plastique est recommandée)
Agitateur vortex

Agitateur magnétique

Agitateur de tubes (400 rpm)

Seringue automatique de 5 ml (type Cornwall) pour leslavages

Systéme d' aspiration (optionnel)

Nookrw

VII.

VIII.

IX.

Tout compteur gamma capable de mesurer I'**|

(rendement minimum 70%).

peut &re utilisé

PREPARATION DES REACTIFS

Calibrateurs : Reconstituer le calibrateur zéro avec 5,0 ml de la solution
derecongtitution et les calibrateurs 1 a6 avec 1,0 ml.

Controles : Recongtituer les contrdles avec 1,0 ml de la solution de
recongtitution.

Traceur : Préparer un volume adéquat de solution de traceur en gjoutant
50 pl d'anti-ACTH-'®| & 1 ml de tampon traceur. Utiliser un vortex pour
homogénéiser.

Solution de L avage : Préparer un volume adéquat de Solution de Lavage
en gjoutant 19 volumes d' eau digtillée a 1 volume de Solution de Lavage
(20x). Utiliser un agitateur magnéique pour homogénéiser. Eliminer la
Solution de Lavage non utilisée alafin delajournée.

STOCKAGE ET DATE D'EXPIRATION DESREACTIFS

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

Les calibrateurs et les controles sont trés instables. Utiliser les
immédiatement aprés leur recongtitution. Congeler immédiatement en
aliquotes et conserver les a -20°C pendant trois mois au maximum. Eviter
des cycles de congéation et décongélation successifs.

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

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

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

PREPARATION ET STABILITE DE L’ECHANTILLON

Il faut utiliser du plasma sur EDTA. Les précautions habituelles doivent ére
observées lors dela ponction veineuse.

Les échantillons doivent &re prélevés et placés immédiatement sur de la
glace ou ére prélevés dans des tubes refroidis auparavant. Séparer
immeédiatement dans une centrifugeuse réfrigérée (2-8°C). S I'échantillon
n'est pas immédiatement analysé (endéans I'heure), transférer le plasma
surnageant dans un récipient de stockage en plastique convenablement
éiqueté et surgeler a-70°C, ou moains, jusqu'a4s jours.

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

Ne pas utiliser des échantillons hémolysés ou lipémiques.

MODE OPERATOIRE

Notes de manipulation

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

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

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

Mode opératoire

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

Agiter au vortex brievement les calibrateurs, les échantillons et les
contrles. Puis distribuer 200 pl de chacun d'eux dans leurs tubes
respectifs.

Ajouter 50 pL de tampon d' incubation dans chagque tube a |’ exception des
ceux servant au comptage total.

Secouer gentiment a la main le portoir contenant les tubes pour libérer
touteslesbulles dair piégées.

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

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

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

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

Laver lestubes & nouveau avec 2 ml de Solution de Lavage (al’ exception
des tubes utilisés pour la détermination del’ activité total €) et aspirer.
Aprés le dernier lavage, laisser les tubes droits pendant 2 minutes et
aspirer lereste deliquide.

Distribuer 100 ul de traceur dans chaque tube, y compris les tubes sans
anticorps pour la détermination de |’ activité totale.

Secouer gentiment a la main le portoir contenant les tubes pour libérer
touteslesbulles dair piégées.

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

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

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

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

Laver lestubes & nouveau avec 2 ml de Solution de Lavage (al’ exception
des tubes utilisés pour la détermination del’ activité total €) et aspirer.
Aprés le dernier lavage, laisser les tubes droits pendant 2 minutes et
aspirer lereste deliquide.

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

CALCUL DES RESULTATS

Calculer la moyenne de chaque détermination réalisée en double.

Dessner sur un graphique linéaire ou semi-logarithmique les cpm
(ordonnées) pour chaque calibrateur contre la concentration
correspondante en ACTH (abscisses) et dessiner une courbe de calibration
al’aide des points de calibration, écarter les valeurs aberrantes.

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

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.

DONNEES TYPES

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

Analyte ajoutéa un plasma sur Niveau Analyte ajoutéa un plasma sur Niveau

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

bas observé moyen observé

(pg/ml) (pg/ml)
Rien 09 Rien 34,5
ACTH, fragment 1-17 100000 pg/ml 08 ACTH, fragment 1-17 100000 pg/ml| 25,0

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

pg/mi 71 pg/ml 335
ACTH derat 1000 pg/ml 364,7 ACTH derat 1000 pg/ml | 450,0
aMSH 100000 pg/ml 18 aMSH 100000 pg/ml 31,6
bMSH 100000 pg/ml 09 bMSH 100000 pg/ml 330
bEndorphine 100000 pg/ml 11 bEndorphine 100000 pg/ml 328

Cela démontre que I'ACTH-IRMA ne réagit pas de maniére croisée avec les
fragments dACTH, I'aMSH, la BMSH et la Bendorphine, mais réagit de maniéere
croisée avec I'ACTH derat a39%.

C. Précision

INTRA-ESSAI INTER-ESSAI
Sérum N <X>+SD CcVv Sérum N <X>#*SD CcVv
(pg/ml) (%) (pg/ml) (%)
A 19 175+ 11 6,4 D 15 296+ 14 48
B 20 69,3+2,1 30 E 15 1219+ 7,5 6,2
C 20 386,7+ 15,1 39

SD : Déviation Standard; CV: Coefficient de variation

D. Exactitude

TEST DE RECUPERATION

ACTH-IRMA cpm BIT (%)
Activité totde 273476 100
Cdibrateur 0,0 pg/ml 418 02
9,6 pg/ml 1580 0,6
31,2 pg/ml 3836 14
97,2 pg/ml 10839 40
295,4 pg/ml 27691 10,1
1006,4 pg/ml 64156 235
1931,9 pg/ml 93486 34,2

XIHI.

A.

PERFORMANCE ET LIMITESDU DOSAGE

Sensibilité

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

B.

Spécificité

Les peptides pouvant interférer ont éé ajoutés a un plasma sur EDTA avec une
teneur en ACTH basse et élevée. On a mesuré laréponse apparente de|'’ACTH.

ACTH ajoutée ACTH récupérée Récupération

(pg/ml) (pg/ml) (%)
1100,0 1128,0 102,5
550,0 552,5 100,5
275,0 2738 99,6
137,5 149,0 108,4

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

1 11 - 4994

1/2 249,7 226,2

14 124.8 111,0

1/8 62,4 57,5

116 31,2 27,8

1/32 15,6 16,1

164 7.8 71

2 11 - 384,4

12 174,2 167,5

14 87,1 89,9

1/8 435 40,0

116 21,8 20,6

1/32 10,9 10,4

1/64 54 57

Les échantillons ont &é diluésavec le calibrateur zéro.
E. Délai entreladistribution du dernier calibrateur et celle de
I"échantillon

Comme montré ci-dessous, les résultats d' un restent précis méme quand un
échantillon est distribué 30 minutes apres que le calibrateur a éé ajouté aux tubes

avec |"anticorps.

DELAI

o 10 20 30
c1 546,1 563,9 563,4 568,9
c2 86,6 88,7 89,0 85,9
c3 44,4 44,4 429 432
c4 122,4 1230 1226 121,0




F. Effet crochet

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

XIV. CONTROLE QUALITE INTERNE

- Si les résultats obtenus pour le(s) contrdle(s) 1 et/ou 2 ne sont pas dans
I"intervalle spécifié sur I’ étiquette du flacon, les résultats ne peuvent pas
ére 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 en aliquotes. Ne pas congeler —
décongeler plus de deux fois.

- Les criteres dacceptation de la différence entre les résultats des
échantillons analysés en double doivent é&re basés sur les Bonnes
Pratiques de Laboratoire.

XV. VALEURSATTENDUES

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

La portée des taux en ACTH chez 47 patients normaux, exprimée comme 2,5% a
97,5% percentiles, était 9,6 249,7 pg/ml.

XVI. PRECAUTIONS ET AVERTISSEMENTS

Sécurité

Pour utilisation en diagnostic in vitro uniquement.

Cette trousse contient de I''®| (demi-vie 60 jours), une matiére radioactive
émettant desrayonnementsionisants X (28 keV) ety (35.5 keV).

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

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

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

Les composants de sang humain inclus dans ce kit ont &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 devra étre conforme 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.

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

Ne pas fumer, ni boire, ni manger ni appliquer de produits cosmétiques dans les
laboratoires ou des produits radioactifs sont utilisés. Ne pas pipeter avec la
bouche. Utiliser des vétements protecteurs et des gants a usage unique.
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ACTIVITE CALIBRA- ECHANTII:LONS
TOTALE TEURS CONTROLES
(1) (1) (1)
Cdibraeurs (0 a6) - 200 -
Echantillons, Contrdles - - 200
Tampon d'incubation - 50 50
Incubation 120 minutes atempérature ambi ante sous agitation continue
(400 rpm).
Séparation - Aspiration
Solution de Lavage - 20ml
Séparation - aspiration
Solution de Lavage - 20ml
Séparation - aspiration
Traceur 100 100 100
Incubation 60 minutes a température ambiante sous agitation continue
(400 rpm).
Séparation - Aspiration
Solution de Lavage - 20ml
Séparation - aspiration
Solution de Lavage - 20ml
Séparation - aspiration
Comptage Temps de comptage des tubes: 60 secondes
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Vor Gebrauch desKitslesen Siebitte diese Packungsbeilage.

ACTH-IRMA

I.  VERWENDUNGSZWECK

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

[I. ALLGEMEINE INFORMATION
A. Handelsbezeichnung: DIAsource ACTH-IRMA Kit
B. Katalognummer : KIPOO61: 96 Tests

C. Hergedtelt von: DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue del'Indudtrie, 8, B-1400 Nivelles, Belgien.

Fur technische Unterstiitzung oder Bestellungen wenden Sie sich bitte an:

Td : +32 (0)67 88.99.99 Fax: +32 (0)67 88.99.96
Fur Deutschland : Kostenfreie Rufnummer : 0800 1 00 85 74 - K ostenfr eie Faxnummer : 0800 1 00 85 75
E-mail Ordering : ordering@diasour ce.be

1. KLINISCHER HINTERGRUND

A Biologische Aktivitéten

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

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

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

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

B. Klinische Anwendung

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

Symptome von Cushing Syndrom schlielen Fettleibigkeit, seche Extremitéten,Mondges cht,Stiernacken,diinne Haut,oft
Qetschungen,Muskel schwiche, Bluthochdruck, Artheri oskl erose Her zfehler, Odeme, unregel méRige Menstruation, psychol ogische
Verwirrungen,Osteoporose, verstéarkte | nfektne gung und schlechte Wundheilung.

Die verringerte Sekretion von ACTH durch die Hirnanhangsdriise wird als sekundére Nebenni ereninsuffizienz bezeichnet.
Tertidre Nebenniereninsuffizienz wird durch einen Fehler des Hypothalamus bel der Produkti on von Corticotropin frei setizendem
Hormon(CRH)verursacht, wahrend die primére Nebenniereninsuffizienz al's Verlust von adrenocortikalen Hormonen infolge von
Zerstérung oder Bee ntrachtigung der Nebenni erenrinde bezei chnet wird.Alle Patienten mit Nebenniereninsuffizienz zeigen
Gewichtsverlust. Die sekundére und tertiére Nebenni ereninsuffizienz wird teilweise durch ACTH Injektionen (Cortrosyn)
diagnostiziert, um die Produktion von Cortisol zu simulieren.

e
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IV. GRUNDSATZLICHES ZUR DURCHFUHRUNG

Der DIAsource ACTH-IRMA ig ein Zwei-Schritt immunradiometrischer Assay
in beschichteten Réhrchen.

Es ermoglicht die Bestimmung von intaktem humanen adrenocorticotropen
Hormon (ACTH) in EDTA-Plasma. Fur das 1-24 ACTH- Fragment (N-terminales
Fragment) spezifische monoklonale Antikérper sind an die untere innere Fléche
der Plastikrohrchen gebunden. Kalibratoren oder Proben werden den Rohrchen
zugefiigt. Nach 2 Stunden Inkubation wird der Uberschu von Antigen,
mittelregional en und C-terminal en Fragmenten ausgewaschen.

15| gdabdlte polyklonale Antikérper, die spezifisch fir das 1-24 ACTH
Fragment (C-terminales Fragment) werden zugefiigt. Nach 1 Stunde I nkubation
und Waschen entspricht die an die Roéhrchen gebundene Radioaktivitét der
Konzentration von intakter ACTH.

V. MITGELIEFERTE REAGENZIEN

Reagenzien 96 Test Farb Rekonstitution
Kit Code
Mit anti ACTH- 2x48 rot gebrauchsfertig
beschichtete Réhrchen
(monoklonade
Antikdrper)
| Ab | 1251 | CONC | 1 Gefal3 rot 21 x mit Tracerpuffer
0,8ml verdinnen (siehe

TRACER: Zlodmarkierter Anii- | 020 kBd Sektion Vi1 C).

ACTH (polyklonale Antikorper)

in Phosphatpuffer mit
Rinderserumabumin und Azid
(<0.1%)
| TRACER | BUF | 1Gefa | schwarz | gebrauchsfertig
11ml
Tracerpuffer: Boratpuffer mit
Schafserum, EDTA und Azid
(<0.1%)
cAL n 1Gef® | geb | 50ml
lyophilisiert Rekonstituierungs dsung
Null Kalibrator in Humanserum zugeben

mit Thymol und Benzamidin

cAL - 6Cefasse | gelb | 10ml

lyophilisiert Rekonstituierungs dsung
Kadibrator -N=1t06 zugeben
(genaue  Werte auf  Gefdl-
Etiketten) in Humanserum mit
Thymol und Benzamidin

| REC | SOLN | 1Gefa blau gebrauchsfertig
15ml
Rekonstituierungs dsung:
Borapuffer mit EDTA und
Natriumazid (<0,1%)
INC BUF 1Gefad schwarz | gebrauchsfertig
6ml
Inkubati onspuffer: Phosphatpuffer
mit  Rinderserumabumin, und
Azid (<0,1%)
1 Gefél3 griin 20 x mit dest. Wasser
‘ WASH ‘ SOLN ‘ CONC ‘ 40 ml verdiinnen
(Magnetrihrer
Waschl ésung (Tween 20 - NaCl) benutzen).
2 Gefésse silber 1,0ml
| CONTROL | N | lyophilisiert Rekonstituierungsl sung
zugeben
Kontrollen-N=1o0r2
Humanserum und Thymol
Bemer kung: Benutzen Sie den Null-Kalibrator zur Probenverdiinnung.

2.1 pg der Standardzubereitungist aquivalent zu 1 pg NIBSC 74/555

VI. ZUSATZLICH BENOTIGTES MATERIAL

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

2. Pipetten: 50 pl, 100 pl, 200 pl, 1 ml und 3 ml (Verwendung von
Prézi sionspi petten mit Wegwerf-Plastikspitzen wird empfohlen)
3. 5 ml automati sche Spritze (Cornwall Typ) zum Waschen

4, Absaugsystem (optional)

@ N0

VII.

VIII.

Vortex Mixer

Schiittler fir Réhrchen (400rpm)

Magnetrihrer

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

REAGENT PREPARATION

Kalibratoren: Rekonstituieren Sie den Nullsandard mit 50 ml
Rekondtituierungdosung und die Kalibratoren 1-6 mit 1,0 ml.
Rekongtituierungd dsung

Kontrollen: Rekondituieren Sie die Kontrollen mit 1,0 ml
Rekonstituierungd dsung

Tracer: Stellen Sie die bendtigte Menge Tracerl 6sung her, indem Sie 50 pl
Anti-ACTH-"®|  zu 1 ml Tracerpuffer geben. Benutzen Sie einen Vortex
zur Homogenisierung.

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

AUFBEWAHRUNG UND LAGERUNG DER REAGENZIEN

Vor dem Offnen oder Rekonstitution sind die Reagenzien des Kits bis zum
Ablaufdatum (Angaben auf Etikett) bei Lagerung bel 2°C bis8°C stabil.
Die Kalibratoren und Proben sind sehr instabil. Benutzung sofort nach der
Rekongtitution oder sofort in Aliquots bei —20°C fir bis zu 3 Monate
einfrieren. Verme den Sie wiederholtes Einfrieren und Auftauen.

Frisch zubereitete Waschl 6sung sollte am selben Tag benutzt werden.

Nach der ersen Benutzung ist der Tracer bei Aufbewahrung im
Originalgefal und bei -20° C bis zum Ablaufdatum stabil.

Veranderungen im Aussehen der Kitkomponenten koénnen ein Anzeichen
fur Ingtabilitét oder Zerfall sein.

PROBENSAMMLUNG UND -VORBEREITUNG

Es sollte EDTA Plasma verwendet und die iblichen Vors chtsmaf3nahmen
bei Venenpunktur beachtet werden.

Die Proben sollten direkt nach der Entnahme auf Eis gelagert oder in vorher
gefrostete R6hrchen abgenommen werden. Separieren Sie die Proben sofort
in einer Kuhlzentrifuge (2-8°C).Werden die Proben nicht innerhalb einer
Stunde verarbeitet, entfernen Sie den Plasmatiberstand und geben Ihnin ein
entsprechend  etikettiertes Plastikaufbewahrungsgefal’. Frieren Sie das
Plasma bei -70°C oder kélter ein. Esist bis zu 45 Tage haltbar.

Bei -20°C bleiben die Proben nicht stabil.

Benutzen Siekeine hdamolysierten oder lipamischen Proben.

DURCHFUHRUNG

Bemer kungen zur Durchfuhrung

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

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

Prézisionspipetten oder ein automatisches Pipettiersyssem erhéhen die
Prézision. Achten Sieauf die Einhaltung der Inkubationszeiten.

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

Dur chfiihrung

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

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

Dispensieren sie 50 pl Inkubationspuffer in jedes Rohrchen, auRer dem fiir
die gesamtaktivitét.

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

Inkubieren Sie 120 Minuten bei Raumtemperatur unter standigem
Schiittlen (400 rpm).

Saugen Sie den Inhalt jedes Rohrchens ab (auler Gesamtaktivitét).
Vergewissern Sie sich, dass die Plagtikspitze des Absaugers den Boden
des beschichteten Roéhrchens erreicht, um die gesamte Flissigkeit zu
entfernen.

Waschen Sie die Rohrchen mit 2 ml Waschlosung (aufRer
Gesamtaktivitdt) und saugen Sie ab. Vermeden Sie Schaumbildung bel
Zugabe der Waschl 6sung.

Saugen Sie den Inhalt jeden Réhrchens (auRer Gesamtaktivitét) ab.



9. Waschen Sie die Rohrchen mit 2 ml Waschlésung (aufRer
Gesamtaktivitdt) und saugen Sie ab.

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

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

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

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

14. Saugen Sie den Inhat jedes Rohrchens ab (auRBer Gesamtaktivitat).
Vergewissern Sie sich, dass die Plagikspitze des Absaugers den Boden
des beschichteten Roéhrchens erreicht, um die gesamte Flissigkeit zu
entfernen.

15. Waschen Sie die Rohrchen mit 2 ml Waschlosung (aufRer
Gesamtaktivitdt) und saugen Sie ab. Vermeiden Sie Schaumbildung bel
Zugabe der Waschl 6sung.

16.  Saugen Sie den Inhalt jeden Rohrchens (auf3er Gesamtaktivitat) ab.

17. Waschen Sie die Rohrchen mit 2 ml Waschlosung (aufRer
Gesamtaktivitat) und saugen Sie ab.

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

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

XlI. BERECHNUNG DER ERGEBNISSE

1. Berechnen Sie den Durchschnitt aus den Doppel bestimmungen.

2. Tragen Sie auf semilogarithmischem oder linearem Millimeterpapier den
c.p.m. (Ordinate) fir jeden Standard gegen die entsprechende Konzentration
ACTH (Abszisse) und zeichnen Sie eine Standardkurve durch die
Standardpunkte, schlieRen Sie offensichtliche,, AusreiRer* aus.

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

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

XIl.  TYPISCHE WERTE

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

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

C. Préazision

INTRA-ASSAY INTER-ASSAY
Serum N <X>=*SD CcVv Serum N <X>+SD CcVv
(pg/ml) (%) (pg/ml) (%)
A 19 175+11 6,4 D 15 296+ 1,4 4.8
B 20 69,3+21 30 E 15 1219+ 7,5 6,2
C 20 | 386,7+ 151 39

SD : Standardabweichung; CV: Variationskoeffizient

D. Genauigkeit

ACTH-IRMA cpm BIT (%)
Gesamtaktivitét 273476 100
Kalibrator 0,0 pg/ml 418 02
9,6 py/ml 1580 06
31,2 pg/ml 3836 14
97,2 pg/m 10839 40
295,4 pg/ml 27691 101
1006,4 pg/ml 64156 235
1931,9 pg/ml 93486 34,2

VERDUNNUNGSTEST
Probe Verdunn. Theoret. Gemess. K onzent.
Konzent. (pg/ml)
(pg/ml)
1 1 - 499,4
12 249,7 226,2
14 124,8 111,0
/8 62,4 57,5
116 31,2 27,8
132 15,6 16,1
1/64 78 71
2 1 - 384,4
12 174,2 167,5
1/4 87,1 89,9
8 435 40,0
116 21,8 20,6
132 10,9 10,4
1/64 54 57
Die Proben wurden mit Null-Kalibrator verdinnt.
WIEDERFINDUNGSTEST
Zugeg. ACTH Wiedergef. ACTH Wiedergefunden
(pg/ml) (pg/ml) (%)
1100,0 1128,0 102,5
550,0 552,5 100,5
275,0 2738 99,6
137,5 149,0 108,4

XI1. LEISTUNGSMERKMALE UND GRENZEN DER METHODIK

A. Nachweisgrenze

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

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

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

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

Zugesetzter Analyt zu einem Beobachte Zugesetzter Analyt zu einem Beobachte

EDTA-Plasma mit niedrigem teACTH EDTA-Plasmamit mittlerem teACTH
Spiegel Spiegel Spiegel Spiegel
(pg/ml) (pg/mi)

Keine Zugabe 09 ACTH 1-17 Fragment100000 pg/ml 34,5
ACTH 1-17 Fragment100000 pg/ml 08 ACTH 18-39 Fragment100000 25,0
ACTH 18-39 Fragment100000 pg/ml 71 pg/mi 335
ACTH Ratte 1000 pg/ml | 364,7 ACTH Ratte 1000 pg/ml 450,0
aMSH 100000 pg/ml 18 aMSH 100000 pg/ml 31,6
bMSH 100000 pg/ml 09 bMSH 100000 pg/ml 330

bEndorphin 100000 pg/ml 11 bEndorphin 100000 pg/ml 328

E. Zeitver zoger ung zwischen letzter Kalibrator- und Probenzugabe
Eswird im folgenden gezeigt, dass die Genauigkeit der Tests selbst dann erhalten
bleilbt, wenn die Probe 30 Minuten nach Zugabe des Kalibrators in die
beschichteten Rhrchen zugefugt wird.

ZEITDIFFERENCE

o 10 20 30
c1 546,1 563,9 563,4 568,9
c2 86,6 88,7 89,0 85,9
c3 44,4 44,4 429 432
c4 122,4 1230 1226 121,0

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

XIV. INTERNE QUALITATSKONTROLLE

- Entsprechen die I st-Werte nicht den auf den Flaschchen angegebenen Soll-
Werten, kénnen die Werte, ohnetreffende Erklarung der Abweichungen,
nicht weiterverarbeitet werden.

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

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



XV. REFERENZINTERVALLE

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

Der Bereich der ACTH-Werte bei 47 gesunden Patienten, ausgedriickt als 2,5%
bis 97,5% Perzentilen, betrug 9,6 bis49,7 pg/ml.

XV. VORSICHTMASSNAHMEN UND WARNUNGEN

Sicherheit

Nur fiir diagnostische Zwecke.

Dieser Kit enthalt *°| (Halbwertzeit: 60 Tagen) , dasionisierende X (28 keV) und
v (35,5 keV) Strahlungen emittiert.

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

Der Umgang mit radioaktiven Substanzen sollte fern von Durchgangsverkehr in
einem speziel ausgewiesenen Bereich attfinden. Ein Logbuch fir Protokolle
und Aufbewahrung muss im Labor sein. Die Laborausriistung und die
Glasbehdlter, die mit radioaktiven Substanzen kontaminiert werden konnen,
mussen ausgesondert werden, um Kreuzkontaminationen mit unterschiedlichen
Radioi sotopen zu verhindern. Verschiittete radioaktive Substanzen miissen sofort
den Sicherheitsbestimmungen entsprechend entfernt werden. Radioaktive Abfélle
mussen entsprechend den lokalen Bestimmungen und Richtlinien der fur das
Labor zustdndigen Behtrden gelagert werden. Das Einhaten der
Sicherheitsbestimmungen fir den Umgang mit radioaktiven Substanzen
gewahrleistet ausreichenden Schutz.

Die menschlichen Blutkomponenten in diesem Kit wurden mit européi schen und
in USA erprobten FDA-Methoden getestet, sie waren negativ fir HBSAG, anti-
HCV und anti-HIV 1 und 2. Keine bekannte M ethode kann jedoch vollkommene
Sicherheit liefern, dass menschliche Blutbestandteile nicht Hepatitis, AIDS oder
andere | nfektionen Uibertragen. Deshalb sollte der Umgang mit Reagenzien,

Serum oder Plasmaproben in Ubereinstimmung mit den Sicherheitsbestimmungen
erfolgen.

Alle tierischen Produkte und deren Derivate wurden von gesunden Tieren
gesammelt. Komponenten von Rindern sstammen aus Landern in denen BSE nicht
nachgewiesen wurde.

Trotzdem sollten Komponenten, die tierische Substanzen enthalten, a's potenziell
infekti0s betrachtet werden.

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

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

GESAMT- KALIBRA PROBEN,
AKTIVITAT -TOREN KONTROLLEN
(1) (1) (1)
Kalibratoren (0-6) N 200 i
Proben, Kontrollen - - 200
I nkubati onspuffer - 50 50
Inkubation 120 Minuten bei Raumtemperatur unter standigem Schiitteln
(400 rpm)
Trennung - absaugen
Waschl ésung - 20ml
Trennung - absaugen
Waschl ésung - 20ml
Trennung - absaugen
Tracer 100 100 100
Inkubation 60 Minuten bei Raumtemperatur unter standigem Schiitteln
(400 rpm)
Trennung - absaugen
Waschl ésung - 20ml
Trennung - absaugen
Waschl ésung - 20ml
Trennung - absaugen
Gamma Counter 60 Sekunden messen
DIAsource ! . Nummer der
Kata ognummer : Be paf;zxe)\tglor;g:mer. Origind ausgabe:
KIP0061 090409/1

Revisionsdatum : 2009-04-09



C€

Primadi utilizzareil kit legger e attentamente leistruzioni per I'uso

ACTH-IRMA

. USODEL KIT

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

. INFORMAZ|ONI DI CARATTERE GENERALE

A. Nome commerciale: DIAsource ACTH-IRMA Kit
B. Numerodi catalogo: KIPO061: 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

M. INFORMAZIONI CLINICHE

A. Attivita biologiche

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

L' ACTH regolala sintesi steroidea da parte della corteccia surrenale e stimola la secrezione di cortisolo da parte delle ghiandole surrendli. 1
cortisolo e gli atri glucocorticoidi favoriscono la gluconeogenesi, inibiscono la sintes proteica, aumentano il catabolismo proteico,
stimolano la lipolis e influenzano la risposta immune e infiammatoria. Il cortisolo induce un processo involutivo del timo che s traduce in
un declino della normale funzionalita timica, con conseguente riduzione della risposta immunitaria. | glucocorticoidi contribuiscono alla
regolazione della pressione sanguigna e rappresentano un fattore essenziale nella risposta organica alo stress. La secrezione di ACTH e
regolata dall’ ormone di rilascio della corticotropina (CRH) e dalla vasopressina (ADH). Il cortisolo esercita un'azione di feedback back su
ipofis e ipotalamo provocando una riduzione dei livelli di ACTH e CRH. In condizioni basali (non-stress), la produzione di cortisolo segue
un pronunciato ritmo circadiano, con livelli piu elevati nelle prime ore del mattino e livelli inferiori nelle ore serali. In condizioni di stress, si
verifica una perdita del ritmo circadiano.

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

B. Applicazioni cliniche

Un eccesso di ACTH puo6 dar luogo ad una sovrapproduzione di cortisol o, possibile causa di sviluppo della sindrome di Cushing. L’ eccessiva
produzione di ACTH pu0 essere provocata dalla presenza di un adenoma pituitario (benigno). Altre cause possibili della sindrome di
Cushing (cortisolo in eccesso) sono la produzione ectopica di ACTH, associabile ad alcune forme di tumore polmonare, e la presenza di
tumori surrenalici benigni o maligni. La causa piu comune della sindrome di Cushing € la somministrazione esogena di glucocorticoidi.

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



1V.  PRINCIPIO DEL METODO

I1 kit DIAsource ACTH-IRMA €& un dosaggio immunoradiometrico a due fas con
separazione coated tube per la determinazione de liveli di  ormone
adrenocorticotropo umano intatto (ACTH) in plasma EDTA. Anticorpi
monoclonali specifici per il frammento ACTH 1-24 (frammento N-terminale)
sono ades alla superficie interna del fondo di provette di plagtica. In tali provette
viene effettuata la distribuzione di campioni e standard. Dopo un’incubazione di
due ore, la fase di lavaggio provvede ala rimozione di un’eventuale eccesso di
antigene, dei frammenti della regione medio molecolare e C-terminale.

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

V. REATTIVI FORNITI

Reattivi Kit da 96 Codice Volume di
test colore ricostituzione
Provette sensibilizzate con ,
anticorpo anti ACTH 2x48 Rosso Pronte per |I'uso
(anticorpi monoclondi)
| Ab | 1251 | CONC | 1 flacone Rosso Diluire 21 x con
- . 0,8ml tampone marcato
Marcato:  anti-ACTH  (Anticorpi | 1020 kBq (veda sezione
monoclonai) marcati con 2| in XI1.0)
tampone fosfato con BSA e sodio '
azide (<0,1%)
| TRACER | BUE | 1flllacrglne nero Pronto per |’ uso
Tampone marcato: Tampone Borato
con siero di pecora, EDTA e azide
(<0,1%)

CAL n 1 flacone Gidlo | Aggiungere5ml di
Cdibratore zero in siero umano, liofiliz. soluzione di
contenente timol o e benzamidina ricostituzione

CAL 6 flaconi Gidlo Aggiungere 1,0 ml di
. - liofiliz. |uzi i
Cdibratore 1-6 (le concentrazioni otz :raioc:sztli(tjgzone d
esate degli calibratore sono riportate
sulle etichette dei flaconi), in siero
umano, contenente timolo e
benzamidina
1 flacone Blu ,
| REC | SOLN | 15m Pronto per |’ uso
Soluzione di ricostituzione:
Tampone Borato con EDTA e sodio
azide (<0,1%)
1 flacone Nero Pronto per |’ uso
Tampone incubazione: tampone 6ml
fosfato con BSA e azide (<0,1%)
|WASH| SOLN |CONC| 1 flacone Verde Diluire 20 x con
40 ml acquadigtillata
Tampone di lavaggio (Tween - usando un agitatore
NaCl) magneti co
| CONTROL | N | 2 flaconi Argento Aggiungere 1,0 ml di
Controlli: N =102, in siero umano, liofiliz. r?gcl;sjtzilt?;‘iaoﬂe
contenente timolo

Note: 1. Usarelo calibratore zero per diluirei campioni.
2.1 pg della preparazione standard € equivalentea 1 pg NIBSC 74/555
VI. REATTIVI NON FORNITI

Il seguente materiale érichiesto per il dosaggio ma non & fornito nel kit.
1. Acquadistillata

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

3. Agitatoretipo vortex.

4. Agitatore magnetico.

5. Agitatore rotante (400 rpm)

6. Pipetta aripetizione automatica 5 ml per i lavaggi.

7. Sistema di aspirazione dei campioni (facoltativo).

8. Contatore gamma con finestra per 2| (efficienza minima 70%)

VII.

VIII.

= m

10.

PREPARAZIONE DEI REATTIVI

Calibratore: Ricodtituire il calibratore zero con 5 ml di soluzione di
ricostituzione ei calibratori 1-6 con 1,0 ml.

Controlli: Ricogtituirei controlli con 1,0 ml di Soluzione di ricostituzione.
Marcato: preparare un adeguato volume dela soluzione marcato
aggiungendo 50 ul di anti-ACTH'® ad 1 ml di Tampone marcato.
Utilizzareil vortex per omogeneizzare.

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

CONSERVAZIONE E SCADENZA DEI REATTIVI

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

Calibratori e controlli sono moalto instabili, utilizzarli immediatamente
dopo ricostituzione, congelarli immediatamente in aliquote e mantenerli a
-20°C per 3 mesi. Evitareripetuti cicli di congelamento-scongelamento.
La soluzione di lavoro del tampone di lavaggio deve essere preparata
fresca ogni volta e usata nell o stesso giorno della preparazione.

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

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

RACCOLTA E PREPARAZIONE DEI CAMPIONI

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

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

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

Non utilizzare campioni emolizzati o lipemici.

METODO DEL DOSAGGIO

Avvertenze gener ali

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

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

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

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

Metodo del dosaggio

Numerare le provette sensibilizzate necessarie per dosare in duplicato
ogni standard, campione o controllo. Numerare 2 provette non
sensibilizzate per la determinazione dell’ attivita totale.

Agitare brevemente su vortex standard, campioni e controlli. Dispensare
200 n di standard, campioni e controlli nelle rispettive provette.
Dispensare 50 pl di tampone di incubazione in ogni provetta ad
eccezione di quelle per i conteggi totali.

Agitare manualmente con delicatezza il portaprovette in modo da
eiminare eventuali bolled aria.

Incubare 120 minuti a temperatura ambiente in agitazione (400 rpm).
Aspirare il liquido contenuto in tutte le provette, tranne in quelle per
I'attivita totale, facendo attenzione che il puntale dell’ aspiratore
raggiunga il fondo delle provette e che aspiri tutto il liquido.

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

Aspirare il liquido contenuto in tutte le provette, tranne in quelle per
|"attivita totale.

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

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



11. Dispensare 100 m di marcato in tutte le provette, comprese quelle per
|"attivita totale.

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

13. Incubare 60 minuti a temperatura ambiente in agitazione (400 rpm).

14. Aspirare il liquido contenuto in tutte le provette, tranne in quelle per
I'attivita totale, facendo attenzione che il puntale dell’ aspiratore
raggiunga il fondo delle provette e che aspiri tutto il liquido.

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

16. Aspirare il liquido contenuto in tutte le provette, tranne in quelle per
|"attivita totale.

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

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

19. Contaretutte le provette per 1 minuto con il contatore gamma.

XI.  CALCOLO DEI RISULTATI

1. Calcolarela media delle determinazioni in duplicato.

2. Codtruire la curva di calibrazione su carta millimetrata semilogaritmica o
lineare ponendo in ordinata le medie dei colpi per minuto (cpm) dei
replicati degli standard e in ascissa le rispettive concentrazioni di ACTH.
Scartarei duplicati pal esemente discordanti.

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

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

XIl.  CARATTERISTICHE TIPICHE

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

ACTH-IRMA cpm BIT (%)
Attivitatotae 273476 100
Cdibratore 0,0 pg/ml 418 02
9,6 py/ml 1580 06
31,2 pg/ml 3836 14
97,2 pg/ml 10839 40
295,4 pg/ml 27691 10,1
1006,4 pg/ml 64156 235
1931,9 pg/ml 93486 34,2

XIll. CARATTERISTICHE E LIMITI DEL METODO

A.  Sensibilita

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

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

B. Specificita

In seguito ad aggiunta di peptidi possibilmente interferenti in campioni di plasma
EDTA contenenti rispettivamente bassi e alti livelli di ACTH s & andata a
misurare larigposta apparente dell’ ACTH.

Analita aggiunto a plasma EDTA Livello Analita aggiunto a plasma EDTA Livello
con livello basso di ACTH ACTH con livellomediodi ACTH ACTH
osservato osservato
(pg/ml) (pg/ml)
Niente 09 Niente 345
ACTH frammento 1-17 100000 pg/m 038 ACTH frammento 1-17 100000
ACTH frammento 18-39100000 pg/m| 71 pg/ml 25,0
ACTH di ratto 1000 pg/ml | 364,7 ACTH franmento 18-39 100000
aMSH 100000 pg/ml 18 pg/ml 335
bMSH 100000 pg/ml 09 ACTH di ratto 1000 pg/ml 450,0
bEndorfina 100000 pg/ml 11 aMSH 100000 pg/ml | 316
bMSH 100000 pg/ml 33,0
bEndorfina 100000 pg/ml 328

| risultati dellatabella dimostrano che il test ACTH-IRMA non cross reagisce con
frammenti di ACTH, aMSH, bMSH and bEndorfina ma cross reagisce con
ACTH di ratto a 39%.

C. Precisione

INTRA SAGGIO INTER SAGGIO
Sero N <X>+SD CcVv Siero N <X>+SD CcVv
(pg/ml) (%) (pg/ml) (%)
A 19 175+ 11 6,4 D 15 296+ 14 48
B 20 69,3+2,1 30 E 15 1219+ 7,5 6,2
C 20 | 386,7+151 39

SD : Deviazione Standard; CV: Coefficiente di Variazione

D. Accuratezza
TEST DI DILUIZIONE

Campione Diluizione Concentrazione Concentrazione
teorica misurata
(pg/ml) (pg/ml)
1 171 - 499,4
12 249,7 226,2
14 124,8 111,0
8 62,4 57,5
116 31,2 27,8
132 15,6 16,1
1/64 78 71
2 n - 384,4
1/2 174,2 167,5
14 87,1 89,9
8 435 40,0
116 21,8 20,6
132 10,9 10,4
164 54 57

| campioni sono stati diluiti con calibratore zero.

TEST DI RECUPERO

ACTH aggiunta ACTH recuperata Recupero
(pg/ml) (pg/ml) (%)
1100,0 1128,0 102,5
550,0 552,5 100,5
275,0 2738 99,6
137,5 149,0 108,4

E. Tempotrascorsotral aggiuntadell’ultimo calibratoreeil 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
o 10 20 30
c1 546,1 563,9 563,4 568,9
c2 86,6 88,7 89,0 85,9
c3 44,4 44,4 429 432
c4 122,4 1230 1226 121,0

F. Effetto hook
Un campione di plasma EDTA contenente livelli di ACTH pari a 69000 pg/ml da
luogo a un segnal e superiore aquello del calibratore a concentrazione pitl € evata.

XIV. CONTROLLO DI QUALITA' INTERNO

- Se i risultati ottenuti dosando il Controllo 1 e il Controllo 2 non sono
al’interno del limiti riportati sull’ etichetta dei flaconi, non € opportuno
utilizzare i risultati ottenuti per i campioni, @ 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. Non congelare e scongelare
un’ aliquota piu di duevolte.

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

XV. INTERVALLI DI RIFERIMENTO

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

Il range dei livelli di ACTH in 47 pazienti normali, espresso in percentili da 2,5%
a97,5% era compreso tra 9,6 €49,7 pg/ml.



XVI. PRECAUZIONI PER L'USO

Sicurezza

I1 kit € solo per uso diagnostico in vitro.

Il kit contiene *°| (emivita: 60 giorni) emettente raggi X (28 keV) ey (35.5 keV)
ionizzanti.

L'acquisto, a detenzione, I'utilizzo e il trasporto di materiale radioattivo sono
soggetti a regolamentazione locale. In nessun caso il prodotto pud essere
somministrato ad esseri umani o0 animali.

Usare sempre guanti e camici da laboratorio quando s manipola materiale
radioattivo. L e sostanze radioattive devono essere conservate in propri contenitori
in appositi locali che devono essere interdetti alle persone non autorizzate. Deve
essere tenuto un registro di carico e scarico del material e radioattivo. Il materiale
di laboratorio e la vetreria deve essere dedicato all’uso di isotopi specifici per
evitare cross-contaminazioni.

In caso di contaminazione o dispersione di materiale radioattivo, fare riferimento
ale norme locali di radioprotezione. | rifiuti radioattivi devono essere smaltiti
secondo le norme locali di radioprotezione. Lo scrupoloso rispetto delle norme
per I’uso di sostanze radi oattive fornisce una protezione adeguata agli utilizzatori.
| reettivi di origine umana presenti nel kit sono stati dosati con metodi approvati
da organismi di controllo europei o da FDA e s sono rivelati negativi per HBs
Ag, anti HCV, anti HIV1 e anti HIV2. Non sono disponibili metodi in grado di
offrire la certezza assoluta che derivati da sangue umano non possano provocare
epatiti, AIDS o trasmettere altre infezioni. Manipolare questi reattivi 0 i campioni
di siero o plasma secondo le procedure di sicurezza vigenti.

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

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

Nei luoghi dove s usano sostanze radioattive non & consentito consumare cibi o
bevande, fumare o usare cosmetici. Non pipettarei reattivi con pipette a bocca
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XVIII. SCHEMA DEL DOSAGGIO

Attivitatotale Calibratore CAMPIONI
Controlli
m m m
Cdibratore (0 - 6) - 200 -
Campioni, controlli - - 200
Tampone incubazione - 50 50
Incubazione 120 minuti atemperatura ambiente in agitazione (400 rpm)
Separazione Aspirare
Soluzione di lavoro 2ml
tampone di lavaggio
Separazione Aspirare
Soluzione di lavoro 2ml
tampone di lavaggio
Separazione Aspirare
Marcato 100 100 10
Incubazione 60 minuti atemperatura ambiente in agitazione (400 rpm)
Separazione Aspirare
Soluzione di lavoro 2ml
tampone di lavaggio
Separazione Aspirare
Soluzione di lavoro 2ml
tampone di lavaggio
Separazione Aspirare
Conteggio Contare le provette per 1 minuto
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Awpacte 0L0KANPO TO TPOTOKOALO TPV €O TN YP1iON.

ACTH-IRMA

1. XPHXHTIA THN OIIOIA IIPOOPIZETAI

Kt avocopadiopetpikod mpoodloptopod yia Ty in Vitro tocotikn pétpnon g avipdrivng Aootpdmov opuovng
(ACTH) o¢ EDTA mAdopa.

II. TENIKEX IINAHPO®OPIEX
A. Epmopwi ovopasia:  Kit ACTH-IRMA ¢ DIAsource
B. ApOpog kataréyov: KIPOO61: 96 efetdoeig

I' Koataokevaletor amo tqv:  DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue del'Indudtrie, 8, B-1400 Nivelles, Belgium.

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

[1l. KAINIKO YIIOBAOGPO

A Buoloyixés dpdoerg

H olototponog opuoévny (ACTH 7 koptikotpomivn) eivar o molvmentidiky opudvn m omoia ocvvtibetar omd tmv POMC (mpo-
OTLOUEALAVOKOPTIVI) KOl EKKPIVETAL GO KOPTIKOTPOPO, KVTTOPA TOL TPdshiov AoPod tng vréeuong Mg 0mOKPIoT GTHV KOPTIKOEKALTIVH
(CRH), v onoia anglevbepdvel o vroddrapog. Arotereiton amd 39 apvotéa kot to poploko g Bapog sivar 4540 Da.

H ACTH pubpiCel ™ ovvBeon tov otepoeddv 610 eAoL0 Tov entveppdiov. H ACTH dieyeipet tnv ékkpion koptiloAng and ta entveppidia.
H xoptifoAn ko GAAo yAvkokoptikoedn avEdvovy v mapaywyr] YAKOING, avactéAlovy tn ovvheon TpoTEivOV kot owEdvouy tov
katofolopd Tovg, dieyeipovy TN MrOALeT Kol EXNPEALOVY OVOGOAOYIKEG KOl avTIPAeypovmdels avtidpdoec. H koptiloAn emdyet v
VIOGTPOPT} TOL BVOV adéva, TV EKTTMOT SNAAST TNG PLGIOAOYIKNG AEITOVPYinG TOV. TTO YEYOVOS 0T, OPEileTal EV HEPEL N IKAVOTNTE TNG
VO, KOTOAOTEAAEL TV aVTIBPOoT) TOV VOGOTOMTIKOD GLOTHUATOG. . Ta YAvKoKkopTikogd fonbody ot dwathpnomn g optnplakng tigong kot
AmOTELOVV OVOLMAEG CLOTATIKO TG OVTIdPAcNG TOL opyaviopod oto otpeg. H ékkpion g ACTH pubuiletar amd v koptikoekAvtivny
(CRH) ko amd v avtidiovpnriky opudvn (ADH). H xoptiloin dpa pe avotpo@oddtnon otnv vdeuon Kot Tov Voddhapo, avostéAAovTog
mv ékkpion g ACTH xar g CRH. H Bacwkr (0t vid cvvdfkeg otpeg) ékkpion tng KoptiLoAng yopaktnpiletar and évav gvudidkpito
KIpKGS1o puOud, pe vymAoTEPO EMIMEIQ TIG TPMTEG TPMIVEC MPEG KoL XAUNAG emineda apyd to Ppadv. Xe cvvinkeg otpeg M Kipkddia
Srakdpaven apufrovetat.

Emdpdoeig mov dev pecorafoivrorl and ta enveppidio: H ACTH dieyeiper v omehevdépwon g peravotporivig (MSH), g owéntikhg
opudvng (GH), ov&daver ™ Mmdivon oto MTOKUTTOPO Kol ETXAYEL VEDPOAOYIKE Qavopeve (OmMg EKTATIKEG KIVAGEIS KOl YAGULOLPNTO).
TToAég amd avtéc oyetiCovion pe v mpoérevon g and tnv POMC. H Atdivon mov mpokarei 1 ACTH eivon apketd acBevéotepn amd
gkeivn g Mrotporivng (LPH). H ACTH givar pddpoun ovsio tng a-MSH.

310 AOL0 TV eMvePPLdinv vrapyovv dv0 €idn vrodoxéwv g ACTH: évag pe ynuikn ovyyéveln KD = 1nM odlé pdvo mepimov 60 avé
KkOtTapo kar évag akopun pe KD = 300nM, oAArd mepimov 600.000 avd kbdttapo. H vmapén vrodoxémv vyning Kot yoapnAng cvyyévelog
ACTH onpaivel nog ot 1010l givan gvaicOntot oyt pdévo oty mapovsio g ACTH, 0Ald Kot 6T GLYKEVTP®ON TIG..

B. Kk epapuoyn

YrepBohikn cvykévipmon ACTH umopei vo. odnynost og vrepropaymyn koptiloing n oroia propei va npokarécet chvdpopo Cushing. H
vrepPorikn cvykévipwon ACTH pmopei vo mpokindei and kordnbeg adévopo g vroguons. Adkeg awtieg tov cuvdpdpov Cushing
(vmepBorikn cvykévipwon koptilloAng) meplapPdvovv v éktomn moapaywyn ACTH, n omoia omavidrtor 68 OpIoHEVOLE OYKOVG TMOV
TVELUOVOV Kon o€ KohonOelg ko kokonOelg emveppidiakoig oykove. H ovvndéotepn artia tov ocvvdpouov Cushing eivor m e&wyevig
TPOGANYN YAVKOKOPTIKOELS DV.

Y10 cvpmTtdMaTe Tov ouvdpopov Cushing meplapPdvoviar kevipikfy moyvoopkio, aTpo@io Gkpwv, RTAveeANVoedés mpocwreio,
GLOGMPELOT] MTOVG OTOV OVYEVE, AETTUVOTN TOL OEPUOTOG, EMPPEMELD. OTN ONUIOLPYIC EKYVUMOEMY, HUIKY odvvopic, vréptoon,
OPTNPLOGKANPUVGT], GUUEOPNTIKY KOPIIOKY OvVEmApKeLD, OidNUa, doTopayss EUUNVOL PHOENMS, WYUXOLOYIKEG doTapayés, OGTEOTOPWOOT,
gvaonoio oTig AOMEELG KOl KOKT ETOVAMGT TOV TPUAVHATOV.

H ghattopévn éxkpion ACTH and v vrdepuon ovopdletor devteporadfc emveppidakn ovemdpkeia. Tprromabng emveppidiokn
OvVETApKELD, TPOKOAgiTal omd v odvvopia Tov vrobodduov va mapdyel koptikoekivtivy (CRH) evd wg npotonadig emveppidiokn
AVETAPKELX OPILETAL ) ATMAELN EXVEPPLOLOK DV OPUOVAV EENLTIOG KOTAGTPOPNG 1| AVETAPKELNS TOV EXVEPPLILOKOD PAOLoL. Olot ot acbeveig
UE EMVEPPLOLOKT] OVETAPKELN TOPOVSIALoVV amdAeta Bapovg. Mépog g didyvmong g devteponafods Kot g TpLtonafong EXVeQpIdtaKng
avemdpkelog  omotedei M avolpmon g diéyepong  mapoyoyng  koptiloAng  petd  omd  éyxyvon  ACTH  (Cortrosyn).



IV.  BAXZIKEX APXEX THX MEGOA0Y

H DIAsource ACTH-IRMA givor pio avocopadiopetpiky e€étaon dvo fnudtmv
mov Paciletor oT0 draywpopd oe EMOTPOUEVO cwAnvaplo. Emtpéner tov
TPOGdOPIGHO TNG GOKTNG avOpdrivng eAototpdmov opudvng (ACTH) oe mldopa
EDTA. H k1o kot £00 ENQAVELN TOV TAACTIKOV COANVAPLOV £XEL EToTpmBel
UE HOVOKA@VIKG ovTicOpata £dkd yio to kAdopa 1-24 mg ACTH (khdopa
dxpov N). Babuovountég 1 deiypata mpootifeviar oto coinvapia. Metd and
endoon 2 opdv, amopokpvvoviar pe mAOon Tuxdv mepicoeln  avitydvov,
KAGopato péong meproyng ko dkpov C. Ilpootifevian onpacpéva pe 2
TOAVKAOVIKG avTicdpato, £d1kd yio to kAdopo 24-39 tg ACTH (kAdopa
dxpov C).. Metd and endoon 1 dpag kor Ao, 1 Tapapuévovso Kadniouévn
OT0 COANVAPLO POSIEVEPYELD. AVTIKATOTTPILEL TN ovyKEVIpwon ™G Abiktng
ACTH.

V. ITAPEXOMENA ANTIAPAXTHPIA

AvridpoosTtijpra K 96 Xpopatikod AvacvoeTaon
egeTdosmv S
KOdKdg
ZOAMVEAPLL EMGTPOUEVOL 2x48 KOKKIVO "Etowpo yia ypnon
]] ue Avit ACTH
(novokrovikd
avTIoMuaTe)
1 prakido KOKKIVO Apondote 21 X pe
08 ml pUOOTIKG SdAvpa
| Ab | 1251 | CONC | 1020 kBq (B evotnra VII. C).

IXNHOETHZ: Avti-ACTH
(TolvKAOVIKG OVTIGOOTO)
onpoopéva pe Iodivn oe
PLOUIGTIKO SLHAVULO POCPOPIKOV
ue Boeto oporevKMUOTIVI Kot
alidio (<0,1%)

PuOpiotikd Sihopa: diéiopa
Bopukov pe opd mpopdrov, EDTA

Kot alido (<0.1%)
1 pradido Kitptvo MpocOiote 5,0 ml
n Avopthomomp Srahdpatog
évo OVOGVGTACTG
Mn3devikog Babdpovopntg o
avBpdrvo 0pod, Hupdin kot
BevCopdivn
6 QroAidia Kitptvo MpocOiote 1,0 ml
Avopthomotmp Srahdpatog
évo OVaGVGTACTG

BaOpovopntmg N =1 éwg 6
(Beite Tig axpiPeic Tyég TaVE oTIG
eTcéTeg TOV PLoMdiov) og
avBpdrvo 0pd, Hupdin kot
BevCopdivn

Addopo avacsHotaong: dtiivpa
Bopwov ue EDTA kat alidto tov
vazpiov(< 0.1%)

1 pradido Mavpo "Etowpo yia ypnon

Addopa endaong: Atdavpo 6mi
POCPOPIKDY ne Bogta
Aevkopativy kot alidio (<0.1%)

| WASH | SOLN |CONC | 1 puoidio mphowo | ApordeTe 20X pe
40 ml ATECTAYUEVO VEPD
Awédopa mhoong (Tween - NaCl) (xpnmpmfow’]cts
HayVnTIKG
avodevThpa).
CONTROL N 2 puokidio aonui MpocOiote 1,0 ml
Avopthomomp Sraddpatog
évo OVOGVGTACTG

YAk edéyyov -N =172
og avOpdrvo opo e Ovpdin

Inueioon: 1. Xpnowonolgite o undevikd Paduovount yio opotdoel
detypdtmy.
2.1 pg tov SKOL HOG TOUPACKELACHATOG OVOPOPES  eivar
oodvvapo pe 1 pg NIBSC 74/555.

VI.  ANAAQXIMA IIOY AEN ITAPEXONTAI

Ta akdAovBo VAKG arwartovvTon aAAG dev TapéyovToL 6TO KIT:
1. Ameotaypévo vepod

N

© N O AW

VII.

VIII.

IMiméteg yuo Stavouny: 50 ul, 100 pl, 200 pl, 1 ml xon 3 ml (cvvictdror
¥pNon TET®OV ok piPeiog pe avoldoa TAAGTIKG pOyYN)

Avapeiktmg otpofiiiopod

MoyvnTikog avadenTnpog

Yvokevn avadsvong coinvopiov (400rpm)

Avtéporn ovpryye twv 5 ml (torov Cornwall) yio mhvon

ZooTnuo avoppoenong (TpoaipeTikd)

Mmnopei va ypnoworomdei omolocdnmote amnaplOunTc oKTivov Y pe
duvardtnra pérpnong tov 2l (eAdyiom amddoon 70%).

ITAPAXKEYH ANTIAPAXTHPIOY

BoOpovopuntéc: Ilpaypatomomote ™V  avacDOTOCT TOL  UNSEVIKOD
BaOpovounth pe 5 ml Swwdvpatog avachotaong kot Tov faduovountdv 1-
6puelml.

YMkd ghéyyov: Avacvotiote ta vhkd ghéyyov pe 1 ml SwAvpartog
OVOGVGTOONG.

IyvnOémg: Ilpostodote emoapkny  Oyko  deAdpotog  yvnoémm
npocdétovtag 50 pl Avii-ACTH-'®| 6 1 ml puBuiotikod StadbpoToc.
XPNOOTOMOTE AVAUEIKTT GTPOBIAGHOD Y10, VO, OLLOYEVOTOLNOETE.
Awdopa whdong spyociog: Ilpostodote emapkn Oyko StaAdpoTog
mAvong epyaciog pe tpoodnkn 19 dykev ameotaypévov vepov og 1 dyko
Srahvportog mAdong (20X). XpnoIHomotoTe LoyvnTiko avadentipa yio v
opoyevonoinon. Amoppiyte T0 U1 YPNOWOTOMUEVO SLEAVHE TAVGNG
£PY0Oi0G 6TO TENOG TNG NUEPAC.

DPYAAEH KAI HMEPOMHNIA AHEHX TQN ANTIAPAXTHPIQN

Ilpwv ond 10 Gvorypo M v avacVotoot, OO TO GUOTOTIKG TOV KIT
mapopévouy otabepd g v nuepounvie AMENG, N omoia avaypapetat
OTNV ETIKETA TOV QLALdion, €pdcov dwatnpodvial og Beppokpacio 2 £mg
8°C.

Ov PobBuovountéc xor ot opoi eréyyov eivar mwOAD  aoTadEiG.
XPpNOWOTOMGTE TOVG OUECMS HETA GO TNV AVAGVOTACT, YOETE OUECOS
o€ KhMdopata kot dwatnpeiote og —20°C yio 3 punveg.

DpéoKo, TOPUCKELOOUEVO OldAvpe TADoNG epyaciog Oa mpémer vo
xpNoyLomoteital Ty idio uéPaL.

Metd mv mpd xpfion tov, o yvnbémg mapapével otabepds Emg v
nuepounvio. AMENG, epdcov dwatnpeitar 610 OPIKO, EPUNTIKE KAEOTO
@uoAidio og Beppokpacia -20° C.

Toyov petaforég TG QLOIKNG EREAVIONS TV AVTIOPOCTNPIOV TOL KIT
evdE eTOL VL VTTOdINA®VOLV aoTdfeta 1} odAloimon.

2YAAOT'H KAI ITPOETOIMAZIA AEITMAT2N

Ipéner vo ypnowonoteiton EDTA mhdopa ko vo, tpodviar ot cuvidelg
TPOPVAGEELG PAEPOTOPAKEVINGNG.

Metd tn cvAlhoyn, To deiypota Tpémet va TorodeTovvVTaL AUECMG 08 TAYO 1
€ TPONYOLUEVMS YuxBévTa cminvapia. Aloayopiote apécmg o yoxduevn
Quyokevipo (2-8°C). Av dev efetactodv apéowng (evidg pog mpag)
UETUPEPETE TO VIEPKEINEVO TAGOUO OE KOTAAANAO ONUOCUEVO TAAGTIKO
doyeio amobnkevong kot katayHETe oTovg -70°C 1 TEPIEGOTEPO Y1 £OG KOt
45 nuépeg.

Ta deiypata evégyeton va unv mapapeivouy otabepd av dotnpndody ctovg
-20°C.

Mnyv ypnoyLonoteite aytodvpéva 1 Amdaupikd deiypato.

ATAAIKAZIA

INUEIDCELS CYETIKA PUE TO YEPLGUO

Mn ¥pNOYOTOLEITE TO KIT 1 TO GLOTOTIKG UETA TNV Muepounvio ANéng.
Mnv avaperyviete VAKG oo SlupopeTikéc moptideg kit. Dépete OAa TO.
avtdpaotipla o€ Oeppokpacio dwpoatiov Tpwv amnd T xphHon.

Avapei&te kohd Oho To avTdpaoTpe Kot T Ogiypoto pe  omokn
avokiviion 17 avadevon. Xpnoponoteite vo kabopd avardoio poyyog
TRETOG Yoo TV TPooOnKn kdfe SapopeTKoy  avTIdPAcTN POy Kot
SelyLaTOg TPOKEWEVOL VO, ATOPVYETE TNV EMUOAVVON).

H oxpifelo Pertidoveron pe ypion mwmetdv vyning oxpifelog M
QVTOUATOTOMUEVOL e€omMopol dlavoung pe mutéteg.  Trmpeite Tovg
XPOVOVG ETDACTG.

Ipoetopdote pio kopmdAn Pabuovounong y kabe avdlvon kot pn
xPNoyLomoteite dedopéva amnd mponyodueves avardoeLs.

Awdikaoio

ENUOAVETE TO ETIOTPOUEVO, COANVEAPLY €1 SITAOVVY Yo kGOe Pabpovounty,
deilypa, VAKO eAéyyov. T'a TOV TPOGIOPIGIO TOV GUVOMK®V HETPHOEMV,
ONUAVETE 2 GUOLOAOYIKA COANVAPLOL.

YtpoPfihiote yur Alyo Pabupovountég, deiypoto kot LVAIKE €AEyyov Ko
Saveipete 200 pl 0md €Ka6TO 6€ AVTIGTOY(0 COANVAPLA.

Moveipete 50 pl and to puOpiotikd didvpo endaong o kKGHe cwAnvaplo,
ekTOg 0md ekeiva TOL aPoPovV TIG HETPNoELG TOL YvnBé (“total").
Avadevote ) Pdon otpiEng Tov TEPLEXEL T COAVAPLL ATOAG LE TO XEPL
v va anehevBepbodv Tuy OV ToydEvHEVES PUOOAISES aépa..



5. Enwdote eni 120 lemtd oe Oeppokpacio dopatiov og avadevtipo ] ] ] ]
A ; 400 rpm Avaloépevn oveia Tov Hopatnp Avalvoépevn oveia Tov Hopatnp
oW nvapl@v ote p o . 3 B 3 mpooTéOnke oc mhidopa EDTA npévo mpooTéOnke oc mhdopa EDTA npévo
6. AvappoprioTe 10 TEPIEYOHEVO KADE GOANVaAPioL (}18 e€aipeon exelva Tov yopndrod emmédov ACTH emingdo péoov gmmédov ACTH emingdo
apopovy Tig cuvolikég petpficerg). Beforwbeite 6L To TAaSTIKO POYYXOG (AC/TT) (AC/TT)
. s . . , m m
0V avappoenT EOAveL 6Tov TLOUEVE TOV EMGTPOUEVOL GOANVOPIOL Po Po
TPOKELUEVOL VoL aparpedel OAN 1 TOGHTNTA TOL VYPOL. Tiota 09 Tirora us
7. [MAovete 1o colnvapio pe 2 ml Stedvpatog Tidong epyociag (ue e&aipeon ACTH héopa 1-17 100000 pg/ml 08 ACTH héopa 1-17 100000 pg/ml 25,0
€KEIVO, TTOV 0POPOVV TIG GUVOMKEG UETPNGELS). ATOPUYETE TO GYNUATIGHO ﬁgm KAGopo 18-39 102%8 pg//m: 361% ACTH Koo 18-39 100000 pg/ml 4;?8
. . . ; . . ; apovpaiov pgm ) ACTH apovpaiov 1000 pg/ml i
appov KaTd T SLapKeLo ™ms npoc;GnKnc_, OV 8lra7»1)uaroc_, nr)m(sng epyaciag. aMSH 100000 pg/mi 18 amsH 100000 py/m 316
8. Avappopfiote 1o mepeydpevo kdbe cwinvapiov (ne eEaipeon ekeiva mov bMSH 100000 pg/ml 0,9 bMSH 100000 pg/ml 330
APOPOVV TIC GUVOAIKEG LETPHGELC). b-evdopeivn 100000 pg/ml 11 b-evoppivi 100000 pgml | 328
9. [MAovete Ta coAnvapia kot wéht pe 2 ml Stoddpatog Thvong epyaciog (ue

e€aipeon ekeiva Tov aPOPOHY TI GUVOMKEG LETPHGELS) KOl OVOPPOPTOTE.
10.  Metd v televtaio mAvon, agniote To coANVaplo va otafobv og Opbio
0éom yuo 300 AemTh Ko AVaPPOPNOTE T 6TAY OV VYPOD TOV ATOUEVEL.
11.  Awveipete 100 pl yvnbém o kdOe cowAnvaplo, copmeptiapBavovag to.
|11 EMOTPOUEVE COAMVEPLL Y10, TIG PETPRIOELS TOL tyvndétn 21 (“total").
12.  Avadedote ) Bdon oTpiEng Tov TEPLEXEL T COANVAPLL ATOAG LE TO XEPL
v va arehevBepbotv Tuydv Taydevpéves Lo oAide agpa. r

Avtd amodewkvigl 0t 0 mpoodiopiopdg IRMA yioo ACTH dev mapovotalet
Swactavpovpevn avtidpaon pe kAdopate g ACTH, aMSH, bMSH, ko B-
gvdopopivng. Ilapovoidler wotdoo dractavpoduevn avtidpaon pe v ACTH
apovpaiov oto 39%.

13. Enodote emi 60 Aemtd oe Ogppokpacio dwpatiov og avadgvtipa Axpipeie
coAnvapiov otig 400 rpm.
14.  Avoppognote 1o mepley opevo kGbe coinvapiov (ue e€aipeon ekeiva mov I'IA TON IAIO ITPOZAIOPIZEMO METAZEY AIAQ®OPETIKQN
apopovv TIg GLVOMKEG peTproelc). BePaiwdeite 611 T0 ThacTIKO phyY0g HPOZAIOPIZMQN
OV avappoenTh PHAvVEL oTOV TLOUEVA TOV EMGTPOUEVOL COANVAPIOL
TPOKEEVOL VoL opanpedel OAN 1 TosdHTTA TOV VYPOD. Opég N <X>+T.A. | ZA. | Opég N <X>+TA. | ZA
15.  IIibdvere 1o cornvapio pe 2 ml Stoddpatog mhdong epyaciog (ue eaipeon (pg/ml) (%) (pg/ml) (%)
sxsivq, noura(poporl')v TIG GUVOMKEG rpsrpﬁ(sstc_,). Apocpl’)ysrs 0 (s)mpanrcspé A 19 175+11 64 D 15 206+ 14 48
aPPOL KOTA T SLAPKELR TNG TPOoHNKNG TOL SLaAdUaTOg TADO NG EpYOsiagc. B 20 693421 30 E 15 1219+ 75 62
16.  Avoppoonote 10 mepleydpevo kabe cornvapiov (ue gEoipeon ekeiva mov c 20 386,7+ 15,1 39
AQPOPOOY TIG GUVOAKEG HETPNGELS).
17.  II\Mvets o colvéaplo kot ot pe 2 ml Stodvpatog TAvong epyasiog (e T.A.: Tomkn amékAon, Z.A.: Zovieheothg Stakdpavong
e€aipeon ekeiva Tov aPOPOHY TIG GUVOMKEG LETPTCELS) KOl OVOPPOPTOTE.
18.  Metd v tehevtaio TADOY, aQHOTE Ta COANVAPLA Vo 6Tabovv o Opbia A. OpbBémTa
0éom yo 300 AemTh Ko AVaLPPOPNOTE TI 6TAY OV VYPOD TOV ATOUEVEL.
19.  YmoPdrdete o péTpnon To. COMVAPLO G OmopOUNT oKTiVOV Y yio 60 EEETAYH ANAKTHEHE
devtepbrcnta. Mpootedeica ACTH AvaxtnOgica ACTH Avaxtnon
(pg/ml) (pg/ml) (%)
XI. YIHHOAOT'IZMOX TQN AIIOTEAEEMATOQN 11000 11280 1025
550,0 552,5 100,5
1. Ynohoyiote T péon TN TOV SITADV TPOGIOPIGUDV. 275,0 273,8 99,6
2. e NUAOYaptOpkd M YPOpIKO XopTl YPoENUATOV, TOPUCTHOTE YPUPIKE, 1375 1490 1084
715 C.p.m. (kpovoelg avd Aemtd) (tetayuévn) yia kabe Babuovounth évavtt
mg avtiotoyng cvykévipoong ¢ ACTH (tetunuévn) kon oxedidote pio
KapmoAn Badpovounong péow tewv onueiov tov Badpovounty, aroppiyte ESETASH APAIQOSHS
TIG EMLPOVEIG U1 OTOSEKTES TUUEG.
3. AwBdote ™ ocvykévipmon Yo kabe vAMKO eAéyyov kou deiypa pe
napepfoi] oV KapumoAn Paduovounong. Agiypa Apaioon @sco?n'rlkﬁ Ms‘r;lmesioa
4, Avayoyn dedopévov pe ™ Ponbewr miektpovikov vroloyioty 6Oo Gvy(';g}m;w" Gvy(';{;\}mlc)w"
amAOTOMoEL OVTOVG TOVG VIOAOYIoHOVG. Edv ypnotponoleitar avtdpotm
enefepyocio.  amoteAEoUATOV, GUVIOTATOL  TPOGUPUOYT,  KOUTOANG 1 " ) 499.4
AOYLOTIKNG GLUVAPTNONG 4 TOPUUETPDV. 2 2497 226:2
14 124,8 111,0
/8 62,4 57,5
XIl. TYINIKA AEAOMENA 116 31,2 27,8
132 15,6 16,1
Ta akérovBa dedopévo mpoopiloviar povo g emeénynon Kot dev TPEMEL Vo Ve4 78 71
APNOYLOTOLOVVTOL TTOTE AVTE THG KAUTVUANG Bafpovounong mpary Hatikov xpovov. 2 " ) 2844
12 174,2 167,5
ACTH-IRMA cpm BIT (%) va 87,1 89,9
/8 435 40,0
A Lé 116 21,8 20,6
Zuvolkr| péTpnon 273476 100 /32 109 104
BoOpovountig 0,0 pg/ml 418 02 164 54 57
9,6 pg/ml 1580 2,2
g%; ggll:: 1(3;2338 4:0 Ta deiypora apardOnkay pe undevikd Bodpovountr.
295,4 pg/ml 27691 101
1006,4 pg/ml 64156 235 E. Msoodwaotnua petagd g Swavopng teievtaiov Padpovounti) ko
1931,9 pg/ml 93486 342 deiypartog
Onog @oiveTal 6T GUVEYELN, TO WTOTEAEGULATO TOV TPOGOLOPIGHOD TOPUUEVOVY

opOé axopo kot 6tav dwavépeton vo delypa 30 Aemtd petd v tpocbfikn tov
Bobpovountdv oo ETGTPOUEVE GOATVAPLOL.
X, AIIOAOXH KAI IEPIOPIZEMOI

A. ‘Opro aviyvevong
YropMinkav og mpocdopiopd egikoot pundevikoi Pobuovountés poli pe éva MEZOAIAZTHMA
obvoro GAwv Bobpovountdv. To dplo aviyvevong, opilloHeVo mG 1 PUIVOUEVIKT ! ! ! !
GUYKEVTIPOOT] TPLOV TUTIKAV OTOKAMGE®V TAV®D 0md TIG HECEG KATOUETPNOELS O 0 10 2 30
undevikn déopevon, firav 1.16 pg/ml.

C1 546,1 563,9 563,4 568,9
B.  Ewwomra c2 86,6 88,7 89,0 859
IMBavé mopepparropeve mentidlo mpootédnkav og mhdopo EDTA youniod kot Cc3 44.4 44,4 429 432
vymrov emmédov ACTH. Metprinke n ovopeviky arokpion ACTH. c4 1224 1230 122,6 121,0




XT. ®awopevo aykictpov (hook)
Agiypo EDTA mldopatog pe ovykévipwon ACTH tng taéng tov 69000 pg/ml
divel oNpo Tdve amd TV VYNAOTEPT GLYKEVTP®OOT TOL BadovounTh.

XIV. EXQTEPIKOX IIOIOTIKOX EAETX0X

- Ebv to omotedéopata mov AauPdvovrar yio o VA6 gléyxov 1 f/kon to
VAWK eAéyyov 2 de Ppiokovron evtdg Tov mediov Tindv Tov kabopileTon otnv
eTikétoe oL QuoAdiov, To  amoteAéopoto  dev  givor  duvatd  va
xpnoyomomBovv, ektdg eav éxel dobel kavomomtikyy €€fynon yw v
QCVUP®VIdL.

- Edv givon emBounto, kabe epyactiplo pmopei vo dnpuovpynoet ta dikd tov
pelypoto SEIYHATOV EAEYYOV, TO OTTOI0 TPETEL VAL SLATNPOVVTOL KATEYVYUEVO
o€ KAAopaTe. Mnv KotoyHyeTe-omoyOyeTe TEPLECOTEPO arnd 300 POpPEG.

- Ta kpuriplo amodoyfg v ) d10popd HeETaED TOV SMADY OTOTEAECUATMV
TV detypdtov 0o tpénet va Bacilovtal og 0pBéc epyacTnPLOKEG TPAKTIKEG.

XV. AIAXTHMATA ANADPOPAX

O Tég Tapéyoviar mo kdtm povov g odnyds. Kabe epyaotiplo Oo npémet vo
KaB1EpOGEL TO S1KO TOV TESIO PLOLOLOYIKDV TIHMV.

To medio Tdv tov enmédwv g ACTH oe 47 @uoioloyikolg aocBeveig,
EKQPUCHEVO G T0600Td el Tolg gkatd 2,5% émg 97,5%, nrtav 9,6 émg 49,7
pg/ml.

XVI. ITPODPYAAZEIY KAI IPOEIAOIIOIHXEIY

Aopdieia

Movo yia doyveotiky ypfion in vitro.

To Kkt avtd mepigyet 10 2 | (Xpdvog quilwnc: 60 nuépec), o padievepyi ovoio
1 onoio eknépmet 1oviCovoa aktvoBoria X (28 keV) kot y (35.5 keV).

Avtd 10 podievepyd mpoidv ivar duvatd vo petapepbei ko va xpnotpomomdei
povo amd e€ovorodomuéva drtopa. H ayopd, @vro&n, ypnon kot avioiloyn
padlEVEPYDV TPOIOVIMV VIOKEWVTOL oTN vopobesio ™G xdpag Tov TEMKOD
xpnotn. e kapio mepintwon dev mpémet vo, xopnyeitat To Tpoidv o avhpdTOvG
1 {doa.

Olog 0 yepopdg TOL padievepyod VAIKODL Oo Tpémel vo exTEAEiTOL OF
KaBOPLoUEVO Y DPO, HOKPLEL 0o XDPOVG TAKTIKNG SEAEVLONG. XTO €PYACTNPLO
TpEMEL VoL dloTNpEiTa MUEPOLOYIO Yiow TV Tapodafr| Kot T QOAAEN padIEVEPYDV
VAkdv.  E€omMopdg kor yvdAwve okedn Tov gpyaoctnpiov, to omoia Oa
pmopovoav vo olvvOoldy pe padievepyég ovoieg, Ba mpémel va puAGGoOoVTUL GF
EeyxwproTd xOPO Yo TNV TPOANYN ETUOAVVONG TV S10POP®V PASLOIGOTOTMV.
Tuydv S1appoég padievepydv VYPOV TPETEL Vo, kabapilovtat apéomc GOUPOVO. LE
T1g drodikacies aopdrelag amd padievépysia. Ta padievepyd amdPAnTo TpEmeL va
ATOPPIRTOVTOL GOUPMOVE LE TOVG TOTIKOVG KUVOVIGHLOVG Kot TIG KOTeLOLVTApLEG
odnyieg TOV apydv Tov £xovv dikalodocio 6To gpyoacthplo. H mpnon tov
BooIKOV KavOVmV Ao QAAELNG 0O PASIEVEPYELD TAPEYEL EXOPKT TPOCTUGIOL.

Ta cvotatikd avBpdTvov aipatog Tov TEPIAAUPBAVOVTaL 6TO KIT QUTd £YOVV
eheyyOel pe pebodovg eykekpuéves oty Evponn ffkor and tov FDA kot éyet
Sdwamiotmbel 011 givan apvntikd og tpog Vv mapovsio. HBSAQ, avti-HCV, avti-
HIV-1 ko 2. Kopio yvoot) pébodog dev eivar dvvord va mapéyet mAnpn
Sdrac@dion 0Tt Tapdywya Tov avlpdrvov aipatog de Oo petaddoovy nratitida,
AIDS 1} dMeg Aopdéels. Emopévag, o yepiopds avidpoompiov, derypdtov
0po¥ N Thdopatog Oo Tpémetl vo yivetar cOUPOVA UE TIS TOTIKEG dladikaoies mepi
ACPOAELOG.

Oha o Cokd Tpoidvta Kot mapdywyo £xovv oviieydei amd vy (oa. To Posia
GLOTATIKG TPOEPYOVTAL aTd XDPEG OOV dev éxet avapepbei BSE. TTap' OA' avtd,
ovotatikd mov mepiEyovy Lwikég ovoieg Ba mpémer va avtetonifovior g
SVVNTIKAOG LOAVGHOTIKG.

Amopehyete  omoladNmoTe  €maPN)  TOL  JEPUOTOC  HE  AVTIOPOOTAPLOL
(xpnowpomoteitor 0fido Tov varpiov wg cvvpnrtikd). To alido oto kit Awtd
EVOEXETOL VO AVTIOPAGEL e LOAVPDO Kat YOAKO TOV VIPUAVAMKOV COAVAOCEDY KoL
Vo, oYNHaTioEl pe Tov TpoOmo avTd aitepa ekpnkTikd alidi petdAiov. Kotd
dudpkela Tov PAHOTOG TAVONG, EKTADVETE TNV OmOYETEVON UE UEYEAN TocHTTOL
VEPOV, Yo TNV TPOANYN TVY OV GVoGOPEVONS AlIdiov.

Mnv konvilete, unv mivets, unv TpOTE KOl U1 XPNOLULOTOIEITE KAAAVVTIKG 6TO
xOpo epyaciac. Mmnv davépete pe TITETA YPNOYOTOLOVTOG TO OTOHN GOG.
X PNOLOTOLEITE TTPOSTATEVTIKO POVYIGHO KOl VOADCILA YEVTIO.
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XVIIT. ITEPIAHYH TOY IIPQTOKOAAOY
XYNOAIKEZ BAOGMONO AEITMA(TA)
METPHEEIZ MHTEZ Yaué ehéyyov
(CU) (CU) )
BoOpovountég (0-6) N 200 -
Agitypota, YAwka N N 200
EAEYYOV
PuBpiotikd diéiopa N S0 S0
EMOUONG
Endaon 120 renta o Oeppokpocio dopatiov pe avadevon otig 400 rpm
AlayopIopog - Avappognon
Adhopa TAvong -
epyaciog 2,0ml
AlayopIopog - Avappognon
Addopa TAvong
epyaciog - 2,0ml
AlaxopIopog - Avappognon
Lo 100 100 100
Endaon 60 Aentd og Oeppokpacio dopatiov pe avadevon otig 400 rpm
AlayopIopog - Avappognon
Adhopa TAvong
epyaciog - 2,0ml
AlayopIopog - Avappognon
Adhopa TAvong
epyaciog - 2,0ml
AlayopIopog - Avappognon
Métpnon Métpnon coinvapiov eni 60 devteporenta
Ap. xotoioyov DI Asource: ApOpog P.I.: Ap. avabedpnong:
KI1P0061 1700610/l 090409/1

nuepounvia avadedpnong : 2009-04-09



C€E es

Leer el protocolo completo antesde usar.

ACTH-IRMA

[. INSTRUCCIONESDE USO

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

1. INFORMACION GENERAL
A. Nombre DIAsource ACTH-IRMA Kit
B. NUmerodeCatalogo: KIP0O061: 96 tests

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

Para cuestiones técnicas y infor macién sobr e pedidos contactar:
Tel : +32 (0)67 88.99.99 Fax : +32 (0)67 88.99.96

[11. INFORMACION CLiNICA

A Actividades Bioldgicas

La hormona adrenocorti cotropa (ACTH o corticotropina) es una hormona polipeptidica sintetizada (a partir de de POMC, proopiomelanocorting) y secretada
a partir de corticotropas en € |6bulo anterior de la hipéfiss en respuesta a la hormona liberadora de la corticotropina (CRH) secretada por € hipotalamo.
Esta formada por 39 aminoacidos con un peso molecular de 4540 Da.

La ACTH regulala sintes's de esteroides en la corteza suprarrenal. La ACTH estimula la secrecion de cortisol en las glandulas suprarrenales. El cortisol y
otros glucocorticoides aumentan la produccién de glucosa, inhiben la sintesis de proteinas y aumentan la degradacién proteica, estimulan la lipdlisis e
influyen en las respuestas inmunol dgicas e inflamatorias. El cortisol induce la involucién del timo que es un deterioro de la funcion timica normal que se
explica en parte por su capacidad de reducir la respuesta del sisema inmunitario. L os glucocorticoi des ayudan a mantener la presion sanguinea'y constituyen
un componente esencial de la respuesta corporal al estrés. La secrecion de ACTH esta regulada por la hormona liberadora de la corticotropina (CRH) y la
vasopresina (ADH). El cortisol redliza un sistema de retroalimentaci 6n negativa sobre la hipéfissy € hipotdlamo suprimiendo los nivelesde ACTH y CRH.
En condiciones basales (sin estrés), d cortisol se secreta en respuesta a un ritmo cardiaco pronunciado, con niveles mayores a primer hora de la mafiana y
con niveles menores a Ultima hora de la tarde. En condiciones de estrés, se produce un pico en la variacion circadiana.

Efectos no mediados por la glandula suprarrenal: La ACTH egtimula la liberacion de MSH (hormona melanotrépica) y GH (hormona del crecimiento),
aumenta la lipolisis en las células grasas (adipocitos) e induce efectos neurolégicos (como € estiramiento y € bostezo). Mucho de esto esta relacionado con
su origen a partir de POMC. Lalip6lisis producida por ACTH es mucho mas débil que ladelalipotropina (LPH). La ACTH esun precursor delaa-MSH.
En la corteza suprarrenal, hay dos tipos de receptores de ACTH, uno con una KD = 1 nM, pero sdlo existen aproximadamente 60 por célula, mientras que €
otro tiene una KD = 300 nM, pero con aproximadamente 600.000 por célula. La presencia de receptores de altay baja afinidad por la ACTH, significa que
lostejidos no sdlo son sensiblesa la presencia de ACTH, sino también a su concentracion.

B. Aplicacién clinica

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

Los sintomas del sindrome de Cushing incluyen obesidad troncular, degeneracion de las extremidades, cara de luna, joroba de grasa, adelgazamiento de la
piel, propension a los hematomas, debilidad muscular, hipertension, arterosclerosis, fallo cardiaco congestivo, edema, alteraciones menstrual es, alteraciones
psicolégicas, osteoporosi s, aumento de infecciones'y probl emas de cicatrizaci on.

Una secrecion reducida de ACTH por la hipéfisis se denominainsuficiencia suprarrenal secundaria. La insuficiencia suprarrenal terciaria esté provocada por
un fallo en la produccion hipotalamica de hormona liberadora de la corticotropina (CRH) mientras que la insuficiencia suprarrenal primaria se define como
una pérdida de hormonas adrenocorticotropas debida a la destruccion o lesén de la corteza suprarrenal. Todos los pacientes con una insuficiencia
suprarrenal  presentan pérdida de peso. La insuficiencia suprarrenal secundaria y terciaria se diagnostica en parte mediante la inyeccion de ACTH
(Cortrosyn) paraver la estimulacion de la produccién de cortisol.



IV. PRINCIPIOSDEL METODO

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

Se afiaden anticuerpos policlonales marcados con |I'® especificos para e
fragmento 24-39 dela ACTH (fragmento C terminal). Tras 1 hora de incubacion
y de los lavados, |a radioactividad restante unida al tubo reflgja la concentracion
de ACTH intacta.

V. REACTIVOS SUMINISTRADOS

Reactivos 96 test Cadigo de Recongtitucién
Kit Color
Tubos recubiertos con anti 2x48 rojo Listo parauso
ACTH (anticuerpos
monoclonaes)
1via rojo Diluir 21 x con
| Ab | 129 | CONC | 0,8ml tampdn marcador
TRAZADOR: anti-ACTH 1020 kBq (ver seccion VI1.C)
(anti cuerpos polyclonales)
marcado con 1'% en tampén
fosfato con dbiminabovina, y
azida (<0,1%)
BUF 1lvia negro Listo parauso
11ml
Tampdn marcador: Tampén de
borato con suero de oveja, EDTA
y azida (<0,1%)
1via amaillo Afadir 5ml de
CAL n liofilizado solucién de
reconstitucion
Cdlibrador cero en suero humano
con thymol y benzamidina
CAL 6vides amaillo | Afiadir 1,0 ml de
liofilizados solucién de
CdibradoresN =1a5 reconstitucion
(mirar los va ores exactos en las
etiquetas) en suero humano con
thymol y benzamidina
REC SOLN 1via azul Listo parauso
15ml
Solucién de reconstitucion:
Tampon de borato con EDTA y
azidasodica (< 0,1%)
1vial Negro Listo parauso
Tampén de incubaci 6n: Tampén eml
fosfato con adbuminabovinay
azida (<0,1%)
1via verde Diluir 20 x con agua
|WASH| SOLN |C°NC| fml destilada (utilizar
Solucion de lavado (Tween 20 - agitador magnético)
NaCl)
NTROL N 2vides plateado Afiadir 1,0 ml de
CONTRO liofilizados solucion de
Controles-N=102 reconstitucion
en suero humano y thymol

1.Paradiluciones de muestras utilizar calibrador cero.
2.1 pg de la preparacion del calibrador es equivalente a 1 pg NIBSC
74/555

Nota:

VlI. MATERIAL NO SUMINISTRADO

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

1. Aguadedilada

2. Pipetas de 50 m, 100 m, 200 pl, 1 ml y 3 ml (Se recomienda € uso de
pi petas preci sas con puntas desechables de plastico)

3.  Vortex

4.  Agitador magnético

®©No o

VII.

VIII.

IX.

wn W

[ullvs}

Agitador de tubos (400rpm)

Jeringa automética 5 ml (tipo Cornwall) para € lavado

Sistema de aspiraci 6n (opcional)

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

PREPARACION DE REACTIVOS

Calibradores:Reconstituir & calibrador cero con 5,0 ml de solucion de
recongtitucion y os calibradores 1-6 con 1,0 ml.
Controles: Recondtituir los controles con 1,0 ml
reconstitucion.

Marcador: Preparar un volumen adecuado de solucion marcadora
afiadiendo 50 pl de anti ACTH 1"® a1 ml de tamp6n marcador.

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

de solucién de

ALMACENAJE Y CADUCIDADESDE LOS REACTIVOS

Antes de abrir 6 recongtituir todos |os componentes de los kits son estables
hasta la fecha de caducidad indicada en la etiqueta, si se guardan a 2-8°C.
Los calibradores y controles son muy inestables, por lo que deben
utilizarse inmediatamente después de la recongitucion, congelarse
enseguida en partes alicuotas y mantenerse a —20° C durante 3 meses.
Evitar congelar y descongelar sucesivamente.

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

Después del primer uso, el trazador es estable hasta la fecha de caducidad,
s seguardaen el via origina cerrado a-20°C.

Las alteraciones de los reactivos en € aspecto fisico pueden indicar
inestabilidad 6 deterioro.

RECOGIDA Y PREPARACION DE MUESTRAS

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

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

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

No usar muestras hemolizadas o lipémicas.

PROTOCOLO

Notas de manejo

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

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

El uso de pipetas de precision o equipamiento de di spensacion automética
mejorarala precision. Respetar |ostiempos de incubacion.

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

Protocolo

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

Agitar brevemente los calibradores, muestras y controles y dispensar 200
m de cada uno en susrespectivos tubos.

Dispense 50 pl de tampoén de incubaci6n en cada tubo, excepto los de los
recuentos totales.

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

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

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

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

Aspirar € contenido de cada tubo (excepto los de Cuentas Total es)



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

10. Después dd dltimo lavado, dgar los tubos en posicion inversa durante 2
minutosy aspirar é liquido restante.

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

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

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

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

15.  Lavar lostubos con 2 ml de Solucién de lavado de trabajo (excepto los
de Cuentas Totales) y aspirar. Evitar la formacién de espuma durante la
adicion dela Solucién delavado.

16.  Aspirar € contenido de cada tubo (excepto los de Cuentas Total es)

17.  Lavar denuevo con 2 ml de Solucién de lavado de trabajo (excepto los de

Esto demuestra que ACTH-IRMA no presenta reaccion cruzada con los
fragmentos de ACTH, [/MSH, [IMSH y []-endorfina pero s existe con la ACTH
de rata en un 39%.

C. Precision
PRECISION INTRA-ENSAYO PRECISION INTER-ENSAYO
Suero N <X>+9SD Cv Suero N <X>+9SD CVv
(pg/ml) (%) (pg/ml) (%)
A 19 175+ 1,1 6,4 D 15 296+ 14 48
B 20 69,3+2,1 30 E 15 1219+ 75 6,2
c 20 | 3867+151 39

SD : Desviacion Esténdar; CV: Coeficiente de Variacion

Cuentas Totales) y aspirar. D.  Exactitud
18. Después dd dltimo lavado, dgar los tubos en posicion inversa durante 2 TEST DILUCION
minutosy aspirar € liquido restante. —
19.  Medir la actividad de cada tubo durante 60 segundos en un Contador Muestra Diluci6n %Z';‘fg; C'\;’gdc‘fg;
Gamma (pg/ml) (pg/ml)
XI. CALCULO DE RESULTADOS ! ﬂ; 2497 ;‘22;;‘
14 124,8 111,0
1. Calcular la media de | os duplicados. 18 62,4 57,5
2. Representar en un gréfico semilogaritmico o linear las c.p.m. (ordenada) 116 31,2 27,8
para cada calibrador frente a las concentraciones de ACTH (abscisa) y V32 15,6 16,1
dibujar una curva de calibracién por |os puntos de calibracién, rechazando Ve4 78 71
los extremos claros. 2 " ) 2844
3. Leer la concentracion para cada control y muestra por interpolacion en la 2 1742 167:5
curva de calibracion. 14 87,1 89,9
4, Métodos computarizados de computacién de resultados pueden ser 18 435 40,0
utilizados para la construccion de la curva de calibracion. S se utiliza un 116 21,8 20,6
sstema automético de calculo de resultados, se recomienda usar la /32 10,9 10,4
representacion gréfica“ 4 parametros’. Ve4 54 57
Las muestras fueron diluidas con € calibrador cero.
XIl. EJEMPLO DE RESULTADOS |
TEST DE RECUPERACION
Los datos mostrados a continuacion sirven como ejemplo y nunca deberan ser o
usados como una calibracion real . ACTH afadido ACTH Recuperado Recuperado
(pg/ml) (pg/ml) (%)
ACTH-IRMA cpm B/T (%) 1100,0 1128,0 102,5
550,0 552,5 100,5
Cuentas Totales 273476 100 275,0 2738 99,6
. 0z 1375 149,0 108,4
Cdlibrador 0,0 pg/ml 418 ’
9,6 pg/ml 1580 06
31,2 pg/mi 3836 ‘11’3
23;:‘21 gg,lm: ;323? 10,1 E. Tiempo de esperaentrela dispensacion del Gltimo calibrador y lade
1006,4 pg/ml 64156 %}g lamuestra
1931,9 pg/ml 93486 ' Como se muestra a continuacion la precision del ensayo se mantiene incluso en e
casn de dispensar la muestra 30 minutos después de haberse adicionado €

XIIl. REALIZACION Y LIMITACIONES

A. Limite de deteccion

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

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

B. Especificidad

Se afadieron péptidos posibles de interferencia a un plasma con EDTA y niveles
bajosy atosde ACTH. Se midi6 larespuesta aparentea ACTH.

Analito afiadidoaun Nivel de Analito afiladidoaun Nivel de
plasmacon EDTA y niveles bajos ACTH plasmacon EDTA y niveles medios ACTH
deACTH observado deACTH observado
(pg/ml) (pg/ml)
Nada 09 Nada 345
fragmento 1-17de ACTH 100000 fragmento 1-17de ACTH 100000
pg/ml 08 pg/ml 25,0
fragmento 18-39 de ACTH 100000 fragmento 18-39 de ACTH 100000
pg/mi 71 pg/ml 335
ACTH derata 1000 pg/ml 364,7 ACTH derata 1000 pg/ml 450,0
a- MSH 100000 pg/ml 18 a- MSH 100000 pg/ml 31,6
b- MSH 100000 pg/ml 09 b- MSH 100000 pg/ml 33,0
b- endorfina 100000 pg/ml 11 b- endorfina 100000 pg/ml 328

calibrador a los tubos recubiertos.

TIEMPO DE ESPERA

0 10 20 0
c 546,1 563,0 o 568,9
& 86,6 88,7 B0 85,9
C3 44,4 44,4 122’6 43,2
C4 122,4 123,0 ! 121,0

F.

Efecto “hook”

Una muestra de plasma con EDTA y una concentracion de ACTH de 69000
pg/ml tienen una sefial superior ala concentracion de calibrador més alta

XIV. CONTROL DE CALIDAD INTERNO

Si los resultados obtenidos para € Control 1 y/6 Control 2 no estan dentro
del rango especificado en la etiqueta del vial, |os resultados obtenidos no
podran ser utilizados a no ser que se pueda dar una explicacion
convincente de dicha discrepancia

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



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

XV. INTERVALOSDE REFERENCIA

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

El alcance de los niveles de ACTH levels en 47 pacientes normales, expresado
como percentilos de 2,5% a 97,5% fue 9,6 a49,7 pg/ml.

XVI. PRECAUCIONESY ADVERTENCIAS

Sequridad

Para uso solo en diagnéstico in vitro.

Este kit contiene I'® (vida media: 60 dias) emisor derayos X (28 keV) y derayos
v (35,5 keV) ionizantes.

Este producto radiactivo solo puede ser mangado y utilizado por personas
autorizadas; la compra, almacenaje, uso y cambio de productos radiactivos estan
sujetos alalegislacion del pais de usuario. En ningin caso € producto debera ser
suministrado a humanos'y animal es.

Todo & manejo de producto radiactivo se hard en una &rea sefializada, diferente
de la de paso regular. Debera de utilizarse un libro de registros de productos
radiactivos utilizados. El material de laboratorio, vidrio que podria estar
contaminado radiactivamente debera de descontaminarse para evitar la
contaminacién con otrosisétopos.

Cualquier derramamiento radiactivo debera ser limpiado de inmediato de acuerdo
con los procedimientos de seguridad. Los desperdicios radiactivos deberan ser
amacenados de acuerdo con las regulaciones y normativas vigentes de la
legidacion alacual pertenezca el laboratorio. El gjustarse a las normas basicas de
seguridad radiolégica facilita una proteccién adecuada.

Los componentes de sangre humana utilizados en este kit han sido testados por
métodos aprobados por la CEE y/6 la FDA dando negativo a HBsAg, anti-HCV,
anti-HIV-1y 2. No se conoce ninglin método que asegure que los derivados de la
sangre humana no transmitan hepetitis, SIDA 6 otras infecciones. Por |0 tanto el
manejo de los reactivos y muestras se hara de acuerdo con |os procedimientos de
seguridad locales.

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

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

No fumar, beber, comer 6 utilizar cosméticos en @ éarea de trabajo. No pipetear
con la boca. Utilizar ropa de proteccion y guantes.
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XVIII.RESUMEN DEL PROTOCOLO

CUENTAS CALIBRADOR MUESTRAS
TOTALES ES CONTROL(ES)

(nl) (n) (nl)
Cadibradores (0 d 6) - 200 -
Muestras, controles - - 200
Tampdn de incubaci 6n - 50 50
Incubaci6n 120 minutos a T.A en agitacion constante (400 rpm)
Separacion - aspirar
Solucién de Lavado - 2,0ml
Separacion - aspirar
Solucién de Lavado - 2,0ml
Separacion - aspirar
Trazador 100 100 100
Incubacion 60 minutos aT.A en agitaci 6n constante (400 rpm)
Separacion - aspirar
Solucién de Lavado - 2,0ml
Separacion - aspirar
Solucién de Lavado - 2,0ml
Separacion - aspirar
Contge Contar los tubos durante 60 segundos

DIAsource Cataogo Nr : P.I. Numero : Revisionnr :
KIP0061 1700610/es 090409/1

Fecha de larevision : 2009-04-09



IIpoueTeTe meTHsi MPOTOKOJ MPeEIN yoTpeda

ACTH-IRMA

[ YIIOTPEBA

Kur 3a uMyHOpaIuOMETpUYEH aHAIM3 33 KOJMYCCTBEHO OMNpENCIsAHE WH BHUTPO HAa YOBCIIKHS
anpenokoptukoTporieH xopmoH (ACTH) B mamsma ¢ Etunenauamun tetpaorietHa kuceiauna (EDTA).

. OFIJA HHOOPMALIUA

A. TlaTtenTtoBaHO UMe: DIAsource ACTH-IRMA Kit
B. Karaso:xkeHn Homep: KIP0061: 96 tecra

C. IIpousBeneHo oT: DIAsource ImmunoAssays S.A.

Rue De I’ Industrie 8 B-1400 Nivelles, Belgium.

3a TeXHHYECKA MOMOIIY HUIH MOPBYKA!
Ten.: +32 (0)67 88.99.99 ®axc: +32 (0)67 88.99.96

. KJIHMHUYEH IIPETJIE/]

A. Buonozuuna akmuenocm

Anpenokopruxkorpontusit  xopmoH (ACTH  wim  koprukoTpodMH) € NOJMICNTHACH XOpMOH, cuHTesupan (or POMC —
IPOOIHOMEJIAHOKOPTHH) M OTAEISAH OT KOPTHKOTPO(HTE B IPEJHATA YacT Ha XMIO(DHU3HATA jKJIe3a B OTTOBOP HA XOPMOHA KOPTHKOTPOITHH-
ocBoboxnasan xopmon (CRH), ocsoGoxknaBan ot xumortanamyca. Cbheton ce 0T 39 aMUHOKMCEIMHH ¢ MOJIEKYJHO Terto ot 4540 Da
ACTH peryiupa cuHTE3a Ha CTEPOMAM OT HaaOBOpeYHaTa KOpa M CTUMYJMpa OTACISHETO Ha KOPTHU30J OT HAJAOBOPCYHUTE SKIIE3H.
KopTH301bT H APYTH MNIMKOKOPTUKOWAU MOBHUIIABAT IPOU3BOACTBOTO HA [JIIOK03a, CIMPAT CHHTE3a Ha IPOTEHHH U MTOBHUIIABAT Pa3IaraHeTo
UM, CTUMYJIUPAT JIUIIOJIM3aTa U OKa3BaT BJIUSIHHUEC BbPXY UMYHOJIOTUYHUTE U BB3NAJTUTCIIHA PECAKIUH. KOpTl/l30JTl>T NPEAN3BUKBAa WHBOIYLIUSA
Ha TUMYyca, KOEeTO € IIOHIKaBaHe Ha HOPMAJIHOTO ACHCTBHE Ha TUMYCa, KOSTO OT YaCTH OOSICHSIBA CIIOCOOHOCTTA My Jla HAaMaJlsIBa PEaKLUUTE
Ha UMyHHATa cucTeMa. |JIMKOKOPTHKOHIMTE CIIOMAraT 3a HOJIbpKaHe Ha KPbBHOTO HAJITaHE M Ca OCHOBEH KOMIIOHEHT IIPU PearnpaHero
Ha Tsuoro Ha crpec. Otnensero vHa ACTH ce perymupa oT KOpTUKOTpOnMH-ocBoGoxaaBaims xopmod (CRH) u antuauypernynus
XOpMoOH, Hapuyan oute Basonpecud (ADH). KopuzoasT ce Bpbina g0 xunodusara u xunodanamyca, 3a na nogrucue nusara Ha ACTH u
CRH. Tlpu HopMasiHu (HECTPECOBH) YCIOBHUS, KOPTH30JIBT CE OTAEIS € ACHO M3PA3€H ACHOHOIIEH PUTHM, ¢ BUCOKH HHBA PAHHO CYTPUH U C
HHUCKH HKBa Bedep. IIpu cTpecoBy yCIOBUsI IGHOHOIHOTO U3MEHEHHUE € IPUTBIIEHO.

Hecebp3anu ¢ Hanobbpeunure xiesn epexrn: ACTH crumyimpa ocoboxnaBanero Ha MSH (Menanounr-crumysmpant xopmon) u GH
(XOpMOH Ha pacTexa), HOBUILABA JMIIONM3aTa B MACTHUTE KICTKH (aAMIOLMTH) U NIPEAN3BUKBA HEBPOJIOTHYHH edekTr (KaTo MpoTsAraHe u
npo3ssiBane). ToBa nma Bpb3ka ¢ dakra, ue e cuaresupad or POMC. JIunonu3ara, npeaussrkana or ACTH e nocra no-cnaba B cpaBHeHue ¢
tasu ot sunotponuna (L PH — nunorponen xopmon). ACTH e npekypcop Ha a-MSH.

B Han0ObapeyHara kopa uMa Jisa Buaa peuenropu 3a ACTH, exunust ¢ KD = 1nM, Ho camo okoJio 60 Ha kieTka, 1okaTo Apyrusit uma KD =
300 nM, Ho ¢ okono 600,000 Ha kierka. Hanmumero Ha BHCKO W HHCKO-aduHuTeTHH peuentopu 3a ACTH o3HauaBa, de ThKaHHTE ca
qyBCTBUTEIHU HEe caMo KbM ACTH, HO 1 KbM HEroBara KOHICH TPALUs.

B. Kaunuuno npunacane

IIpekaneno romasmo Hanmnuue Ha ACTH Moxe na moBene 40 IPEKOMEPHO OTACISHE HA KOPTH30JI, KOETO OT CBOSI CTPaHa MOXKE Ja MPUIHHH
cunapoM Ha Kymmnr. Toasmoro komrdectBo Ha ACTH Moxe 1a Ob/ie IPHYMHEHO OT 100POKaYeCTBEH TyMOp Ha Xunodusara. CHHIPOMBT
Ha KyumwHr (mpekajieHo MHOro KOpPTH30I) Ce NPUYMHSBA W OT €KTONWYHO mpousBexaane Ha ACTH, cpewano npu Hikou 6enoxpoOHu
TYMOpH, KakTO M IpU JOOPOKAYECTBEHHM M 3J0KAYECTBEHH TYMOPH Ha HaaObOpednure skie3d. Haii-uecTo cpeiiaHata mpudyuHa 3a
NPUYMHABAHE HA CHHAPOMA Ha KyLLll/lHF € €K30I€¢HHOTO IMOEMAHE HA INTMKOKOPTUKOUIH.

CuMnromuTe Ha cuHapoma Ha KyIIMHr BKIIOYBAT 3aTIBCTSABAHE OKOJO KOpEMHATa 00JacT, KpailHO H3TOIICHHE, JIyHOOOpa3HO JHIe,
OuBOJICKAa I'bpOMILA, M3THHABAHE HA KOXKATA, MOJATIMBOCT KBM OXJIy3BaHMs, clabOCT B MYyCKYyJIMTE, XHIICPTEH3Hs, apTEpOCKIEpo3a,
KOHI'€CTHBHA ChpACYHA HEAOCTATBYHOCT, €A€Ma, HEPECAOBHA MCHCTPpYyalus, (1)1/131/IOJ'101"1/I“IH14 CMYLICHHUSA, OCTECOIOPO3a, MOBUILICHA l/lH(beKLll/ll/l
1 GaBHO 3apacTBAILY PAHH.

Ionmxkenoro otaensdie Ha ACTH or xunodpuszara ce Hapuya BTOpHYHA HAAOBOpeYHa HEJOCTATHYHOCT. TpernuHa HanObBOpeyHa
HEJJOCTATHYHOCT CE€ INPHYMHABA KOraro XunodaaamychT He IPOM3BEXIA KOPTHKOTPOIMHMH-0cBOOOXAaBauy xopmon (CRH), mokaro
bpBUYHATA HAAOBOPEYHAa HEJOCTATHYHOCT CE ONpeAeis Kato 3aryba Ha aJpeHOKOPTHUKAJIHHW XOPMOHHM, IOpPajd YHHIO)XAaBaHE HIIK
HapaHsBaHe Ha HaxOBbOpeuHaTa Kopa. I1pn BCHUKH MalMeHTH, CTPafaly OT HaaObOpeuHa HeAOCTaThYHOCT ce HabIoAaBa 3aryba Ha Terio.
Bropuunara ¥ TpeTMYHAaTa HaAOBOPEUHA HEAOCTATHYHOCT OT YaCTH ce auarHoctuiupa ¢ urkekuus or ACTH (Kopuson), kato ce Thpcu
CHMyJIalL¥s Ha IPOM3BEXAAaHE Ha KOPTH30JL.



V. IIPHHIUIIN HA METO/A

DIAsource ACTH-IRMA ¢ aByerarneH HMyHOpaJUMETPHUYCH aHan3, 0asupaH Ha
cernapanus Ha IOKPUTH enpyBeTKH. Toii Mo3BoJIsiBa ONPEAESTHETO Ha [SJI0OCTHHS
anpenokoptukorporied xopmon (ACTH) B masma ¢ EDTA. MoHOKJIOHATHU
anTuTena, xapakrepuu 3a 1-24 ACTH ¢parmenra (N-repmunanes ¢parmeHr) ce
NpUKpENnBaT KbM [JO0JHaTa W BBTPCHIHATA IOBBPXHOCT Ha IJIACTMACOBHUTE
enpyBeTkd. KM TsIx ce mobaBsr kammubpatopu uiam mpobu. Cren nBydacoBa
MHKyOanusi 4pe3 M3MHBAa CE OTCTPAHsBA CIydalHHs M3JMIIBK HAa AHTHICHA,
cpennure U C-TepMuHaIHU (parMeHTd. J00aBAT ce MOIMKIOHATIHUTE aHTUTEIA,
Mapkuparu ¢ 2|, xapakrtepuu 3a 24-39 ACTH ¢parmenta (C-TepmuHaieH
(dparment). Cren enHovacoBa WHKyOalMs M Ciiel M3MUBaHE, OCTAThYHATA
PaZMOaKTUBHOCT, CBBP3aHA C CIPYBETKATa, OTpa3siBa KOHIEHTpaLusTa Ha
swtoctHus ACTH.

V. HU3IIO/I3BAHH PEAT'EHTH
PearenTn Kur3a IBeren Ipuroresine
anann396 KO
EnpyBeTKH, IIOKPUTH C
[ antu-ACTH 2x48 YepBeH T'oToB 3a ynorpeba
(MOHOKIIOHANHHI
aHTHTEN)
1 praxon wepBeH PasTeaps ce 21x c
| Ab 125 | CONC | 08ml P Mapkupau 6ydep (Bx.
AuTu-ACTH-| 1020 kBq Paznen VII. C)
(MONMKIIOHANIHN aHTHTEIA) BBB
tdocdaren 6ydep ¢ Bonckn
cepyMeH anbyMHH M HaTpHeB
asuz (<0.1%)
1 pnakon yepeH
TRACER BUF ToToB 3a ynorpeba
11ml
Mapxupain 6ydep: Boparen
Gydep c oBun cepym, EDTA n
asup (<0,1%)
1 pnakon KBIT Jobasere 5 ml
THO(GHITH3H BB3CTAHOBHTEJICH PA3TBOP
Hynes KaimGparop: B 4oBelKu pain
cepyM € TUMOJI U GeHIaMuJ|
6 dakona HKBIT Jo6asere 1 ml
THO(GHIH3H BB3CTAHOBHTEJICH PA3TBOP
Kamu6paropu 1-6 B uoemku panu
cepyM € TUMOJI U OeHIaMu .
Bux TouHMTE CTOIHOCTH Ha
ETHKETHTE Ha (hIaKoHHUTE.
REC SOLN 1 pnaxon CHH T'oTos 3a ynorpeba
15ml
BB3CTaHOBHTEIICH PA3TBOP:
boparen 6ydep c EDTA u
Harpues asuj (< 0.1%)
1 pnakon yepeH
INC BUF 6ml TotoB 3a ynorpe6a
HNukybannoneH 6ydep:
®DocareH Oypep ¢ BOJICKH
anOymuH u asux (<0,1%)
wasH | son | cone 1 pnakon 3elIeH Pa3penere 20X ¢
40ml JICCTHIIMPaHa BOJa
(u3non3BaiiTe MarHUTEH
Wamusarn pasrsop (NaCl-Tween cemnaparop)
20)
2 dmakona cpebbper | JloGasere 1 ml
O HIH3H TIpech3aaBari pasrBop
panu (PEKOHCTHUTVYHPAILL
KonTpom 11 2 B 4oBeLKH PA3TBOP)
CepyM C THMOI

3abenexka: 1. M3non3saiiTe Hy/IeBUs KAITHOPATOP 33 CEPYMHHUTE PA3PEKJAHHUSL.
2.1 pg ot xamubOpaTopHus mpenapat ce paBHsBa Ha 1 pg or NIBSC
74/555

VI. CPE/ICTBA, KOUTO HE CE OCUTI'YPABAT

CiieHHUTE MaTepHalIl ca HEOOXOIMMHU, HO HE Ce OCHTYpsIBaT B Habopa:

1.  JecrmimpaHa Boja

2. Tlunerm ot: 50 pl, 100 pl, 200 pl, 1 m u 3 ml (upenoppuBa ce
U3MOJ3BAHETO HA INPEHU3HUA IHUINETH C HaKpaﬁHHL{H 3a C€IHOKpaTHa
ynorpeda ).

3aBUXPSIL CMECUTEN

Kunaremo ycrpoiictso 3a enpyserku (400 060pota B MUHYTa)

MaruuTeH cenapaTop

o s w

© N o

VII.

VIII.

P ®

5 ml aBromaTnuna cupuHuoska (tun Cornwall) 3a u3muBane
Acnupaunonsa cucrema (1o u3oop).

BesikakbB rama Opostd, KOMTO MOXE Jia U3MEpU YIIOTPEOCHOTO KOJINYECTBO
15| (munrnmanen kanaurer o 70%)

IIPUTOTBAHE HA PEATEHTA

Kanubparopu: Pexoncruryupaiite HyieBust kKamuOpatop ¢ 5 ml
Ipecw3aasaiy pasteop ( PEKOHCTUTYUPAIL PA3TBOP), a ocrananute
kanmbpartopu ¢ 1 ml pekorcTUTyHpal pa3TBop.

Konrtpouu: Pexoncrurympaiite koHTpoimre ¢ 1 ml pekoHcruTynparn
pasTBOp.

Mapkupane @ pPUroTBETe A0CTaThU4eH 00eM Mapkupai pa3TBOp KaTo
no6asute 50 pl or Artu-ACTH-"| kM 1 ml or Mapkupamms Gydep.
M3non3BaiitTe BOpTEKC, 3a J1a XOMOIreHU3UpaTe.

PaGoren usmuBam pa3rBop: Ilogrorsere ajexkBaTeH o0eM OT pabOTHHMS
M3MHMBAILl Pa3TBOP 4pe3 100aBsHero Ha 19 obema necTuimpaHa Bojga KbM 1
obem ot u3muBawms pasreop (20x). M3non3BaiiTe MarHUTEH cenaparop, 3a
na XoMmoreHusupate. VI3xBppiere HEymoTpeOEHOTO KOJHMYECTBO OT
PabOTHHUSI K3MHBAIL PA3TBOP B Kpast HA JACHS.

CbXPAHEHHUE H CPOK HA I'OJHOCT HA PEATEHTHTE

BCHYKH KOMIIOHEHTH Ha KHTa ca CTaOMIIHK JI0 laTaTa Ha CPOKa Ha FOAHOCT,
MOCOYEH Ha OIAKOBKATa, MPH TeMIepaTypa Ha chbxpaHenue ot 2 °C g0 8°C
IPEAU OTBAPSHE MIIM PEKOHCTUTYUPAHE.

KanubpaTopure W KOHTPOJIUTE ca TBBPAC HECTAOMIHM, W3MOJ3BaiiTe ru
HEMOCPENCTBEHO CPEl PEKOHCTUTYMPAHETO, 3aMpa3ere I'M BelHara B
AIMKBOTH U TH cbXpansBaiite npu —20°C B mpoabiokeHHe Ha 3 Mecena.
W36srBaiiTe nmocieABaliy KM Ha 3aMpa3siBaHe-pa3MpassiBaHe.

Ipsicho npurotBeHus PaboreH u3MuBaIl pa3TBOp TpsiOBa J1a Obie
H3I10JI3BaH CbIIUA ACH.

Cnen mbpBata ymorpeda, Tpelicepa e cTabWiieH 10 W3THYaHE CPOKa Ha
TOJHOCT, aKO €€ ChXpaHsBa B OPHIMHAIHMS 100pe 3aTBOpeH (IIaKOH IpH
Temmneparypu -20°C.

IlpomMenn BBB (U3MYECKUsT BHA HA PEAreHTHTE HA KHTA HHAULUPAT
HECTaOMITHOCT MITH HETOJHOCT.

CbBHPAHE HA IIPOBUTE H OBPABOTKA

TpsioBa na ce msnomsBa EDTA miasma, kato ce B3emar oOHYaiiHUTE
npeamnasHi MEPKHU IMPU BEHOIMYHKIHUA .

Tps6Ba aa ce crbepaT 00pasiy M BeJHAra J1a ce MOCTABAT B JICJ WM Ja Ce
M3TErJIT B IPEIBAPUTEIHO OXJAJCHH enpyBeTKH. BexHara pasuienere B
oxnajgeHa uenrpodyra (2-8°C). Axo He ce B3emar HpodM 3a aHAIM3
BeiHara (B paMKWTe Ha €IMH 4ac), OTCTpaHeTe OCTaHajlaTa Ha
[OBBPXHOCTTA IUIa3Ma B MOAXO[SILIO HAANHCAH IUIACTMACOB ChJ 3a
chXpaHeHue U 3ampasere npu -70°C uim 1mo-HuCcKa TeMIepaTypa 3a CpoK He
Mo-IbJBI OT 45 JHH.

O6pa3uuTre MOXKe 1a He OCTaHaT CTAOMIIHH, aKko ce chxpansasart npu -20°C.
He u3non3BaiiTe XeMOIM3UPaHH WM JIMIIEMHYHU 00pa3LH.

IIPOL[E/TYPA

OO0 deseRKH

He H3HOH3BaﬁTe KHATa WJIH KOMIIOHCHTUTE MY CJI€A daTraTa Ha U3THYaHC
cpoka Ha romHocT. He cmecBaiiTe Marepuanm OT pa3jiMyHH MapTUIH
kutoBe. Ilpenu ymorpeba ocTaBeTe BCHYKM pEAareHTH Ha CTailHa
TeMmIeparypa.

BHUMaTEIHO CMecCBaiTe BCHYKH pPEAreHTH ¢ IMPOOUTEe dYpe3 HEKHO
pakialiaHe MM BBPTENHBO pa3MecBaHe. 3a jga H30erHere KpbCTOCaHa
KOHTaAMHHAaLWs, H3HOH3BaﬁTe YUCT MNHUIICTCH HaKpaﬁHHK 3a C€JHOKpaTHa
ynotpeba 3a 100aBsiHETO Ha BCEKH PeareHT KbM ChOTBETHATA Mpoda.
Bl/lCOKO NPEUU3HUPAHUTE MHUIECTH WJIA ABTOMAaTUYHUTE MHIICTH 61/1)(3
nono6puan Tounocrta. ChobpassBaiite ce ¢ BpeMeTo 3a HHKYOaIHs.
IMoxrorere KaIMOPAIIOHHA KPHBA 32 BCIKO M3MEPBAaHE U HE H3MOJ3BaiiTe
J@HHU OT NPECAUIITHA U3MEPBAHUAA.

Ipouenypa

OsHayere JBe 110 JBE IMOKPUTUTE CHPYBETKH 3a BCEKH KaiuOpaTop,
KOHTpOJIa  1po0a. 3a onpezessHe Ha o0wus Opoi uMiysich, 00o3Hadere 2
HOPMAJIHH EIPYBETKH.

Pa30bpkaiiTe 3a KpaTtko KalHOpaTopuTe, MPOOHTE M KOHTPOIHUTE BBPXY
Boprekc u pasnpenenere 200 pl 0T BCEKH OT TAX B ChOTBETHUTE EIPYBETKH.
Pasnpenenere 50 pl wuHkyOauwoHen Oydep BbB BCsKa emnpyBerka C
M3KIIFOYCHHUE HA TE3H 3a 00LIM U3MEPBaHHUSL.

BHuMarenHo paskiarere ¢ pbKa II0CTaBKata C CHPYBETKHTE, 3a Ja
0CBOOONTE EBEHTYAIHH BB3IYIIHH MEXYPH B TSX.

WukyOupaiite 3a 2 yaca npH CTaiiHa TeMIepaTypa B KJIaTel[0 YCTPOWCTBO
3a enpyBeTku (400 06opora B MUHYTa).

AcnupupaiiTe ChIbPXXKaHUETO Ha BCSIKA elpyBeTKa (OCBEH ENpyBETKUTE 3a
omnpenensHe Ha o0y Opoll MMITyJich). YBepere ce, 4e IIaCTMACOBHAT
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Kpail Ha acuparopa JOCTUra JHbHOTO Ha IIOKPUTATa CIPYBETKA, 32 1a MOXE
J1a OTCTPAHH LsIaTa TEIHOCT.

Wsnnakuere enpyBetkure ¢ 2 ml or MsmuBamus pa3teop (ocBeH
CNPYBETKUTE 3a ONpEeisHe Ha oOumsl Opoil MMIyJICH) M acrupupaiire.
V36sraiiTe mojy4aBaHETo Ha IsHA IO BpeMme Ha 100aBsHeTo Ha PaGoTHus
M3MHBALLl Pa3TBOP.

AcnupupaiiTe ChIbP)XaHUETO Ha BCSIKA elpyBeTka (OCBEH ENpyBETKUTE 3a
onpezensHe Ha 001U OPOii UMITYJICH).

Wsruiaksere otHoBO enpyserkute ¢ 2 Ml or VismuBawmwus pasrtBop (0cBeH
eNPYBETKUTE 32 ONpe/eisiHe Ha 00LKs OpOil UMITYJICH) M aCUpUpaiTe.
OcraBere empyBEeTKUTE B H3MPABEHO MOJOKEHHE 32 [BE MHHYTH U
acIHpPUPaNTe OCTAHAINTE KAIKH TEYHOCT.

Pasnpenenere 100 pl or antu-ACTH-"| tpeiicep BB BCsika empyBerka,
BKJIOYHMTEIHO U B SIPYBETKTUTE O€3 IOKPUTHE 32 001Ms OPOii HMITyJICH.
BHHMaTenHO paskiaTeTe C pbKa I[IOCTaBKaTa C CNPYBETKHUTE, 3a Ja
0CBOOOUTE CBEHTYAIHH BB3IYIIHH MEXYPH B TSX.

WnkyOupaiite 3a 60 MuHYyTH OpH CTailHa TeMIepaTypa B KIaTelio
ycTpoiicTBo 3a enpyserku (400 060poTa B MUHYTa).

AcnupupaiiTe ChbP)XaHUETO Ha BCSIKA ElpyBeTKa (OCBEH ENpyBETKUTE 3a
onpenensHe Ha o0 Opoll MMITysich). YBepere ce, 4e IIAaCTMACOBHAT
Kpail Ha acuparopa JOCTUra JHbHOTO Ha IIOKPUTATa CIPYBETKA, 32 1a MOXE
J1a OTCTPAHHU LsIaTa TEIHOCT.

Wsmnnakuere enpyBetkure ¢ 2 ml or MsmuBamus pasteop (ocBeH
eNPYBETKUTE 3a ONpEeisHe Ha oOumsi Opoil MMIyJICH) M acrupupaiire.
V36srBaiiTe moy4aBaHETo Ha IsHA II0 BpeMme Ha 100aBsHeTo Ha PaGoTHus
M3MHBALLl Pa3TBOP.

AcnupupaiiTe ChbPXXaHUETO Ha BCSIKA elpyBeTka (OCBEH ENpyBETKUTE 3a
onpezensHe Ha 001U OPOii UMITYJICH).

Wsruiaksere otHoBO enpyserkute ¢ 2 Ml or VismuBawmus pasrtBop (0cBeH
CNPYBETKUTE 32 ONpe/eisiHe Ha 00Lus OpOil HMITYJICH) M aCIUpUpaiTe.
OcraBere empyBEeTKUTE B H3MPABEHO MOJOKEHHE 32 [BE MHHYTH U
acIUpPUPaNTe OCTAHAINTE KAIKH TEYHOCT.

Otyerere enpyBeTKUTE B rama 6posty 3a 60 cekyHIH.

H3YUCITABAHE HA PE3YJITATHTE

W34nciere cpesHOTO apUTMETHYHO HA PEe3yITaTHTE, MOJYy4YEHH OT [BE IO
JIBE CNPYBETKUTE.

Ha momynorapuTMHYHa WM JUHEiHa Auarpama BbpXY rpadudHa XapTus
HaHecere (Ha opAMHATaTa) GPOAT HAa MUHYTA 3a BCEKH KanuOpartop (061
Opoii wummyiacu B MuHyra) crnpsmo (Ha abcuucaTta) ChOTBETHATa
koHueHTpauuss Ha ACTH u Hauepraiite KkanuOpalMOHHa KpuBa IIpe3
Kaﬂl/lﬁpal.ll/IOHHl/lTe TOYKH KAaTO HE BKJIKOYBATC TOYKHUTE, KOUTO OYECBH/IHO HE
NpUHAJIC)KAT KbM Ta3U KpUBa.

[lpouerere KOHLEHTPALUMHMTE 3a BCAKA KOHTpoJa U
MHTEPIIOJIMpPaHe BbPXY KaIuOpaliioHHATa KPHBA.

Te3n M34MCIICHHsT MOTaT Ji@ Ce YJIECHSAT 4pe3 aCUCTUPAHO peAylupaHe Ha
JIAHHUTE IIOCPEACTBOM KOMIIOTHD. AKO Ce H3I0J3Ba aBTOMATHYHA
o0paboTka Ha pe3yNTaTUTe, Ce MpenopbyBa IpHIAraHeTo Ha 4-
HapaMeTpoBa JOrHCTUYHA (yHKIMOHAIHA KPHBA.

npoba 4pes

XAPAKTEPHH JAHHHU

HaHHl/lTC, U3JI0KEHHU I10-0J1Yy Ca CaMO 3a WIIFOCTpALUs 1 HUKOTa HE OuBa Ja ce
H3I10JI3BAaT BMECTO HCTUHCKATa Kannﬁpaunox—u—xa KpuBa.

B.

CrnennduyHoct

EBenTyanHo mpedeluy mentHad ce nobaBeHn KbM mazma EDTA ¢ Hucko u
Brcoko HHBO Ha ACTH. U3mepeHo u siBHaTa peakuus Ha ACTH.

JloGaBeH aHAJTM3HPAH MaTepHal Habaona || Jlo6asen anannsupan matepuan kbM | Habaro
kbM EDTA nia3ma ¢ HHCKO HHBO BaHO EDTA niiazma chc cpejiHo HHBO Ha J1aBaHO
Ha HHBO Ha ACTH HHBO
ACTH ACTH Ha

(pg/ml) ACTH
(pg/ml)

Humto 09 Huuto 345
ACTH 1-17 dparmenta100000 pg/m 08 ACTH 1-17 dparmenta 100000 pg/ml 25,0
ACTH 18-39 ¢parmenta100000 pg/m 71 ACTH 18-39 ¢pparmenra 100000 pg/ml 335
ACTH ot mrex 1000 pg/ml 364,7 ACTH ot mrex 1000 pg/ml 450,0
aMSH 100000 pg/ml 18 aMSH 100000 pg/ml 31,6
bMSH 100000 pg/ml 09 bMSH 100000 pg/ml 330
b-ernopdun 100000 pg/ml 11 b-ernopun 100000 pg/ml 328

ToBa moka3ea, ue ACTH-IRMA He naBa xpbcTOCaHa peakuust ¢ GpparMeHTHTE
ACTH, aMSH, bMSH u b - eanopduna, Ho naBa kpbcrocana peakuus ¢ ACTH
ot rbx npu 39%.

C. Ipenusnoct
110 BPEME HA U3TIIMTBAHETO MEXJY N3IIUTBAHETO
Cepym N <X>xSD. Ccv Cepym N <X>xSD. Ccv
pg/ml (%) pg/ml (%)
A 19 175+11 6,4 D 15 296+14 438
B 20 69,321 30 E 15 1219+ 75 6,2
C 20 386,7 15,1 39

SD : Crangaprro otkionenune; CV: KoeduuneHnT Ha Bapuanus

ACTH-IRMA cpm BIT (%)

06 Gpoit 273476 100
Kanun6patop 0,0 pg/ml 418 0,2
9,6 pg/ml 1580 06
31,2 pg/ml 3836 14
97,2 pg/ml 10839 4,0
295,4 pg/ml 27691 101
1006,4 pg/ml 64156 235
1931,9 pg/ml 93486 34,2

X,  H3INBJIHEHHE H OTPAHUYEHUA

A.

OmnpenesieH TUMHT

JlBanajeceT HyieBH KanuOpartopa ca OWIM H3MHTAHH 33€AHO C KOMIUIEKT OT

IPYTH  KaauOpaTopu.

JIuMuTHT Ha OTKPHUBAHE, ONPEACICH KaTo sBHATa

KOHIICHTPALMsI TPH CTAHJAPTHH OTKJIOHEHWS HaJ CPEAHUS OpOil NpH HYJIEBO
cbp3Bane ¢ 1.16 pg/ml.

D. TouHocT
TECT C PASPEXJIAHE
Teopernuna H3mepena
Ipoda Pazpexnane KOHIEHTPaIHs KOHIEHTPANHs
(pg/ml) (pg/ml)
1 1 - 499,4
12 249,7 226,2
V4 124,8 111,0
/8 62,4 57,5
116 31,2 27,8
132 15,6 16,1
164 7.8 71
2 71 - 384,4
12 174,2 167,5
14 87,1 89,9
18 435 40,0
/16 21,8 20,6
132 10,9 10,4
/64 54 57
IIpoGure ca OuiM pa3peeHH C HyJIeB KaanOpaTop.
BB3CTAHOBUTEJIEH TECT
Tpo6a IIOG:EBeE/ImAI\)CTH BbzAcEa.ll.ﬁBe“ BchTaz;{/o;mBane
Po (pg'mb) i
1 1100,0 1128,0 102,5
550,0 552,5 100,5
275,0 2738 99,6
137,5 149,0 108,4
E. H3mecTBaHe BB BpeMeTO

Kakto € moka3aHO MO-10Jy, pPE3yJITaTUTe OT aHAJM3HPaHHTE IMPOOH
OCTaBaT TOYHH, JOPH M Koraro ce mpurorBs npoba 30 MuHYTH cien
100aBsIHETO Ha KaIMOpaTopa KbM IOKPHTH eIIPYBETKH.

o] 10 20 30"
c1 546,1 563,9 563,4 568,9
c2 86,6 88,7 89,0 85,9
c3 444 44,4 42,9 432
c4 1224 | 1230 122,6 121,0




F. Edexr Ha Kyknuykara

ITpo6a ot rurazma EDTA ¢ konuentpanus Ha ACTH 69000 pg/ml nasa pesysrat
HaJ| Hali-BUCOKATa KOHIEHTpALMs Ha KanubpaTopa.

XIV. BBTPEILIEH KAYECTBEH KOHTPO.I

- Ako pesynrarute, noiaydenu 3a Konrpona 1 u/win Konrtpona 2 e ca B
paMKUTE Ha HHBOTO, YKa3aHO Ha €THKeTa Ha (JIaKkoHa, TO Pe3yJTaTUTE HE
Morar Aa ObJaT U3MOJI3BaHU, OCBEH aKO HE Ce MPEJOCTaBU 3aJ0BOJIMTEIHO
00sICHEeHHE Ha TOBA HECHOTBETCTBHE.

- Io sxenanue, BCsika 1abopaTopHsi MOKE Jla CH HalpaBH COOCTBEH KOMILJICKT
OT KOHTPOJIHU NTPOOH, KOUTO TPsIOBA J1a c€ ChXPAHSBAT 3aMpPa3eHH B KPATHH
CbOTHOILICHHUS.

- Kpurepuute 3a mnpreMaHe Ha pa3iMKaTta OT JABOMHUTE pe3yiaTaTH Ha
npodute TpsioBa aa ce onupat Ha JloOpara JlabopatopHa ITpakTuka.

XV. PE®EPEHTHH HHTEPBAJIH

CroiiHOCTHTE, OKAa3aHU [O-J0JIy, Ca MPEJOCTABEHN CaMo 32 HAI'bTCTBHE; BCSIKA
nabopaTopusi TpsOBa Ja YCTaHOBH CBOM COOCTBEH HOpMalieH o0XBaT Ha
CTOMHOCTH.

Juanazonsr ot pasnuuHu HuBa Ha ACTH npu 47 HOpMaiHH NanUEHTH,
U3pa3eHy KaTo KPUBHU Ha pasnpenenenue 2,5% - 97,5%, ¢ 9,6 — 49,7 pg/ml-

XVI. IIPEJJITA3HH MEPKH U ITPE/]YIIPEK/IEHUA

BesonacuHoct

Camo 3a in Vitro quarsocruka.

Tosu HaGop chabpxa 2| (momyxusot: 60 HK), eMuTHpany iforH3upamm X (28
keV) u y (35,5 keV) npuenus.

To3u paanoakTHBEH MPOAYKT MOXKE [a ce NMpeHacs W 1a ce U3I03Ba CaMo OT
OTOPHM3MpPAHU JIMLA; MOKYIKATa, CbXPAaHEHHETO, ymoTpebaTa W pa3MsHATa Ha
PaZMOaKTUBHU MPOIYKTH ca HPEAMET Ha 3aKOHOJATEeJCTBOTO HA Ibp)KaBara, Ha
KpaiiHus noTpebuten. To3n NpoayKT He OMBa B HHKAKbB CiIydail fa ce mpuiara
Ha XOopa HUJIk )KUBOTHHU.

bopaBeHeTo ¢ paaaKkTUBHUS NPOIYKT TPsOBa Ja Ce M3BBHPILBA B ONpPEACICHA 32
LeJITa TEPUTOPUS], AAJied OT PEry/sIpHU 30HH Ha MpeMHHaBaHe. B mabopatopusra
TpﬂﬁBa Ja c€ noaabpKa MOHEBHUK 3a IMOJYy4YaBAaHETO M CBXPAHCHHUETO Ha
paznoakTHBHH Marepuand. JlabopaTopHaTa EKHIIMPOBKA M CTBKIApPHS, KOHTO
Morar Ja 0bJaT KOHTAMUHHPAHH C PaJHOAKTUBHU CyOCTaHLUH, TpsOBa 1a ObaaT
OTHENCHH C el ga ce u30erHe KpPbCTOCaHa KOHTAMHUHALMS C PasiMyHU
PaZIMOU30TOIH.

BesikakBH  pafioaKTHBHU INPBCKM TpsibBa 1a ce IOYMCTBAT He3a0aBHO B
CHOTBETCTBHE C HPOLEIYPUTE 33 paaHanioHHa Oe3omacHOCT. PagnoakTuBHHTE
oTmagblM TpsOBa Ja Ce M3XBBPJIAT, CIEIBAHKH MECTHHUTE Hapeadu u
PBKOBOACTBA HAa BJIACTUTE, YINPAXKHABALIU HOPUCAUKIHUATA, HAL naﬁopaTopMMTe.
IlpuaspikaHeTo KbM OCHOBHHMTE MpaBWiIa 32 pPaJdLHOHHA 0E30HacHOCT
ocurypsBaT aJ€KBaTHa 3alluTa.

qOBeLLlKl/lTe KPBbBHU KOMIIOHCHTH, BKJIOYEHH B KHTa, Ca 6l/lJ'll/l TECTYBaHU 4Ype3
onobpenn or Esponeiicku u/wim FDA (AMepuKaHCKa areHUus [0 XpaHUTE W
JIeKapCcTBaTa) METOAM M Ca Jald oTpuuareneH pesynrar 3a HbsAg, antu-HCV,
anTtu-HIV-1 u 2. Hsima u3BecTeH MeTo/], KOMTO Ja JaBa IIbJIHA FapaHIIKs 3a TOBA,
4ye YOBEIIKUTE KPbBHM JepuBaTH He npeHacsat xenartut, CIIMH umm npyru
uHbekunu. ETo 3ami0, 60paBeHETO ChC PEAreHTHTE, CEPYMHUTE WM IJIA3MEHHUTE
npoou TpsioBa aa Ob/e B ChOTBETCBHE C MECTHHTE MPOLIEAYPH MO 6€30I1aCHOCT.
Benukd JKMBOTHHCKM TPOAYKTH M JEpUBAaTH ca OWIM CbOMpaHH OT 31paBu
JKHBOTHH. BoJICKHTE KOMIOHEHTH ca C IPOM3XOJ OT CTpaHu, kpaero BSE
(Boscka cepymHa eHuedanonarus) He e Owia ycraHoBsBaHa. HesaBucumo or
TOBAa, KOMIIOHCHTUTE, CbABPXKAIIU XHUBOTUHCKU Cy6CTaHl.ll/ll/l TpﬂﬁBa Ja ce
TPETHPAT KaTO MOTEHIHAIHO HH(EKI[HO3HH.

W36sirBaiite KakbBTO M Ja OHJIO KOXKEH KOHTakT C peareHTHTe (ChAbpXKAT
HATPHEB a3U/l KATO KOHCEPBAHT). A3HIBT B TO3H KHT MOXKE /1a pearupa ¢ 0JIOBOTO
1 MEATa BbB BOAOIIPOBOAHUTE MHCTAJIALIMKA KAaTO IO TO3W HAYUH CC IOJy4daBaT
CHJIHO €KCIUIO3MBHM MeTalHu azuau. Ilo BpeMe Ha W3MHMBHUS €Tall, IPOMUHTE
ChC CHJIHA M OOMJIHA CTPYS BOJA KaHAJIM3alMATa, 3a Jia u3derdere GopMupaHeTo
Ha a3uau.

He nywere, He mnuiTe, He SHKTC M HE CH Cllaraiite Ko3MeTMka B paboTHara
Teputopusi. He mnumermpaiite ¢ ycra. UsmomsBaiite 3ammTHO 00JEKIO U
PBKABHILM 32 €IHOKpPATHA yHoTpeda.
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XVIIT. OBOBIEHHE HA IIPOTOKO.IA
OBLIA KAJIMUBPATOPU IPOBA (M)
AKTUBHOCT KOHTPOJIN
ul pl pl
Kamu6paropu (0-6) - 200 -
po6H, KOHTPOIIH - - 200
HukybannoneH 6ydep - 50 50
VikyGars 2 yaca rpu craiiHa Temneparypa ¢ paskiaiase 400 o6opora
B MHHYTa
Cenaparnus - Acnupupaiite
Vi3muBall pa3TBop - 2ml
Cenapanus - acnupupaiite
Vi3muBall pa3TBop - 2ml
Cenapanus - acnupupaiite
Tpeiicep 100 100 100
ViikyGaums 60 MuHyTH IIpH cTaiiHa Temieparypa ¢ pasknarmane 400
obopora B MHHyTa
Cenaparus - acrpupaiite
M3muBaIi pasrop - 2ml
Cenaparus - acrpupaiite
M3muBaIi pasrop - 2ml
Cenaparus - acrpupaiite
Bpoene Oruerere enpyserkute 3a 60 cekyHm
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Przed zastosowaniem nalezy przeczytaé¢ caly protokot.

ACTH-IRMA

I.  PRZEZNACZENIE

Zestaw do oznaczenia immunoradiometrycznego do il osciowego pomiaru ludzkiego hormonu adrenokortykotropowego
(Adrenocorti cotropic Hormone (ACTH)) w osoczu pobranym na EDTA metoda in vitro.

I[l. INFORMACJE OGOLNE
A. Nazwa firmowa: DIAsource ACTH-IRMA Kit
B. Numer katalogowy: KIPOO61: 96 oznaczen

C. Wyprodukowano przez: DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue del'Indudtrie, 8, B-1400 Nivelles, Belgia

Dzial pomocy technicznej oraz infor macje dotyczace zaméwien:
Tel: +32 (0)67 88.99.99 Fax: +32 (0)67 88.99.96

1. INFORMACJE KLINICZNE

A.  Aktywnosé biologiczna

Hormon adrenokortykotropowy (ACTH lub kortykotropina) jest hormonem polipeptydowym syntetyzowanym (z POMC, pro-opiomelanokortyny) z
kortykotropow w ptacie przednim gruczotu przysadkowego, w odpowiedzi na hormon uwalnigjacy kortykotroping (corticotrophin-releasing hormone
(CRH)) wydzielany przez podwzgdrze. Sktada se z 39 aminokwasow 0 masie czasteczkowej 4540 Da.

ACTH reguluje synteze sterydéw, ktéra zachodzi w korze nadnerczy. ACTH stymuluje wydzielanie kortyzolu z nadnerczy. Kortyzol i inne
glikokortykosterydy zwickszaja wytwarzanie glukozy, hamuja syntezg biatek i zwigkszaja katabolizm biatkowy, stymuluja lipolize i hamuja
odpowiedz immunologiczna i zapalna. Kortyzol indukuje inwolucjg grasicy, co powoduje obnizenie prawidtowego funkcjonowania grasicy, co
czesciowo odpowiada za ograni czenie odpowiedzi uktadu immunologicznego. Glikokortykosterydy pomagaja utrzymaé cisnienie tetnicze i stanowia
podstawowy sktadnik odpowiedzi organizmu na stres. Wydzielanie ACTH jest regulowane przez hormon uwalnigjacy kortykotroping (CRH) i
wazopresyng (ADH). Kortyzol hamuje zwrotnie przysadke i podwzgérze, obnizajac poziomy ACTH i CRH. W warunkach podstawowych (bez
dziatania sresu), kortyzol jest wydzielany w wyraznym rytmie okotodobowym ze zwyzka poziomu wczesnie rano i pézno po potudniu. W
warunkach stresu, zmiennos¢ dobowa jest zaburzona.

Woplyw na inne gruczoty oprécz nadnerczy: ACTH stymuluje wydzielanie MSH (hormonu melanotropowego) i GH (hormonu wzrostu), nasila
lipolize w komérkach ttuszczowych (adipocytach) i indukuje odruchy neurologiczne (takie jak przeciaganie sig i ziewanie). Wigkszos¢ z tych dziatan
jest zwiazana z pochodzeniem substancji od POMC. Lipoliza indukowana przez ACTH jest znacznie stabsza niz przez lipotroping (LPH). ACTH jest
prekursorem a-MSH.

W korze nadnerczy istnigja dwa rodzaje receptorow ACTH, jeden o érednicy 1 nM, ktéry wystepuje w ilosci zaledwie 60 na jedna komorke oraz
drugi o srednicy 300 nM, ktéry wystepuje w ilosci 600 000 na komoérke. Wystepowanie receptoréw o wysokim i niskim powinowactwie dla ACTH
oznacza, zetkanki sa wrazliwe nietylko na wystepowanie ACTH, aleréwniez najego stezenie.

B. Zastosowania kliniczne

Zbyt duza ilos¢ ACTH moze prowadzi¢ do nadprodukcji kortyzolu, ktéry moze doprowadzi¢ do zespolu Cushing’a. Zbyt duza ilos¢ ACTH moze
wynika¢ z obecnosci nieztosliwego gruczolaka przysadki. Do innych przyczyn zespotu Cushinga (zbyt duza ilos¢ kortyzolu) moze zalicza¢ si¢
ektopowa produkcja ACTH, wystepujaca w niektorych ztosliwych guzach ptuc oraz w tagodnych i ztosliwych guzach nadnerczy. Najczestsza
przyczyna zespotu Cushinga jest egzogenne przyjmowanie glikokortykosterydow.

Do objaw6w zespotu Cushinga nalezy otylos¢ brzuszna, chude konczyny, twarz ksigzyca w petni, bawoli kark, cienka skora, tatwo tworzace si¢
siniaki, ostabienie, nadcisnienie tetnicze, miazdzyca, zasoinowa niewydolnos¢ serca, obrzeki, zaburzenia miesiaczkowania, zaburzenia psychiczne,
osteoporoza, zakazeniai stabe gojenie sig ran.

Obnizone wydzielanie ACTH przez przysadke nazywane jest wtérna niedoczynnoscia nadnerczy. Trzeciorzedowa niedoczynnos¢ nadnerczy
Zwigzana jest z niewydolnoscia podwzgdrza do produkcji hormonu uwal niajacego kortykotropine (CRH), podczas gdy niedoczynnosé pierwotna jest
zdefiniowana jako utrata hormonéw kory nadnerczy, zwiazana ze zniszczeniem lub zaburzeniami kory nadnerczy. Wszyscy pacjenci z
niewydolnoscia kory nadnerczy wykazuja utrate masy ciata. Wtérna i trzeciorzedowa niewydolnosé¢ kory nadnerczy jest czesciowo zdiagnozowana
przez podanie ACTH (Cotrosyn) i obserwacj¢ stymulacji wytwarzania kortyzolu.



IV. ZAGADNIENIA DOTYCZ4CE METODY

DIAsource ACTH-IRMA jest dwuetapowym oznaczeniem
immunoradiometrycznym, opartym na separacji w optaszczonych probéwkach.
Pozwala na oznaczenie nienaruszonego ludzkiego hormonu
adrenokortykotropowego (ACTH) w osoczu pobranym na EDTA. Przeciwciata
monoklonal ne swoiste do fragmentu (N-konicowego) 1-24 ACTH s3 dotaczone do
dolng wewngtrzng powierzchni probéwek plastikowych. Do probéwek sa
dodawane kalibratory lub prébki. Po 2 godzinach inkubagji, ptukanie usuwa
przypadkowy nadmiar antygenu, fragmenty srodkowe i C-koficowe.

Dodawane s3 przeciwciata poliklonalne znakowane '#I, swoiste do fragmentu
ACTH 24-39 (fragment C-konicowy). Po 1 godzinng inkubacji i ptukaniu,
radioaktywnos¢ pozostalych czastek zwiazanych z powierzchnia probowki
odzwierciedla stezenie ACTH.

V. DOSTARCZONE ODCZYNNIKI

Odczynniki I10s¢ Kolor Rekonstytucja
96
oznaczen
]] Probéwki optaszczone 2x48 czerwony | Gotowe dol
przeciwciatami anty- Zestosowania
ACTH (przeciwciala
monoklonal ne)
| Ab | 1251 | CONC | 1fiolka czerwony | Rozcienczyé 21x
08 ml buforem
1020 kBq znacznikowym (jak
Anty-ACTH-2 (przeciwdiata wrozdzide VII. C)
poliklonane) w buforze
fosforanowym z adbumina bydl¢ca
i azydkiem sodowym (<0,1%)
| TRACER | BUF | 1fiolka czarny Gotowe dq
zastosowania
- 11 ml
Bufor znacznikowy: Bufor
boranowy zawiergacy surowice
owcza, EDTA i azydek (<0,1%)
CAL n 1fiolka 20ty Dodaé¢ 5 ml
liofil. roztworu do
Kalibrator zerowy w surowicy rekonstytugji
ludzkiej zawiergiacy tymol i
benzamidyng
6 fiolek z0tty Dodaé¢ 1 ml
CAL liofil. roztworu do
Kalibratory 1-6 w surowicy rekonstytugji
ludzkigj z tymolem i benzamidyna
(doktadne wartosci naetykietach
fiolek)
1fiolka niebieski Gotowe do
| REC | SOLN | 15ml zastosowania
Roztwor do rekonstytugji : Bufor
boranowy zawiergacy EDTA i
azydek sodowy (<0,1%)
| INC | BUE | 1fiolka czarny Gotowedol
6ml zastosowania
Bufor do inkubagji: Bufor
fosforanowy z dbumina bydigca i
azydkiem (<0,1%)
1fiolka zielony Rozcienczy¢ 20x
‘ WASH ‘ SOLN ‘ CONC ‘ 40 ml woda destylowana
(wykorzystaé
Roztwor ptuczacy (Tween 20- mieszadto
NaCl) magnetyczne).
2 fiolek srebrny Dodaé¢ 1 ml
| CONTROL | N | liofil. roztworu do
- ) rekonstytudji
Kontrole 1 i 2 w surowicy
pochodzenialudzkiego z tymolem

Uwaga: 1.Dorozcienczen surowic nalezy sosowaé kalibrator zerowy.
2,1 pg preparatu kalibratora jest réwnowazne do 1 pg of NIBSC

74/555.
VI. MATERIALY WYMAGANE, ALE NIEDOSTARCZONE

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

1. Woda destylowana

2. Pipety do dostarczania objetosci: 50 pl, 100 pl, 200 ul, 1 ml i 3 ml. (zaleca
Se¢ dtosowanie wiasciwych pipet z jednorazowymi koncowkami
plastykowymi)

N O AW

VIII.

[ullvs}

Mieszadto wirowe

Mieszadto magnetyczne

Wytrzasarka probéwek (400 obr/min)

Strzykawka automatyczna o objetosci 5 ml (rodzaj Cornwall) do ptukania
Uktad do aspiracji (opcjonalnie)

Moze by¢ wykorzystywany jakikolwiek licznik gamma odpowiedni do
pomiaru 2| (minimalny uzysk 70%).

PRZYGOTOWANIE ODCZYNNIKOW

Kalibratory: Rozpusci¢ kalibrator zerowy za pomoca 5 ml roztworu do
rekonstytucji ainne kalibratory zapomoca 1 ml roztworu do rekonstytugji.
Kontrole: Rozpusci¢ kontrole przy pomocy 1 ml roztworu do
rekonstytucji.

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

Roboczy roztwor pluczacy: Wiasciwa objgtos¢ roboczego roztworu
ptuczacego nalezy przygotowaé dodajac 19 objetosci wody destylowane)
do 1 objetosci roztworu ptuczacego (20x). Do homogenizacji nalezy
wykorzysta¢ mieszadto magnetyczne. Niewykorzystany roboczy roztwor
ptuczacy nalezy wyla¢ pod koniec dnia.

PRZECHOWYWANI E | DATA WAZNOSCI ODCZYNNIKOW

Przed otwarciem lub rekonstytucja wszystkie sktadniki zestawu zachowuja
trwatos¢ do daty waznosci przedstawiong na etykiecie, jezdi s
przechowywane w temperaturze od 2 do 8°C.

Kalibratory i kontrole 4 bardzo nietrwate, nalezy je wykorzysta¢ zaraz po
rozpuszczeniu lub od razu zamrozi¢ w niewielkich objetosciach,
przechowujac w temperaturze —20°C do maksymalnie 3 miesigcy. Unika¢
wielokrotnego rozmrazaniai zamrazania.
Swiezo przygotowany roboczy roztwor
wykorzystany w tym samym dniu.

Po jego pierwszym zastosowaniu, znacznik izotopowy zachowuje trwatos¢
do podang daty waznosci jezeli jest przechowywany w oryginalne,
dobrze zamknietg fiolce w temperaturze od -20°C.

Zmiany w wygladzie fizycznym odczynnikbw w zestawie moga
wskazywa¢ naich niestabilnos¢ lub zuzycie

ptuczacy powinien by¢

POBIERANIE | PRZYGOTOWANIE MATERIALZU DO BADANIA

Nalezy wykorzystywa¢ osocze pobrane na EDTA i przesirzegaé zasad
zwiazanych z naktuciem zyt.

Probki nalezy pobiera¢ i natychmiast umieszcza¢ w lodzie lub pobiera¢ do
wczesnig  schtodzonych probéwek. Od razu rozdzidaé w chtodzong
wiréwee (2-8°C). Jezeli probka nie jest oznaczona od razu (w ciagu jedne
godziny), nalezy usuna¢ supernatant osocza do wczesnig oznakowanego
plastikowego naczynia i zamrozi¢ w temperaturze -70°C lub nizszej, do 45
dni.

Prébki moga nie zachowal trwatosci, jezeli bgda przechowywane w
temperaturze -20°C.

Nie nalezy wykorzystywa¢ probek zhemolizowanych lub lipemicznych.

PROCEDURA

Uwagi dotyczace obstugi

Nie wolno wykorzystywaé sktadnikéw zestawu po uptynieciu daty
waznosci. Nie wolno miesza¢ materiatéw pochodzacych z réznych serii
zestawow. Przed wykorzystaniem wszystkie odczynniki powinny osiagnac
temperature pokojowa.

Wszystkie odczynniki i probki nalezy doktadnie wymieszaé przez
delikatne potrzasanie lub obracanie. Aby unikna¢ zanieczyszczenia
krzyzowego do dodawania poszczegolnych odczynnikéw i probek nalezy
wykorzystywa¢ czyste, jednorazowe koncowki pipet.

Pipety wysokig precyzji lub pipety automatyczne poprawiaja precyzjg
wykonania oznaczenia. Przestrzega¢ czasow inkubagji.

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

Procedura

Dla kazdego kalibratora, probki i kontroli nalezy oznaczy¢ optaszczone

probowki w badaniach podwojnych. W celu okredlenia catkowitych

Zliczen nalezy oznaczy¢ 2 slandardowe probowki.

Krétko wirowa¢ kalibratory, probki kontrolne i badane, a nastepnie

dozowa¢ po 200 pl kazdg substancji do odpowiednich probéwek.

Dozowa¢ 50 pl buforu do inkubacji do kazdej probéwki, z wyjatkiem

probowek do catkowitego zliczania.

Ddlikatnie potrzasa¢ (recznie) stojak z probéwkami, aby uwolni¢ wszelkie

uwiezione pecherzyki powietrza.

Inkubowaé przez 2 godziny w temperaturze pokojowe w wytrzasarce
probowek (400 obrotéw na minute).

Aspirowa¢ zawartos¢ kazdg probowki (z wyjatkiem probéwek do

catkowitego zliczania). Upewni¢ sg, ze plastikowa koncéwka aspiratora

osiagneta dno optaszczonej prébowki, aby usunaé caty ptyn.



10.
11.
12.
13.
14.

15.

16.
17.
18.
19.

XI.

XII.

Plukaé¢ probéwki 2 ml roztworu do ptukania (z wyjatkiem probéwek do
catkowitego zliczania). W trakcie dodawania roztworu ptuczacego nalezy
unika¢ wytwarzania piany.

Aspirowa¢ zawartos¢ kazdg probowki
catkowitego zliczania).

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

Po ostatnim ptukaniu, pozostawi¢ probéwki odwrécone przez 2 minuty, a
nastepnie aspirowa¢ pozostate krople ptynu.

Dozowaé¢ 100 ul znacznika anty-ACTH-'?| do kazdej probéwki, w tym
réwniez do nieoptaszczonych probdwek do catkowitego zliczania.
Delikatnie potrzasaé (recznie) stojak z probéwkami, aby uwolnié
wszelkie uwigzione pecherzyki powietrza.

Inkubowaé przez 1 godzing w temperaturze pokojowej w wytrzasarce
probowek (400 obrotéw na minute).

Aspirowaé zawartos¢ kazde probowki (z wyjatkiem probowek do
catkowitego zliczania). Upewni¢ sg, ze plastikowa koncéwka aspiratora
osiagneta dno optaszczonej prébowki, aby usunaé caty ptyn.

Plukaé probéwki 2 ml roztworu do ptukania (z wyjatkiem probéwek do
catkowitego zliczania). W trakcie dodawania roztworu ptuczacego nalezy
unika¢ wytwarzania piany.

Aspirowa¢ zawartos¢ kazdg probowki
catkowitego zliczania).

Plukaé¢ ponownie probowki 2 ml roztworu do ptukania (z wyjatkiem
probéwek do catkowitego zliczania).

Po ostatnim ptukaniu pozostawi¢ probowki odwrocone przez 2 minuty, a
nastepnie aspirowa¢ pozostate krople ptynu.

Zlicza¢ probéwki w liczniku gamma przez 60 sekund.

(z wyjatkiem probéwek do

(z wyjatkiem probéwek do

OBLICZANIE WYNIKOW

Obliczy¢ srednia oznaczen podwajnych.

Na papierze milimetrowym lub w kratke wykreslic c.p.m. (rzedna) dla
kazdego kalibratora wobec odpowiadajacego stezenia CT (odcigta) oraz
wykreslic  krzywa kalibracji przez punkty kalibratora, odrzucgjac
oczywiste wartosci odbiegajace od linii srodkows.

Odczyta¢ stezenie dla kazde kontroli i probki przez nanies enie na krzywa
kalibracyjna.

Redukcja danych przy pomocy komputera pozwoli uprosci¢ te obliczenia.
Jezeli ma by¢ zastosowane automatyczne przetwarzanie wynikow, zaleca
S¢ dopasowanie krzywej logistyczng 4 parametrows.

PRZYKZAD DANYCH TYPOWYCH

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

Dane

$wiadcza o tym, ze ACTH-IRMA nie reaguje krzyzowo z fragmentami

ACTH, aMSH, BMSH i BEndorfiny, natomiast reaguje krzyzowo ze szczurzym
ACTH w 39 %.

C. Precyzja
W SERII POMIEDZY SERIAMI
Surow N <X>+8D Ccv Surow N <X>+8D Ccv
ica (pg/ml) (%) ica (pg/ml) (%)
A 19 175+ 11 6,4 D 15 296+14 48
B 20 69,3+2,1 30 E 15 1219+ 7,5 6,2
C 20 386,7 15,1 39
SD Odchylenie sandardowe; CV: Wsp6tczynnik zmiennosci
D. Dokladnosé
BADANIE ODZY SKU
Prébka K alcytonina Stez. zmierzone Odzysk
dodana (pg/ml)
(pg/ml) (%)
1 1100,0 1128,0 102,5
550,0 552,5 100,5
275,0 2738 99,6
137,5 149,0 108,4
BADANIE ROZCIENCZENIA
Prébka Rozcienczenie Stez. teoretyczne Stez. zmierzone
(pg/ml) (pg/ml)
1 1 - 499,4
12 249,7 226,2
14 124,8 111,0
/8 62,4 57,5
116 31,2 27,8
132 15,6 16,1
164 78 71
2 11 - 384,4
12 174,2 167,5
1/4 87,1 89,9
18 435 40,0
116 21,8 20,6
1/32 10,9 10,4
164 54 57

ACTH-IRMA cpm BIT (%)
Zliczanie catkowite 273476 100
Kalibrator 0,0 pg/ml 418 02
9,6 pg/ml 1580 0,6
31,2 pg/ml 3836 14
97,2 pg/ml 10839 40
295,4 pg/ml 27691 10,1
1006,4 pg/ml 64156 235
1931,9 pg/ml 93486 34,2
XIII. DZIAEANIE | OGRANICZENIA
A. Granica wykrywania
Dwadziescia kalibratoréw zerowych oznaczano wraz z zestawem innych
kalibratoréw. Granica wykrywania, zdefiniowana jako przyblizone
stezenie trzech odchylen standardowych ponad przecietna ilos¢ zliczen na
poziomie wiazania zerowego, wynosita 1,16 pg/ml.
B Swoistosé

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

dodano mozliwe peptydy interferujace.

Oznaczano przyblizona odpowiedz

ACTH.
Analit dodany do osocza EDTA Obserwo Analit dodany do osocza EDTA Obserwo
zawierajgcego ACTH w niskim wany zawierajgcego ACTH w §rednim wany
stezeniu poziom stezeniu poziom
ACTH ACTH
(pg/ml) (pg/ml)
Nic 09 Nic 345
fragment 1-17 ACTH 100000 pg/ml 08 fragment 1-17 ACTH 100000 pg/ml 25,0
fragment 18-39 ACTH 100000 pg/ml 71 fragment 18-39 ACTH100000 ng/ml 335
Szczurzy ACTH 1000 pg/ml 364,7 Szczurzy ACTH 1000 pg/ml 450,0
aMSH 100000 pg/ml 18 aMSH 100000 pg/ml 31,6
BMSH 100000 pg/ml 09 BMSH 100000 pg/ml 33,0
BEndorfina 100000 pg/ml 11 BEndorfina 100000 pg/ml 32,8

Prébki zostaly rozcienczone przy pomocy kalibr ator a zer owego.

E.

XIV.

XV.

Opéznienie czasowe

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

0 10 20 30"
c1 546,1 563,9 563,4 568,9
c2 86,6 88,7 89,0 85,9
c3 444 44,4 42,9 432
c4 1224 | 1230 122,6 121,0

Efekt hook'a
Prébka osocza pobranego na EDTA, zawierajaca ACTH w stezeniu 69000
pa/ml, daje sygnat przekraczajacy najwyzsze stezenie kalibratora.

WEWNETRZNA KONTROLA JAKOSCI

Jezeli wyniki uzyskane dla kontroli 1 i 2 nie znajduja si¢ w zakrese
okreslonym na etykiecie fiolki, wyniki nie moga zosta¢ wykorzystane
dopoki nie uda si¢ znalez¢ wiasciwego wyjasnieniatego odchylenia.

Jezeli to konieczne, kazde laboratorium moze wykonaé wiasne prébki
zbiorcze w celach kontrolnych, ktére powinny by¢ zamrozone w matych
objgtosciach. Nie wolno zamraza¢ i rozmraza¢ wigce niz jeden raz.
Dopuszczalne kryteria dotyczace réznicy pomigdzy wynikami oznaczen
podwajnych probek powinny by¢ zgodne z zasadami prawidtowej pracy w
laboratorium.

ZAKRESY REFERENCYJNE

Wartosci sy przedstawione wytacznie w celach orientacyjnych, kazde
laboratorium powinno opracowaé wiasne wartosci referencyjne.



Zakres pozioméw ACTH u 47 zdrowych pacjentéw, wyrazonych jako grupa od
2,5% do 97,5% percentyla, wynosit od 9,6 do 49,7 pg/ml-

XVI. SRODKI OSTROZNOSCI | OSTRZEZENIA

Bezpieczeristwo

Tylko do diagnostyki in vitro. Zestaw zawiera '*| (Okres potowicznego rozpadu:
60 dni), emitujacy promieniowanie jonizujace X (28 keV) i y (35.5 keV). Ten
produkt radioaktywny moze by¢ transportowany i wykorzystany wylaczne przez
osoby autoryzowane; zakup, przechowywanie, stosowanie i wymiana produktow
radioaktywnych podlega regulacjom prawnym kraju uzytkownika koncowego. W
zadnym wypadku produkt nie moze by¢ podawany ludziom lub zwierzgtom.
Obstuga materiatéw radioaktywnych powinno by¢ przeprowadzana w miegjscach
do tego przeznaczonych, z dala od migjsc ogdlng uzytecznosci. W laboratorium
mus by¢ przechowywany reestr przyje¢ i przechowywania materialow
radioaktywnych. Wyposazenie laboratorium oraz szkto, ktére moze by¢ skazone
substancjami  radioaktywnymi powinno by¢ oddziedlone w celu uniknigcia
krzyzowego zanieczyszczenia réznych radioizotopow.

Wszelkie plamy z substancji radioaktywnych musza byé natychmiast
oczyszczone  zgodnie z  procedurami  dotyczacymi  bezpieczenstwa
radiologicznego. Odpady radioaktywne musza by¢é usuwane zgodnie z
miejscowymi przepisami i ogdlnie przyjgtymi wytycznymi obowiazujacymi w
laboratorium. Przestrzeganie  podsawowych  zasad bezpieczenstwa
radiol ogi cznego zapewnia wystarczajace zabezpieczenie.

Skiadniki zawierajace ludzka krew, dostarczone w zestawie, zostaty przebadane
metodami zaaprobowanymi przez instytucje europgjskie i/lub FDA. Stwierdzono,
ze nie zawiergja one HbsAg, przeciwciat anty-HCV, anty-HIV-1 i 2. Zadna ze
znanych metod nie moze da¢ calkowitg pewnosci ze materiaty pochodzenia
ludzkiego nie przeniosa czynnikéw zakaznych wirusowego zapalenia watroby,
AIDS i innych. Dlatego postgpowanie z odczynnikami i probkami surowicy lub
osocza powinno byé zgodne z migiscowymi  procedurami  dotyczacymi
bezpieczenstwa

Produkty pochodzenia zwierzecego byty pobierane od zdrowych zwierzat.
Skiadniki bydlece pochodza z krajéw, w ktérych nie odnotowano wystepowania
BSE. Pomimo to, sktadniki zawiergjace substancje pochodzenia zwierzecego
powinny by¢ traktowane jako potencjalnie zakazne.

Unika¢ kontaktu skoéry z odczynnikami (zawiergja azydek sodowy jako $rodek
konserwujacy). Azydek znajdujacy Si¢ w zestawie moze reagowac z miedzig i
otfowiem w uktadzie kanalizacyjnym tworzac zwiazki o wiasciwosciach
wybuchowych. W czasie plukania odprowadzany ptyn nalezy ptuka¢ duzymi
objetosciami wody, aby zapobiec kumulacji azydkéw.

Nie wolno pali¢, spozywaé napojow ani pokarmoéw, badz uzywac kosmetykow w
migjscu pracy. Nie pipetowaé ustami. Zaklada¢ ubranie ochronne i rgkawiczki
jednorazowe.
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XVIII. PODSUMOWANIE PROTOKOLU

CALKOWITA KALIBRATORY PROBK A(l)
LICZBAV KONTROLE
ZLICZEN ul ul
ul
Kadibratory (0-6) - 200 -
Prébki, kontrole - 200
Bufor do inkubagji - 50 50
Inkubacja 2 godziny w temperaturze pokojowej ze wstrzasaniem z predkoscia
400 obr/min
Rozdzielenie - aspiracja
Roztwor ptuczacy - 20ml
Rozdzielenie - aspiracja
Roztwor ptuczacy - 20ml
Rozdzielenie - aspiracja
Znacznik 100 100 100
Inkubacja 1 godzinaw temperaturze pokojowej ze wstrzasaniem z predkoscia
400 obr/min
Rozdzielenie - aspiracja
Roztwor ptuczacy - 20ml
Rozdzielenie - aspiracja
Roztwor ptuczacy - 20ml
Rozdzielenie - aspiraga
Zliczanie Zliczanie probéwek przez 60 sekund
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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




P.I. Number : 1701000

Revision nr 070716

Gebruikte symbolen

Gebrauchte Symbolen

il Raadpleeg de gebruiksaanwijzing Gebrauchsanweisung beachten

f ] Bewaartemperatuur Lagern bei

= Houdbaar tot Verwendbar bis

LoT] Lotnummer Chargenbezeichnung

REF Catal ogusnummer BestellInummer
[BOHTROL] Controle Kontrolle

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

| Fabrikant Hersteller

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

Wasoplossing, geconcentreerd

Waschl6sung-Konzentrat

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

Extractieoplossing

Extraktionsl6sung

ELU | SOLN Elutieoplossing Eluierungslsung

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

Microtiterplaat Mikrotiterplatte

Ab | HRP HRP Conjugaat HRP Konjugat

Ag | HRP HRP Conjugaat HRP Konjugat

Ab | HRP | CONC HRP Conjugaat geconcentreerd HRP Konjugat Konzentrat

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

SUB | BUF Substraatbuffer Substratpuffer

STOP | SOLN Stopoplossing Stoppl &sung

INC | SR Incubatieserum Inkubationsserum

BUF Buffer Puffer

Ab AP AP Conjugaat AP Konjugat

SUB | PNPP Substraat PNPP Substrat PNPP

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

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

Ab | BIOT Biotine conjugaat Biotin-Konjugat

m Specifiek antilichaam Spezifischer Antikorper

Streptavidine-HRP concentraat

HRP Streptavidinkonzentrat

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

Simbolos utilisados

Consultare leistruzioni per I'uso

Consultar las instrucciones de uso

Limitazioni di temperatura

Limitacion de temperatura

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

Contenuto sufficiente per <n> saggi

Contenido suficiente para<n> ensayos

£\ «at
9 .
g
z

CONC

Tampone di lavaggio concentrato

Solucion de lavado concentrada

CAL 0 Cadlibratore zero Calibrador cero

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

Ag | 1250 Marcato Trazador

Ab | 1280 Marcato Trazador

Ag | 1251 | conc Marcato concentrato Trazador concentrada

Ab 1251 CONC

Marcato concentrato

Trazador concentrada

]

Provette

Tubos

INC | BUF Tampone incubazione Tampdn de incubacion

ACETONITRILE Acetonitrile Acetonitrilo

SERUM Siero Suero

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

Diluente cdibratore

Diluyente de calibrador

RE( SOLN

Soluzione di ricostituzione

Solucion de Reconstitucion

Polietilenglicole

Glicol Polietileno

EXTR [ SOLN

Soluzione di estrazione

Solucion de extraccion

ELU SOLN

Soluzione di eluizione

Solucién de elucion

T

Cartucce di silice bond elut

Cartuchos Bond Elut Silica

PRE SOLN

Soluzionedi pretrattamento

Solucion de Pre-tratamiento

NEUTR | SOLN

:

Soluzione di neutralizzazione

Solucion de Neutralizacion

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

Q
Q
z
&

BUF

Buffer coniugato

Tamp6n de Conjugado

CHROM ™B CONC

Cromogena TMB concentrato

Cromégena TMB concentrada

CHROM | T™MB

Soluzione cromogena TMB

Solucién Cromégena TMB

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

BIOT CONJ | CONC

Concentrato coniugato con biotina

Concentrado de conjugado de biotina

AVID HRP | CONC

Concentrato avidinaHRP

Concentrado avidinaHRP

ASS BUF

Soluzione tampone per test

Tampoén de ensayo

Ab BIOT

Coniugato con biotina

Conjugado de biotina

i

Al

Anticorpo Specifico

Anticuerpo especifico

SAV HRP | CONC

Streptavidina-HRP concentrata

Estreptavidina-HRP Concentrado

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

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

Contetido suficiente para<n> testes

Innehdllet racker till <n> prover

WASH | SOLN | CONC

Solucdo de lavagem concentrada

Tvéttl6sning, koncentrerad

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

Diluente do calibrador

Kalibratordiluent

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

EXTR | SOLN Solucdo de Extraccéo Extraktionsl&sning

BU | SN Soluggo de Eluicio Elueringsl6sning

Cartuchos de silicaBond Elut

Silikonpatroner for elueringsbindning

Soluggo de pré-tratamento

Forbehandlingsl 6sning

Solugéo de neutralizagéo

Neutraliseringsl ésning

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

CHROM ™B CONC

Cromogénica TMB concentrada

Kromogeniskt TM B-koncentrat

CHROM | T™MB

Solugdo Cromogénica TMB

Kromogenisk TMB-I&sning

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

BIOT CONJ | CONC

Concentrado conjugado de biotina

Biotinkonjugat koncentrat

AVID HRP | CONC

Concentrado HRP de avidina

Avidin HRP-koncentrat

ASS BUF

Tampéo de ensaio

Provbuffert

Ab BIOT

Conjugado de biotina

Biotinkonjugat

Al

Anticorpo especifico

|1

Tampéo de acidificaggo

HRP | CONC Estreptavidina HRP concentrado -

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

Anvendte symboler

ZvpPovievteite Tig 0dNyieg xpriong

Laes brugsvejledningen

Oeppokpacio amobikevong

Opbevaringstemperatur

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

In Vitro Awyvootiké lotpoteyvortytkd mpotdv

Medicinsk udstyr til in vitro-diagnosticering

Kataokevaomg

Fabrikant

Tepeyopevo emapkég yuo «» eEeTdoElg

Indeholder nok til <n> test

ZUUTUKVOUEVO SLHAVLLOL EKTAVONG

Koncentreret vaskeopl gsning

CAL 0 Mndevikog Babpovountg Nul-kalibrator

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

Ag | 125l IynOétng Marker

Ab | 1280 IynOétng Marker

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

INC | BUF Pubpiotikd didhopa endaong Inkubati onsbuffer
ACETONITRILE Axetovirpilio Acetonitril

SERUM Opog Serum

DL | SPE Awihopa apainong detypdtmv Provediluent

DL | BUF Pubpiotikd didhvpo apaioong Fortyndingsbuffer

ANTISERUM Avtiopog Antiserum
IMMUNOADSORBENT AvocompoopoenTikd Immonoadsorbent

Addopa Tpoemeepyaciog

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

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

ZUUTVKVOUEVO avTIdpactiplo cuievypévo pe Protivn

Biotin konjugat koncentrat

Zopmokvopévo dtdivpo ofdivng-HRP

Avidin HRP koncentrat

PuBiotiko stddvpo Tposdopicron

Provebuffer

avTIdPuoTHPLo GLEEVYHEVO ne Plotivn

Biotin konjugat

Ewdwo6 Avticopo

PuBiotiko Atdivpo 6&vo

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

| ACID | BUF | -
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Stosowane symbole

Hasmnalt szimbélumok

Przed zastosowaniem zapoznac si¢ z instrukcja

Olvassa e ahaszndati Gtmutat6t

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

Producent

Gyarto

Zawartos¢ wystarczajaca do <n> testow

Tartalma <n> teszt el végzésére el egendd

WASH | SOLN | CONC

Roztwér ptuczacy stezony

Moso folyadék koncentrétum

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

Ag 1251

Znacznik izotopowy

Nyomjelz6 izotop

Ab 1251

Znacznik izotopowy

Nyomjelz6 izotop

Ag 1251 | CONC

Znacznik izotopowy stezony

Nyomjelz6 izotép koncentrdtum

Ab 1251 CONC

Znacznik izotopowy stezony

Nyomjelz6 izotép koncentrdtum

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

Rozcienczanik kalibratora

Kalibrétor higité

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

EXTR | SOLN Roztwor ekstrakeyjny Extrakci6s ol dat

ELU | SON Roztwor eucyjny Elud 6 oldat

Kolumny krzemionkowe Bond Elut

Bond Elut Silicaszilikagél patronok

Roztwér do przygotowania wstepnego

Elékezel 6 oldat

Roztwér neutralizujacy

Semlegesité oldat

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

CHROM ™B CONC

Koncentrat chromogenu TMB (czterometylobenzydyny)

Kromogén TMB koncentrdum

CHROM | T™MB

Roztwér chromogenu TMB (czterometylobenzydyny)

Kromogén TMB oldat

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

p-nitrofenyl ofosforan substratowy

Szubsztrét PNPP

BIOT CONJ | CONC

Koncentrat koniugatu biotyny

Biotin konjugatum koncentrétum

AVID HRP | CONC

Koncentrat peroksydazy chrzanowej z awidyna

Avidin HRP koncentrdtum

ASS BUF

Bufor do oznaczania

Vizsgdlati puffer

Ab BIOT

Koniugatu biotyny

Biotin konjugdtum

Al

Przeciwciato swoiste

Specifikus ellenanyag

|1

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

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

Karanosxen Homep

Konrpon

W1 BUTPO TMArHOCTHYHO MEMIIMHCKO H3/IeIHe

Ipoussoauren

Cun;p)l(aﬂne JIOCTaTh4HO 3a <N> TecTa

KonueHTprpan u3MHBal pa3sTBop

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

A Tpeiicsp

i i Tpeiicep

Konuenrpupan Mapkep

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

Paspeauten 3a kanubpatopa

Ipecn3naBany pa3Tsop

Tonuerunen rMkomn

ExcrpakToB pa3tBop

PastBop 3a emounpane

CHITHKAreTHH TBJIHUTENTN

Ipen-neueben pazTBOp

Heyrpanusupani parsop

Mapkepen Oydep

MHuKpPOTHTBPHA IIACTHHA

HRP xontorar / Konrorar Ha XpsiHOBa [IepOKCHa3a

HRP xontorar / Konrorar Ha XpsiHOBa [IepOKCHa3a

HRP KoHIOTHpaH KOHLEHTPAT

HRP KoHIOTHpaH KOHLEHTPAT

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

su | BUF Cyb6crparen Oydep

STOP | SOLN Cron pa3TBOp

INC | SR HHKy6armoHeH cepym

suF Bydep
Ab AP

AP kontorar / KoHIOraT Ha ankaiHa gocdaraza

PNPP

Cy6cerpar PNPP / mapa wutpodenun pocdar

buoTnH KOHIOTHpaH KOHLEHTpAT

AVID HRP | CONC

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

AsuanH HRP konueHTpar

Bydep 3a npobure

buotun xoHiorar

crnenupuIHO AHTHTAIIO

crpenrtasuaud HRP koHLeHTpat

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

KHcenuHu3upai oydep
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