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C-PEP II-RIA-CT

.  INTENDED USE

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

[I. GENERAL INFORMATION
A. Proprietary name: DIAsource C-PEP I1-RIA-CT Kit

B. Catalog number : KIPO409: 96 tests
KIP0408: 4 x 96 tests

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

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

1. CLINICAL BACKGROUND

A. Biological Activity

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

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

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

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



IV.  PRINCIPLES OF THE METHOD

A fixed amount of *®| labelled Tyr-C-Peptide competes with the C-Peptide to be
measured present in the sample or in the calibrator for a fixed amount of antibody
sites being immobilized to the wall of a polystyrene tube. Neither extraction nor
chromatography is required. After 3 hours incubation at room temperature, an
aspiration step terminates the competition reaction. The tubes are then washed
with 3 ml of wash solution and aspirated again. A calibration curveis plotted and
the C-Peptide concentrations of the samples are determined by dose interpolation
from the calibration curve.

V. REAGENTS PROVIDED

Reagents 96 Test 4x96 Colour Reconstitution
Kit testsKit Code
]] Tubes coated with 2x 48 8x48 | orange | Readyforuse
anti C-Peptide
. 1vid 4vias red Add 6 ml distilled water
Ag ! Iyophil. | Iyophil.
175 kBq 4x175
TRACER: *®lodine labelled kBq
Tyr-C-Peptide (HPLC
grade) in phosphate buffer
with bovine gelatin and
azide (<0.1%0)
CAL n 1via 2vids | yellow | Add 3 ml distilled water
Lyophil. | Lyophil.
Zero Calibrator in  human
serum and thymol
cAL Svids | 10vids | yellow | Add 1mi disilled water
Lyophil. | Lyophil.
Cdibraors-N =1t05
(see exact vadues on via
labels) in human serum and
thymol
1via 4vids brown | Dilute 70 x with
WASH ‘ SOLN ‘ CONC| ‘ 10ml 10ml distilled water (use a
magnetic stirrer).
Wash solution (TRIS-HCI)
2vids 4vids silver | Add 1 ml distilled water
| CONTROL | N | Lyophil. | Lyophil.
Controls-N =1or 2
in human serum with thymol

Note: 1. Usethe zero calibrator for sera dilutions.
2. 1 ng of the calibrator preparation is equivalent to 1 ng NIBSC IRR
84/510

VI.  SUPPLIESNOT PROVIDED

The following material isrequired but not provided in thekit:

1. Distilled water

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

Disposable polystyrene tubes (12 x 75 mm)

Vortex mixer

Magnetic stirrer

5 ml automatic syringe (Cornwall type) for washing

Aspiration system (optional)

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

A. Calibrators: Recongtitute the zero calibrator with 3.0 ml distilled water and
the other calibrators with 1.0 ml ditilled water.

B. Controls: Reconditute the controls with 1.0 ml distilled water.

C. Tracer: Recongtitute the tracer with 6.0 ml distilled water.

D. Working Wash solution: Prepare an adequate volume of Working Wash
solution by adding 69 volumes of digtilled water to 1 volume of Wash
Solution (70x). Use a magnetic stirrer to homogenize. Discard unused
Working Wash solution at the end of the day

VIII.
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STORAGE AND EXPIRATION DATING OF REAGENTS

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

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

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

Avoid subsequent freeze-thaw cycles.

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

SPECIMEN COLLECTION AND PREPARATION

Serum samples must be kept at 2-8°C.

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

Avoid subsequent freeze-thaw cycles.

PROCEDURE

Handling notes

Do not use the kit or components beyond expiry date.

Do not mix materias from different kit lots.

Bring all the reagents to room temperature prior to use.

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

Respect the incubation times.

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

Procedure

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

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

This operation must be achieved within 15 minutes.

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

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

Aspirate (or decant) the content of each tube (except total counts). Be sure
that the plagtic tip of the aspirator reaches the bottom of the coated tube in
order toremoveall theliquid.

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

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

Count tubes in a gamma counter for 60 seconds.

CALCULATION OF RESULTS
Calculate the mean of duplicate determinations.

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

Counts (Calibrator or sample)
Counts (Zero Calibrator)

B/BO (%) =

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

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

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

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



XIl.  TYPICAL DATA

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

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

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 two standard deviations
below the average countsat zero binding, was 0.04 pmol/ml.

B. Specificity

The percentage of cross-reaction estimated by comparison of the concentration
yielding a50% inhibition are respectively:

Compound Cross-Reactivity

(%)

Biosynthetic human Proinsulin 5.6%
Human Glucagon -
Human Insulin -

C. Precision

INTRA-ASSAY PRECISION INTER-ASSAY PRECISION

Serum N <X>=*SD Ccv Serum N <X>+SD CcVv
(pmol/ml) %) (pmol/ml) %)
A 24 028+ 0.03 | 10.7 A 21 0.28+ 0.03 10.7
B 26 121+0.04 | 33 B 21 112+ 0.11 9.8
C 24 0.18+0.01 | 56 C 22 0.17+ 0.02 11.8
D 24 0.68+0.04 | 59 D 22 0.65+ 0.05 7.7
E 24 160+0.11 | 69 E 22 168+ 0.12 7.1
SD: Standard Deviation; CV: Coefficient of variation
D. Accur acy
DILUTION TEST
Sample Dilution Theoretical Measured
Concent. Concent.
(pmol/ml) (pmol/ml)
Serum 71 - 6.99
12 350 3.04
14 175 156
/8 0.87 0.80
116 044 0.46
1/32 0.22 0.28
164 011 007
Samples were diluted with zero calibrator.
RECOVERY TEST
Sample added C-Peptide Recovered Recovered
(pmol/ml) C-Peptide %)
(pmol/ml)
Serum 0.14 0.14 100
0.17 0.19 112
0.22 0.22 100
0.39 044 113
114 112 98
314 3.02 96
Conversion factor :

From ng/ml to pmol/ml : :3

TIME DELAY
i Serum [0} 5 10’ 15 20’ 30’
C-Peptide cpm B/Bo (%) pmol/ml
Total count 75295 c1 066 053 055 061 052 041
Cc2 227 214 258 1.90 1.79 2.07
Cdibraor 0.0 pmol/ml 17690 100.0
0.09 pmol/ml 14319 80.9
0.29 pmol/ml 11618 65.7
0.95 pmol/ml 6534 36.9
2.98 pmol/ml 3361 19.0 XIV. INTERNAL QUALITY CONTROL
9.94 pmol/ml 1379 7.8
- 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 Laboratory Practises.

XV. REFERENCE INTERVALS

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

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

XVI. PRECAUTIONS AND WARNINGS

Safety

For in vitro diagnostic use only.

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 radioi sotopes.

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). Azidein
this kit may react with lead and copper in the plumbing and in this way form
highly explosve metal azides. During the washing step, flush the drain with a
large amount of water to prevent azide build-up.

Do not smoke, drink, eat or apply cosmetics in the working area. Do not pipette
by mouth. Use protective clothing and disposable gloves.
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XVIII. SUMMARY OF THE PROTOCOL
TOTAL CALIBRATORS SAMPLE (S)
COUNTS CONTROLS
pl pl pl
Cdibrators (0 to 5) - 100 -
Samples, Controls - - 100
Tracer 50 50 50
Incubation 3 hours a room temperature
Separation - Aspirate (or decant)
Working Wash solution 3.0ml
Separation Aspirate (or decant)
Counting Count tubes for 60 seconds
DlAsource Catdogue Nr : P.I. Number : Revisionnr :
KI1P0409 — K1P0408 1700444/en 100719/1

Revision

date : 2010-07-19



C€

Lire entiérement le protocole avant utilisation.

C-PEP II-RIA-CT

. BUT DU DOSAGE

Trousse de dosage radio-immunol ogique pour la mesure quantitative in vitro du C Peptide dansle
sérum humain.

[I. INFORMATIONS GENERALES
A. Nom du produit : DIAsource C-PEP II-RIA-CT kit

B. Numérodecatalogue: KIP0409: 96 tests
KIPO408: 4 x 96 tests

C. Fabriquépar : DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue del'Indudtrie, 8, B-1400 Nivelles, Belgique.

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

1. CONTEXTE CLINIQUE

A. Activitésbiologiques

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

La détermination du C Peptide en plasma permet une évaluation de la production d’insuline endogene,
méme en cas d’ administration d'insuline exogéne ou en cas d’ anticorps anti-insuline circul ants.

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

B. Applicationscliniques
Evaluation de lafonction résiduelle des cellules béta chez des diabétiquestraitésal’insuline
Détection et suivi de la phase de rémission des diabétes de type |
Complément dans le diagnostic différentiel entre diabétes de type | (insulino-dépendant) et de
type Il (non-insulino-dépendant)
Diagnostic de I’hypoglycémieinduite par I'insuline
Contribution au diagnostic del’insulinome (test de suppression del’insuline)
Index pronostique de I’issue foetal e chez |a femme diabétique enceinte
Evaluation de la sécrétion del’insuline en cas de maladie du foie
Suivi de la pancréatectomie

fr



V.

PRINCIPE DU DOSAGE

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

V. REACTIFSFOURNIS
Réactifs 96 Tests 4x96 Code Reconstitution
Tests
couleur
2x48 8x48 Orange | Prét al’emploi
H Tubes recouverts
avec I'anti C peptide
A 15 1 flacon 2 flacons Rouge | Ajouter 6 ml
9 Lyophilisé | Lyophilisés d eau distillée
175 kBq 4x 175
TRACEUR: C peptide kBq
marquée al''*l odine (grade
HPLC) dans un tampon
phosphate avec de la gelatine
bovine et de |’ azide de sodium
(<0,1%)

1 flacon 2 flacons Jaune | Ajouter 3ml
Calibrateur 2810 6ans du sérum lyophilisé | lyophilisés d'eau distillée
humain et du thymol

CAL 5flacons | 10flacons | Jaune | Ajouter 1ml
. - lyophilisés | lyophilisés d'eau distillée
Cdibrateurs C peptide- N =1
a5 (cfr. vaeurs exactes sur
chague flacon) dans du sérum
humain et du thymol
1 flacon 4 flacons Brun Diluer 70x avec
| WAS | SOLN |°°N° 10mi 10ml de I"eau distillée
; (utiliser un
Solution de lavage (TRIS-HCI) agitateur
magnéti que).
CONTROL | N | 2 flacons 4 flacons Gris | Ajouter 1 ml
_ lyophilisés | Iyophilisés d'eau digtiliée
Controles- N =1ou 2
dans du sérum humain et du
thymol
Note: 1.  Utiliser le calibrateur zéro pour ladilution des échantillons.
2. 1ngdelapréparation du calibrateur est équivalent a1 ng de NIBSC
IRR 84/510.

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 et 1 ml (I'utilisation de pipettes
précises et de pointes jetabl es en plagtique est recommandée)

3. Tubes en polystyréne jetables (12 x 75 mm)

4. Agitateur vortex

5. Agitateur magnétique

6. Seringue automatique de 5 ml (type Cornwall) pour leslavages

7. Systéme d'aspiration

8. Tout compteur gamma capable de mesurer I'1251 peut é&re utilisé
(rendement minimum 70%).

VIl. PREPARATION DESREACTIFS

A. Calibrateurs: Recongituer le calibrateur zéro avec 3 ml d'eau distillée et

lesautres calibrateursavec 1 ml d’ eau ditill ée.

B. Controles: Recongtituer les controlesavec 1 ml d' eau distillée.

C. Traceur : Recongtituer le traceur avec 6 ml d' eau distillée.

D. Solution de Lavage : Préparer un volume adéquat de Solution de Lavage en

ajoutant 69 volumes d’ eau distillée & 1 volume de Solution de Lavage (70x).
Utiliser un agitateur magnétique pour homogénéiser. Eliminer la Solution de
Lavage non utilistealafin delajournée.

VIII.
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XI.

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.

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

Apres reconstitution, les calibrateurs et les contrdles sont trésinstables, les
utiliser immédiatement aprés la recondgitution. Congelez-les
immeédiatement dans des aliquots et garder-les a—20°C pendant 3 mois.
Eviter des cycles de congélation et décongéation successifs.

La Solution de Lavage préparée doit ére utiliséele jour méme.

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

PREPARATION ET STABILITE DE L’ECHANTILLON

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

S le test n'est pas réalisé dans les 8 heures, un stockage a -20°C est
recommandé.

Eviter des cycles de congélation et décongéation successifs.

MODE OPERATOIRE

Notes de manipulation

Ne pas utiliser la trousse ou ses composants apres avoir dépasst la date
d' expiration. Ne pas mélanger du matériel provenant de trousses de lots
différents. Mettre tous les réactifs a température ambiante avant utilisation.
Mélanger a fond tous les réeactifs et les échantillons sous agitation douce.
Pour éviter toute contamination croisée, utiliser une nouvelle pointe de
pipette pour |’ 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 chaque 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.

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

Cette opération doit étre ter minée dans 15 minutes.

Distribuer 50 ul de C peptide marquée &1’ *lodine dans chaque tube, y
compris les tubes sans anticorps pour la détermination del’ activité totale.
Agiter gentiment le portoir de tube pour libérer toute bulle dair
emprisonnée.

Incuber pendant 3 heures a température ambiante.

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

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

Laisser lestubes droits pendant 2 minutes et aspirer lereste de liquide.
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.
Calculer |a capacité de liaison de |’ essai comme un pourcentage de liaison
déterminé au point de calibration (0) en suivant la formule ci-dessous :

moyenne descpm (CAL ou échantillon) X100

B/BO(%) =
06 moyenne des cpm (CAL 0)

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

Des méthodes i nformati ques peuvent auss &re utilisées pour congruire la
courbe de calibration. Si un systéme d' analyse de traitement informatique
des données est utilisé, il est recommandé d'utiliser la fonction «4
parameétres » du lissage de courbes.

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

Pour chaque essai, le pourcentage total de traceur lié en absence de C
peptide non marquée (BO/T) doit &re vérifie.



XIl. DONNEESTYPES

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

TEST DE RECUPERATION

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

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

sérum 0.14 0.14 100
0.17 0.19 112
0.22 0.22 100
0.39 0.44 113
114 112 98
3.14 3.02 96

Facteur de conversion:

XIll. PERFORMANCE ET LIMITESDU DOSAGE

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

B.  Spécificité

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

De ng/ml a pmol/ml : 13

E. Délai entre la distribution du dernier calibrateur et celle de
I’échantillon
Comme mentionné ci-aprés, la distribution des échantillons doit é&re
effectuée dans un déai maximum de 15 minutes apres la distribution du

calibrateur.
DELAI
Sérum (o} 5 10 15 20 30
pmol/ml
C1 0,66 0,53 0,55 0,61 0,52 041
c2 2,27 2,14 2,58 1,90 1,79 2,07

Composé Réactivité Croisée
(%)

Proinsuline biosynthétique humaine 5,6
Glucagon humain -
Insuline humaine -

C. Précision

INTRA-ESSAI INTER-ESSAI
Sérum N <X>+3SD CcVv Sérum N <X>+SD CcVv
(pmol/ml) %) (pmol/ml) %)

24 | 028+0.03 | 10.7
26 | 121+0.04 | 33
0.18+0.01 | 56
24 | 068+0.04 | 59
24 | 160+0.11 | 69

0.28+0.03 10.7
112+0.11 9.8
0.17 + 0.02 118
0.65+ 0.05 7.7
168+ 0.12 71

moow>
N

moow>
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SD : Déviation Standard; CV: Coéfficient de variation

D. Exactitude
TEST DE DILUTION
Echantillon Dilution Concent. Théorique Concent. Mesurée
(pmol/ml) (pmol/ml)
sérum 1 - 6,99
12 350 3,04
v4 175 1,56
/8 0,87 0,80
116 0,44 0,46
132 0,22 0,28
164 0,11 0,07

L’ échantillon a éé dilué avec | e calibrateur zéro.

XIV. CONTROLE QUALITE INTERNE

- Si les résultats obtenus pour le(s) controle(s) 1 et/ou 2 ne sont pas dans
I"intervalle spécifié sur I’ &iquette 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
controles, lesquel s doivent &re congel és aliquotés.

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

XV. VALEURSATTENDUES

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

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

XVI . PRECAUTIONS ET AVERTISSEMENTS

Sécurité

Pour utilisation en diagnostic in vitro uniquement.

Cette trousse contient de 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 l'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 étre tenu a jour dans le laboratoire. L'éguipement 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 étre réglée
conformément aux procédures de radio sécurité. Les déchets radioactifs doivent
ére placés de maniére a respecter les réglementations en vigueur. L'adhésion aux
regles 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 devront ére conformes aux procédures local es de sécurité.
Tous les produits animaux et leurs dérivés ont éé collectés d'animaux sains. Les
composants bovins proviennent de pays ou I'ESB n'a pas é&é détectée.
Néanmoins, les composants contenant des substances animal es devront étre traités
comme potentiellement infectieux.

L'azide de sodium est nocif Sil est inhalé, avalé ou en contact avec la peau
(I'azide de sodium est utilis® comme agent conservateur). L'azide 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 & 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- ECHANTILLON(S)
TOTALE TEURS CONTR;O'-ES

) (ul) (ul)
Cdibraeurs (0 a5) - 100 -
Echantillons, - - 100
controles
Traceur 50 50 50
Incubation 3 heures a température ambiante
Séparation - aspiration
Solution de Lavage 30ml
Séparation aspiration
Comptage Temps de comptage des tubes : 60 secondes
(radi oactivité)
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L ees het hele protocol voér gebruik.

C-PEP II-RIA-CT

I. BEOOGD GEBRUIK

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

[I. ALGEMENE INFORMATIE
A. Gedeponeerd handelsmerk:  DIAsource C-PEP II-RIA-CT kit

B. Catalogusnummer: KI1P0409 : 96 testen
K1P0408: 4 x 96 testen

C. Geproduceerd door: DIAsource ImmunoAssays S.A.

B.

Rue del'Indudtrie, 8, B-1400 Nivelles, Belgié.

Voor technische assistentie of voor bestelinfor matie
kunt u contact opnemen met :
Tel : +32(0)67 88.99.99 Fax: +32 (0)67 88.99.96

KLINISCHE ACHTERGROND
Biologische activiteiten

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

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

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

Klinische toepassingen

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

Opsporing en opvolging van de remissiefase van type | diabetes

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

Diagnose van insuline-geinduceerde kunstmatige hypoglycemie

Bijdrage tot de diagnose van insulinoom (insuline onderdrukkingstest)

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

Opvoalgen van pancreatectomie

1l



1V.  BESCHRIJVING VAN DE METHODE

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

dosisinterpolatie van de kalibratiecurve.

V. GELEVERDE REAGENTIA

Reagens Kt voor Kt voor Kleur- Reconstitutie
96 testen 4% 96 code
testen
Buisjes gecoat met 2x48 8x48 Oranje | Klaar voor
anti C peptide gebruik
Ag 125 1 flacon 4 flacons Rood 6 ml gedestilleerd
gevries- gevries- water toevoegen
droogd droogd
Tracer : C peptide gelabeld
met Zood (HPLC-kwaliteit) | /0 <09 | 4X17
in fosfaat buffer met bovien q
gelaine en azide (< 0,1%)
CAL 1 flacon, 2 flacons, Geel 3 ml gedestilleerd
jevries- jevries- water toevoegen
NulKadibrator in humaan %roogd %roogd g
serum en thymol
5flacons, | 10flacons, | Geel | 1ml gedestilleerd
. - gevries- gevries- water toevoegen
i(?ls brators C peptide: N = 1 droogd droogd
o
(zie de exacte waarden op de
flaconetiketten) in humaan
serum en thymol
1 flacon 4 flacons Bruin 70x met
WASH LN N
| | o | CONC | Tiomi 10ml gedistilleerd water
; . verdunnen
nlcafoplowng 70x: TRIS (gebruik een
magnetische
roerder)
| CONTROL | N | 2 flacons, 4 flacons, zilver 1 ml gedestilleerd
—— gevries- gevries- water toevoegen
COHUOleS. N=1of 2 droogd droogd
in humaan serum met thymol

Opmerking: 1.

Gebruik de nulkalibrator voor monsterverdunningen.

2. 1 ng van de kalibratorbereiding is gelijk aan 1 ng NIBSC
IRR 84/510

VI. NIET MEEGELEVERDE MATERIALEN

De volgende materialen zijn noodzakelijk maar worden niet meegeleverd met de

kit:
1. Gedestilleerd water.

2. Pipetten voor een volume van 50 pl, 100 pl en 1 ml (het gebruik van
nauwkeurige pipetten met plastic wegwerpti ps wordt aanbevolen).

Vortexmenger.

O N0~

Magnetische roerder.

Automatische spuit van 5 ml (type Cornwall) voor de wasfase.
Afzuigsysteem (facultatief).
Een gammateller die geschikt is voor de bepaling van 125I. Een maximale

Wegwerpbuiges van polystyreen (12 x 75 mm)

telefficiéntie moet worden gegarandeerd.

VIlI. BEREIDING VAN HET REAGENS

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

B. Controles: Recongtitueer de controles met 1 ml gededtilleerd water.

C. Tracer: Recongtitueer detracer met 6 ml gedestilleerd water.

D. Werk-wasoplossing: Bereid een voldoende hoeveel heid werk-wasopl ossing

door 69 eenheden gededtilleerd water toe te voegen aan 1 eenheid
wasoplossing. Gebruik een magnetische roerder voor de homogenisering.
Op het eind van de dag moet de ongebruikte werk-wasopl ossing afgevoerd
worden.

VIII.

OPSLAG EN VERVALDATUM VAN REAGENTIA

V6or opening of recongtitutie zijn ale kitcomponenten houdbaar tot de
vervaldatum, zoals vermeld op het etiket, indien zij bewaard werden bij 2
tot 8°C.

Na recongtitutie moet de tracer onmiddellijk gebruikt worden of kan hij
bewaard worden hij -20°C tot de verval datum.

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

Vermijd herhaalde invriezing en ontdooiing.

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

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

MONSTERAFNAME EN MONSTERBEREIDING

Serummonsters moeten bij 2-8°C bewaard worden.

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

Vermijd herhaalde invriezing en ontdooiing.

PROCEDURE

Opmer kingen bij de procedure

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

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

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

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

Procedure

Etiketteer de gecoate buiges in duplo voor eke kalibrator, voor ek
monster, voor elke controle. Etiketteer 2 normale buiges voor de bepaling
van de totaaltellingen.

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

Deze handeling moet binnen 15 minuten uitgevoerd zijn.

Pipetteer 50 pl C peptide dat met **°| gelabeld werd in dk buise, inclusief
de niet gecoate buiges voor de totaaltellingen.

Schud het rek met de buiges voorzichtig zodat eventuele ingedoten
luchtbellen vrijkomen.

Incubeer gedurende 3 uur bij kamertemperatuur.

Zuig de inhoud van ek buisie (met uitzondering van de totaaltellingen) op
Zorg ervoor dat de plagtic tip van de aspirator tot aan de bodem van het
gecoate buige komt zodat alle vloe stof verwijderd wordt.

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

Na de wasfase moeten de buiges gedurende twee minuten rechtop blijven
staan en zuig daarna de overblijvende vloei stof op.

Tel de buigesin een gammateller gedurende 60 seconden.

BEREKENING VAN DE RESULTATEN

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

cpm (Kalibrator of monster)
cpm (Nulkalibrator)

B/BO (%) =

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

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

Bepaal de C peptide concentraties van de monsters uit de referentiecurve
door de monsterwaarden (B/B0(%)) teinterpoleren.

Voor elke bepaling moet het totaal percentage van de tracer, gebonden in
afwezigheid van ongelabeld C peptide (BO/T), gecontrol eerd worden.



XIl.  KENMERKENDE GEGEVENS

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

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

RECOVERY -TEST

XI1. EIGENSCHAPPEN EN GRENZEN

A.  Detectielimiet
Twintig nulkalibrators werden bepaald, samen met de serie andere
kalibrators. De detectielimiet, omschreven al's de schijnbare concentratie
van twee standaarddeviaties onder de gemiddelde tellingen bij nulbinding,
bedroeg 0,04 pmol/ml.

B.  Specificiteit

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

Monster C PEPTIDE Recovery van C Recovery
toegevoegd PEPTIDE %)
(pmol/ml) (pmol/ml)
Serum 0.14 0.14 100
0.17 0.19 112
0.22 0.22 100
0.39 044 113
114 112 98
314 3.02 96
Conversiefactor :
Van ng/ml tot pmol/ml :  : 3

E. Tijdspanne tussen de laatste kalibrator en distributie van het monster
Zoals hierna aangetoond moet het verdelen van de monsters gebeurd zijn
binnen maximum 15 minuten na het verdel en van de kalibrator.

TIIDSPANNE
Serum o 5 10 15 20 30
pmol/ml
C1 0,66 0,53 0,55 0,61 0,52 0,41
Cc2 2,27 2,14 2,58 1,90 1,79 2,07

Kruisreactiviteit
(%)

Bestanddeel

Biosyntheti sch humaan Proinsuline 5,6
Humaan Glucagon -
Humaan Insuline -

C. Precisie

PRECISIE BINNEN EEN TEST PRECISIE TUSSEN TESTEN

Serum N <X>=*SD VvC Serum N <X>+SD vC
(pmol/ml) %) (pmol/ml) %)
A 24 | 028+003 | 10.7 A 21 0.28+ 0.03 10.7
B 26 | 121+004 | 33 B 21 112+0.11 9.8
C 24 | 018+0.01 | 56 C 22 0.17 £ 0.02 11.8
D 24 | 068+0.04 | 59 D 22 0.65+ 0.05 7.7
E 24 | 160+011 | 69 E 22 168+ 0.12 71

SD: standaarddeviatie; VC: variati ecoéfficiént

D. Nauwkeurigheid
VERDUNNINGSTEST

Monster Verdunning Theoretische Concentratiedie
concentratie bepaald werd
(pmol/ml) (pmol/ml)
Serum 1 - 6,99
12 3,50 304
v4 175 156
/8 0,87 0,80
116 044 0,46
132 0,22 0,28
64 011 0,07

Monsters werden verdund met de nulkalibrator.

XIV. INTERNE KWALITEITSCONTROLE

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

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

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

XV. REFERENTIE-INTERVALS

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

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

XVI. VOORZORGSMAATREGELEN EN WAARSCHUWINGEN

Veiligheid

Uitduitend voor in vitro diagnostisch gebruik.

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

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

Alle handelingen met radioactief materiaal moeten plaatsvinden in een daartoe
bestemde ruimte, waar uitduitend bevoegd personed toegelaten wordt. Een
logboek met ontvangst en opslag van radioactieve materialen moet worden
bijgehouden in het laboratorium. Laboratoriumapparatuur en glaswerk, dat
eventueel gecontamineerd werd met radioactieve bestanddelen, moeten worden
gesegregeerd om krui sbesmetting van verschillende radioi sotopen te vermijden.
Als radioactief materiaal gemorst werd, dan moet dat onmiddellijk gereinigd
worden in overeensemming met de procedure voor dralingsveiligheid. Het
radioactieve afval moet worden weggegooid in overeensemming met de
plaatselijke voorschriften en richtlijnen van de autoriteiten waaronder het
laboratorium valt. Naleving van de basisregel s van stralingsveiligheid zorgt voor
een juiste bescherming.



De componenten, afkomstig van mensdlijk bloed, in deze kit werden getest door
in Europa goedgekeurde en/of door de Amerikaanse FDA goedgekeurde
methoden op aanwezigheid van HBsAg, anti-HCV, anti-HIV-1 en 2 en gaven een
negatief resultast. Geen enkele bekende methode kan echter volledige garantie
bieden dat derivaten van mensdlijk bloed geen hepatitis, aids of andere infecties
overdragen. Daarom moet men reagentia, serum- of plasmamonsters behandelen
in overeenstemming met de plaatselijke veilighei dsprocedures.

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

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

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

TOTAAL- KALIBRATORS MONSTER(S)
TELLINGEN CONTROLES
()} ()} ()}
Kaibrators (0 tot 5) 100 -
Monsters, controles - - 100
Tracer 50 50 50
Incubatie 3 uur bij kamertemperatuur
Scheiding - opzuigen
Werk-wasopl ossing 30ml
Scheiding opzuigen
Telling Tel buisies gedurende 60 seconden
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Vor Gebrauch desKitslesen Se bitte diese Packungsbeilage.

C-PEP I1-RIA-CT

I.  VERWENDUNGSZWECK

Ein Radio-Immunoassay fir die quantitative in vitro Bestimmung von humanem C-Peptid in Serum.
I1. ALLGEMEINE INFORMATION

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

B. Katalognummer : KIPO409: 96 Tedts
KIP0408: 4 X 96 Tedts

C. Hergesdlt von: DIAsource ImmunoAssays S.A.
Ruede I'Industrie, 8, B-1400 Nivelles, Belgien.

Fur technische Unter stlitzung oder Bestellungen wenden Sie sich bitte an:

Tel : +32 (0)67 88.99.99 Fax: +32 (0)67 88.99.96
Fir Deutschland : Kogtenfreie Rufnummer : 0800 1 00 85 74 - K ostenfreie Faxnummer : 0800 1 00 85 75
E-mail Ordering: ordering@diasourcebe

1. KLINISCHER HINTERGRUND

A. Biologische Aktivitéat

Insulin wird in den Beta-Zellen der Langerhans-Inseln as ein Vorl&ufermolekll, Proinsulin, synthetisiert.
In den Sekretgranula der Beta-Zellen wird Proinsulin in Insulin und in ein Peptid mit 31 Aminoséuren, das
so genannte C-Peptid (,Connecting Peptide’) gespalten. Insulin und C-Peptid werden in ajuimolaren
Mengen sezerniert. Wegen seiner langeren Habwertszeit ist die Plasmakonzentration von C-Peptid jedoch
hoher a'sjene von Insulin.

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

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

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


mailto:ordering@diasource.be

V.

GRUNDSATZLICHES ZUR DURCHFUHRUNG

Eine festgesetzte Menge an **I-markiertem C-Peptid konkurriert mit dem zu
messenden, in der Probe oder in dem Kdibrator vorhandenen C-Peptid um eine
Menge an Antikérperbindungssellen, die an der Wand des Polystyren Rohrchens
fixiert sind. Weder Extraktions-, noch Vorbehandlungsschritt sind erforderlich, um
C-Peptid in den Proben zu besimmen. Nach einer dreistlindigen Inkubation bel
Raumtemperatur, beendet das Absaugen die Verdrangungsreaktion. Die Rohrchen
werden anschliessend mit Waschldsung gewaschen, danach wird nochmals
abgesaugt. Eine Kalibrationskurve wird gedruckt und die C-Peptid-Konzentrationen
der Proben werden Uber Dosis|nterpol ation der Kalibrationskurve bestimmt.

V. MITGELIEFERTE REAGENZIEN
Reagenz 96 Test Kit | 4x 96 Test | Farbcode Rekonstitution
Kit
Mit anti C peptide 2x 48 8x48 Orange |gebrauchsfertig
beschichtete Réhrchen
15, 1Gefdl | 4Gefae Rot |6 ml dest. Wasser
lyophilisiert | lyophilisiert zugeben
Tracer : ?lod-markiertes C- 175kBq |4x175kBq
Peptid (HPLC grade) in
Phosphapuffer mit
Rinderserumgel atin und Azid
(<0,1%)

“ 1Gefa | 2Gefa | Geb |3 ml dest Wasser
Null-KaTbrator in lyophilisiert | Iyophilisiert zugeben
Humanserum und Thymol

5Gefie | 10Gefate | Geb  |1mi dest Wasser

. - lyophilisiert | lyophilisiert zugeben
Kalibratoren C-Peptid: N =1
bis5 (genaue Werte auf
Gef&3-Etiketten) in
Humanserum und Thymol
| WASH | DLN | Conc |1Gefél | 4Gefae | Braun |70 mit dest. Wasser
10ml 10 ml (Magnetrihrer

" verwenden)

Waschl sung (TRIS-HCI) verdinnen.
| CONTROL | N | 2Gefile | 4Gefde | Siber |1 midest. Wasser
lyophilisiert | lyophilisiert zugeben
Kontrollen: N = 1 oder 2
in Humanserum und Thymol

Bemerkung:1. Benutzen Sie den Null-Kalibrator zur Probenverdinnung.

VI.

2. 1 ng der Standardzubereitung ist aquivalent zu 1 ng NIBSC IRR
84/510.

ZUSATZLICH BENOTIGTESMATERIAL

Folgendes Materid wird bendtigt, aber nicht mit dem Kit mitgeliefert:

1.
2.

O N AW

VII.

Oow

Dest. Wasser

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

Einwegpol ystyrenréhrchen (12 x 75 mm)

Vortexmixer

Magnetruhrer

5 ml automatische Spritze (Cornwall-Typ) zum Waschen

Absaugsystem (optional)

Jeder Gamma-Counter, der I messen kann, kann verwendet werden.
Maximal e M esseffizienz sollte gewéhrlei set sein.

VORBEREITUNG DER REAGENZIEN

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

Kontraollen: Rekongtituieren Sie die Kontrollen mit 1 ml dest. Wasser.

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

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

VIII.

= ©

AUFBEWAHRUNG UND LAGERUNG DER REAGENZIEN

Vor dem Offnen und Rekongtituieren sind dle Kitkomponenten be 2 bis 8°C
bis zu dem auf dem Etikett angegebenen V erfdlsdatum haltbar.

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

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

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

Verénderungen im Aussehen der Kitkomponenten kdnnen auf |nstabilitét
bzw. Zerfall hindeuten.

PROBENSAMMLUNG UND -VORBEREITUNG

Serumproben missen bei 2-8 °C aufbewahrt werden.

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

Vermeiden Siewiederholtes Einfrieren und Auftauen.

DURCHFUHRUNG

Bemerkungen zur Durchfiihrung

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

Mischen Sie ale Reagenzien und Proben grundlich durch sanftes Schitteln
oder Rihren. Vewenden Se saubere Einwegpipettenspitzen, um
Kreuzkontamination zu vermeiden.

Prézisiongipetten oder ein automatisches Pipettiersystem erhdhen die
Prézision. Achten Sie auf die Einhatung der | nkubationszeiten.

Erstellen Sie fur jeden Durchlauf eine Kalibrationskurve, verwenden Sie
nicht die Daten von friiheren Durchl&ufen.

Dur chfiihrung

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

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

Dieser Schritt mussinnerhalb von 15 Minuten abgeschlossen sein.

Geben Sie 50 pl des *lod-markierten C-Peptid in jedes Rohrchen,
einschliefllich der unbeschichteten Rohrchen fir die Gesamtaktivitét.
Schittedn Sie vorsichtig die Halterung mit den Rohrchen um Blasen zu
entfernen.

Inkubieren Sie 3 Stunden bei Raumtemperatur.

Saugen Sie den Inhat jedes Rohrchens ab (auRer Gesamtaektivitét).
Vergewissern Sie sich, dass die Plastikspitze des Absaugers den Boden des
beschichteten Rohrchens erreicht, um die gesamte Flliss gkeit zu entfernen.
Waschen Sie die Réhrchen mit 3 ml Waschlésung (aul3er Gesamtaktivitét)
und saugen Sie ab. Vermeiden Sie Schaumbildung bei Zugabe der
Waschlésung.

Lasen Sie die Réhrchen 2 Minuten aufrecht stehen, und saugen Sie den
verbleibenden Fl lissi gkeitstropfen ab.

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

BERECHNUNG DER ERGEBNISSE

Berechnen Sie den Durchschnitt aus den D oppel bestimmungen.
Berechnen Sie die gebundene Radioaktivitét als Prozentsatz des am Null-
Kalibratorpunkt (0) bestimmten Wertes nach folgender Formel:
Verwenden Se semi-logarithmisches oder doppelt-logarithmisches
Millimeterpapier (Uber 3 GrélRenordnungen), tragen Sie die (B/B0(%))-Werte

Aktivitét (Kaibrator oder Probe)

Aktivitét (Null-Kdibrator)
fur jeden Kdibratorpunkt ein ds Funktion der C-Peptid-Konzentration fur
jeden Kalibratorpunkt, schlief3en Sie offensichtliche ,, AusreiRer* aus.
Computergestiitzte Methoden konnen ebenfalls zur Erstellung  der
Kalibrationskurve verwendet werden. Fdls die Ergebnisberechnung mit dem
Computer durchgefiihrt wird, empfehlen wir die Berechnung mit einer , 4
Parameter” -Kurvenfunktion.

B/BO (%) =




5. Bestimmen Sie die C-Peptid-Konzentrationen der Proben durch | nterpol ation
der Probenwerte B/B0(%)) aus der Referenzkurve.

6. Bei jedem Assay muss der Prozentsatz des gesamten gebundenen Tracers
ohne unmarkiertes C-Peptid (BO/T) gepruft werden.

XIl.  TYPISCHE WERTE

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

C-Peptid Cpm B/Bo (%)
Gesamtaktivité 75295
Kalibrator 0,0 pmol/ml 17690 100,0
0,09 pmol/ml 14319 80,9
0,29 pmol/ml 11618 65,7
0,95 pmol/ml 6534 36,9
2,98 pmol/ml 3361 19,0
9,94 pmol/ml 1379 7.8

XI1. LEISTUNGSMERKMALE UND GRENZEN DER METHODIK

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

B.  Spezifitat

Der Prozentsatz der Kreuzreaktion, der im Vergleich der Konzentration geschatzt
wurde, wel che eine 50%ige | nhibition ergibt, betrégt respektive:

Substanz Kreuzreaktivitat

(%)

Biosyntheti sches humanes Proinsulin 56
Humanes Glukagon -
Humaninsulin R

C. Prazision

INTRA-ASSAY PRAZISION INTER-ASSAY PRAZISION

Serum N <X>+SD Ccv Serum N <X>+SD Ccv
(pmoal/ml) (%) (pmol/ml) (%)
A 24 | 028+0.03 | 10.7 A 21 0.28+0.03 10.7
B 26 | 1.21+004 | 33 B 21 112+0.11 9.8
C 24 | 018+001 | 56 C 22 0.17 +0.02 11.8
D 24 | 068+004 |59 D 22 0.65+0.05 7.7
E 24 | 160+0.11 | 69 E 22 168+0.12 71

SD : Standardabweichung; CV: Variationskoeffizient

D. Genauigkeit

VERDUNNUNGSTEST
Probe Verdunnung Theor etische Gemessene
K onzent. Konzent.
(pmol/ml) (pmol/ml)
Serum 1 - 6,99
172 350 304
14 1,75 156
8 0,87 0,80
/16 0,44 0,46
/32 0,22 0,28
164 0,11 0,07

Die Proben wurden mit den Null-Kalibrator verdinnt.

WIEDERFINDUNGSTEST

Probe Zugeg. C-Peptid Wieder gef. Wiedergefunden
(pmol/ml) C-Peptid (%)
(pmol/ml)
Serum 0.14 0.14 100
0.17 0.19 112
0.22 0.22 100
0.39 0.44 113
1.14 112 98
3.14 3.02 96

Umrechnungsfaktor:
Vonng/mlinpmol/ml:  :3

E. Zeitverzogerung zwischen letzter Kalibrator- und Probenzugabe
Wie im Folgenden gezeigt, muss die Probenzugabe innerhalb von héchstens
15 Minuten nach der Kdibratorzugabe erfolgen.

ZEITABSTAND
Serum o 5 10 15' 20 30
pmol/ml
c1 0,66 0,53 0,55 0,61 0,52 0,41
c2 2,27 2,14 2,58 1,90 1,79 2,07

XIV. INTERNE QUALITATSKONTROLLE

- Entsprechen die Is-Werte nicht den auf den Fléaschchen angegebenen Soll-
Werten, konnen diese Werte, ohnetreffende Erkl&ung fir die
Abwei chungen, nicht weiterverarbeitet werden.

- Falls zusétzliche Kontrollen erwiinscht sind, kann jedes Labor seinen eigenen
Pool herstellen, der in Aliquots e ngefroren werden sollte.

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

XV. ZUERWARTENDER BEREICH

Diese Wete dSnd nur Richtwerte; jedes Labor muss seinen eigenen
Normawertbereich ermitteln.

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

XV. VORSICHTSMASSNAHMEN UND WARNUNGEN

Sicherheit

Nur fir diagnostische Zwecke.

Dieser Kit enthdlt *®| (Habwertzeit: 60 Tagen) , dasionisierende X (28 keV) und y
(35.5 keV) Strahlungen emittiert.

Dieses radioaktive Produkt kann nur an autoriserte Personen abgegeben und darf
nur von diesen angewendet werden; Erwerb, Lagerung, Verwendung und Austausch
radioaktiver Produkte sind Gegenstand der Gesetzgebung des L andes 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
enem speziell ausgewiesenen Bereich stattfinden. Ein Logbuch fir Protokolle und
Aufbewahrung muss im Labor sein. Die Laborausriiung und die Glashehdter, die
mit radioaktiven Subgtanzen kontaminiert werden kdnnen, missen ausgesondert
werden, um Kreuzkontaminationen mit unterschiedlichen Radioisotopen zu
verhindern.

Verschittete radioaktive Substanzen miissen sofort den Sicherheitsbestimmungen
entsprechend entfernt werden. Radioaktive Abfélle mussen entsprechend den
lokalen Bestimmungen und Richtlinien der fir das Labor zuséndigen Behorden
gelagert werden. Das Einhalten der Sicherheitsbestimmungen fur den Umgang mit
radioaktiven Substanzen gewéhrlei stet ausreichenden Schutz.

Die menschlichen Blutkomponenten in diesem Kit wurden mit européischen und in
den USA erprobten FDA-Methoden getestet, se waren negativ fir HBsAg, anti-
HCV und anti-HIV 1 und 2. Keine bekannte Methode kann jedoch vollkommene
Sicherheit dartber liefern, dass menschliche Blutbestandtele nicht Hepatitis, AIDS
oder andere Infektionen Ubertragen. 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 stammen aus Landern in denen BSE nicht
nachgewiesen wurde. Trotzdem sollten Komponenten, die tierische Substanzen
enthalten, as potentiel ansteckend behandelt werden.

Vermeiden Se Hautkontakt mit den Reagenzien (Natriumazid ds
Konservierungsmittel). Das Azid in diesem Kit kann mit Blei oder Kupfer in den
AbfluBrohren reagieren und 0 hochexplosve Metallazide bilden. Spilen Sie
wahrend der Waschschritte den AbfluR grindlich mit viel Wasser, um die
Metallazidbildung zu verhindern.

Bitte rauchen, trinken, essen Sie nicht in Ihrem Arbeitsbereich, und verwenden Sie
keine Kosmetika. Pipettieren Sie nicht mit dem Mund. Tragen Sie Schutzkleidung
und Wegwerfhandschuhe.
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XVIN1.ZUSAMMENFASSUNG DES PROTOKOLLS

GESAMT- KALIBRATOREN PROBE(N)-
AKTIVITAT (u) KONTROLLE
(ul) N
()

Kdibratoren (Oto 5) - 100 -
Proben, Kontrollen - - 100
Tracer 50 50 50
Inkubation 3 Std. bel Raumtemperatur
Separation - absaugen
Waschl sung - 30ml
Separation - absaugen
Auswertung Messen der Réhrchen 60 Sekunden
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Primadi utilizzareil kit legger e attentamente leistruzioni per I'uso

C-PEPII -RIA-CT

. USODEL KIT

Kit radioimmunol ogico per la determinazione quantitativain vitro del Peptide-C umano nel siero.

I1. INFORMAZIONI DI CARATTERE GENERALE
A. Nome commerciale: DIAsource C-PEP II-RIA-CT Kit

B. Numerodi catalogo: KIPO409: 96 test
KIP0408: 4 x 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'insulina viene sintetizzata nelle cellule beta delle isole di Langerhans come una molecola precursore, la
proinsulina. Nei granuli secretori delle cellule beta, 1a proinsulina viene scissa in insulina e in un peptide di 31
aminoacidi, denominato Peptide di Collegamento o Peptide C. L'insulina e il Peptide C vengono secreti in
quantita equimolari. Tuttavia, per la sua emivita lunga, la concentrazione plasmatica di Peptide C € maggiore
rispetto a quelladdl'insulina.

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

Inoltre, 1a determinazione del Peptide C nelle urine fornisce un indice affidabile della produzione di insulina
quando il prelievo del sangue é difficile o quando viene richiesta una stima integrata della secrezione di Peptide
Cinun periodo di alcune ore.

B. Applicazioni cliniche
Valutazione dellafunzione residua delle cellule beta nei pazienti diabetici in terapiainsulinica
Rilevamento e monitoraggio dellafase di remissione del diabete tipo |
Aggiunta néla diagnos differenziale tra diabete tipo | (insulino-dipendente) e tipo 1l (non insulino-
dipendente)
Diagnosi di ipoglicemia fittizia insulino-indotta
Contributo alla diagnos di insulinoma (test di soppressione dell'insuling)
Indice prognostico dello stato del feto nelle donne diabetiche gravide
Valutazione della secrezione di insulina nelle epatopatie
Monitoraggio della pancreatectomia



1V.  PRINCIPIO DEL METODO

Una quantita definita di C-Peptide marcata con **| compete con il C-Peptide
presente in calibratore e campioni per un numero definito di siti di un anticorpo
adsorhito sulla superficie interna di provette di polisirene. Non é richiesa
estrazione né cromatografia. Dopo 3 ore di incubazione a temperatura ambiente,
la reazione di competizione viene interrotta per aspirazione della miscela di
reazione. Le provette vengono quindi lavate con tampone di lavaggio diluito e
aspirate. La concentrazione di C-Peptide nei campioni viene calcolata per
interpolazione sulla curva calibratore.

V. REATTIVI FORNITI

Reattivi Kit da96 Kit da Codice Volume di
test 4 x 96 test colore ricogtituzione
Provettg sensi bili;zae 2% 48 8x 48 arancione | o oo per I'uso
]] con anticorpo anti C-

Peptide

Ag 2 1 flacone 4 flaconi rosso Aggiungere 6 ml

liofilizzati liofilizzati di acquadistillata
Marcato:  C-PEPTIDE | 7°KBA 4|’(‘qu75

marcao con  *® (grado
HPLC), in tampone fosfao
con gelatina bovina e sodio
azide (<0,1%0)

CAL n 1 flacone 2 flaconi gidlo
liofilizzati liofilizzati

Aggiungere 3 ml

) — i itillata
Cdibratore zero in sero di acquad

umano etimolo

CAL - 5 flaconi 10 flaconi gidlo Aggiungere 1 ml

Cdibraore 15 di  C- liofilizzati liofilizzati di acquadistillata
PEPTIDE, (le
concentrazioni  esate degli
cdibratore sono riportae
sulle etichette dei flaconi),
in siero umano e timolo
‘ WASH ‘ SOLN ‘ CONC ‘ 1 flacone 4 flaconi bruno Diluire 70 x con
10ml 10ml acquaditillata
usando un
Tampone di lavaggio (TRIS- agitatore
HCl) magneti co
CONTROL | N | 2 flaconi 4 flaconi argento | Aggiungere 1 ml
liofilizzati liofilizzati di acquadistillata

Controlli: N =102, insiero
umano etimolo

Note: Usarelo calibratore zero per diluirei campioni
1 ng della preparazione standard € equivalente a 1 ng di NIBSC IRR
84/510.

VI. REATTIVI NON FORNITI

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

1. Acquadistillata

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

Provette monouso in polistirene (12 x 75 mm)

Agitatore tipo vortex.

Agitatore magnetico.

Pipetta aripetizione automatica 5 ml per i lavaggi.

Sistema di aspirazione dei campioni (facoltativo).

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

ONOOAW

VIl. PREPARAZIONE DEI REATTIVI

A. Calibratore: Ricogtituirelo calibratore zero con 3,0 mL di acqua digtillata
egli altri calibratore con 1,0 mL di acquaditillata..

Controlli: Ricostituirei controlli con 1,0 ml di acqua distillata.

M ar cato: Ricostituire il marcato con 6,0 ml di acquadistillata.

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

OO W

VIII. CONSERVAZIONE E SCADENZA DEI REATTIVI

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

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

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

Evitare ripetuti cicli di congelamento-scongelamento dei campioni.

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

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

IX.  RACCOLTA E PREPARAZIONE DEI CAMPIONI

- Conservarei campioni di sieroa2-8°C.

- Se non s desidera eseguire il dosaggio entro 8 ore da prelievo, s
raccomanda di conservarei campioni a—20°C.

- Evitareripetuti cicli di congelamento-scongelamento dei campioni.

X. METODO DEL DOSAGGIO

A. Avvertenze gener ali
Non usare il kit o suoi componenti oltre la data di scadenza. Non
mescolare reattivi di lotti diversi. Prima dell’uso portare tutti i reattivi a
temperatura ambiente.
Mescolare delicatamente i campioni per inversione o rotazione. Per evitare
cross-contaminazioni, cambiare il puntale della pipetta ogni volta che s
usi un NUOVO reattivo o campione.
L'uso di pipette ben tarate e ripetibili o di sisemi di pipettamento
automatici migliora la precisone del dosaggio. Rispettare i tempi di
incubazione.
Allestire una curva di taratura per ogni seduta analitica, in quanto non &
possibile utilizzare per un dosaggio curve di taratura di sedute analitiche
precedenti.

B. Metodo del dosaggio

1. Numerare le provette sensibilizzate necessarie per dosare in duplicato ogni
calibratore, campione o controllo. Numerare 2 provette non sensibilizzate
per la determinazione dell’ attivitatotale.

2. Agitare brevemente su vortex calibratore, campioni e controlli. Dispensare
100 m di calibratore, campioni e controlli nelle rispettive provette.
Effettuar e questa oper azione entro 15 minuti.

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

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

5. Incubare 3 ore atemperatura ambiente.

6. Aspirare il liquido contenuto in tutte le provette, tranne in quelle per
|’ attivita total e, facendo attenzione cheil puntale dell’ aspiratore raggiunga
il fondo delle provette e che aspiri tuttoil liquido.

7. Lavare tutte le provette, tranne quelle per I'attivita totale, con 3 ml di
soluzione di lavoro di tampone di lavaggio, evitando di provocare la
formazione di schiuma.

8. Lasciare decantare le provette in posizione verticale per due minuti circa e
aspirare eventuali gocce di liquido residue.
9. Contaretutte le provette per 1 minuto con il contatore gamma.

XI.  CALCOLO DEI RISULTATI

1. Calcolarela media delle determinazioni in duplicato.

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

cpm (Calibratore, campioni o controlli) <1
cpm (Zero Cdibratore)

00

B/BO (%) =

3. Usando carta semilogaritmicaa 3 cicli o logit-log e ponendo in ordinata i
rapporti di competizione. B/BO (%) per ogni calibratore e in ascissa le
rispettive concentrazioni di C-PEPTIDE, tracciare la curva di taratura,
scartarei valori pal esemente discordanti.



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

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

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

XIl.  CARATTERISTICHE TIPICHE
| sotto riportati sono forniti atitolo di esempio e non devono essere utilizzati per

calcolare le concentrazioni di C-PEPTIDE in campioni e controlli a posto della
curva calibratore eseguita contemporaneamente.

TEST DI RECUPERO

Campione C-PEPTIDE C-PEPTIDE Recupero

aggiunto recuper ato %)
(pmol/ml) (pmol/ml)

Sero 0.14 0.14 100
017 0.19 112
0.22 0.22 100
0.39 0.44 113
114 112 98
314 3.02 9%

Fattore di conversione:

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

dang/ml a pmol/mi: 3
E. Tempo trascor so tral’aggiunta dell’ultimo calibr atore e il campione
Come mostrato nella seguente tabella, il dosaggio s mantiene accurato

anche quando un campione viene aggiunto nelle provette sensibilizzate 15
minuti dopo I’ aggiuntadel calibratore.

XIll. CARATTERISTICHE E LIMITI DEL METODO

A.  Sensibilita

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

B.  Specificita

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

TEMPO TRASCORSO
Siero o 5 10 15 20 30
pmol/ml
C1 0,66 0,53 0,55 0,61 0,52 0,41
Cc2 2,27 2,14 2,58 1,90 1,79 2,07

Cross-Reattivita
(%)

Composto

Proinsulinaumana di biosintes 5,6%
Glucagone umano -
Insulina umana -

C. Precisione
INTRA SAGGIO INTER SAGGIO
Sero N <X>+3SD CcVv Siero N <X>+SD Ccv
(pmol/ml) %) (pmol/ml) (%)

24 | 028003 | 10.7
26 | 121+004 | 33
0.18+0.01 | 56

21 0.28+ 0.03 10.7
21 112+0.11 9.8
22 0.17 + 0.02 118
24 | 068004 | 59 22 0.65+ 0.05 7.7
24 | 160011 | 69 22 168+ 0.12 7.1

moow>
N
moow>

SD : Deviazione Standard; CV: Coefficiente di Variazione

D. Accuratezza
TEST DI DILUIZIONE

Campione Diluizione Concentrazione Concentrazione
teorica misurata
(pmol/ml) (pmol/ml)
Sero 1 - 6,99
12 3,50 3,04
14 175 1,56
8 0,87 0,80
116 0,44 0,46
132 0,22 0,28
164 0,11 0,07

| campioni sono stati diluiti con calibratore zero.

XIV. CONTROLLO DI QUALITAINTERNO

- 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 si trovi una
giustificazione soddi sfacente.

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

- | 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 sono puramente indicativi, ciascun laboratorio potra stabilire i
propri intervalli normali.

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

XVI. PRECAUZIONI PER L'USO

Sicurezza

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, la 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. Le sostanze radioattive devono essere conservate in propri contenitori
in appositi locali che devono essere interdetti alle persone non autorizzate. Deve
essere tenuto un registro di carico e scarico del material e radioattivo. || 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.
| reattivi 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 regttivi o i campioni
di siero o plasma secondo le procedure di sicurezza vigenti.

Tutti i prodotti di origine animale o loro derivati provengono da animali sani. |
componenti di origine bovina provengono da paes 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 reattivi
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
il m ul
Cdibratore (0 - 5) - 100 -
Campioni, controlli - - 100
Marcato 50 50 50
Incubazione 3 ore atemperatura ambiente
Separazione Aspirare
Soluzione di lavoro del 3ml
tampone di lavaggio
Separazione Aspirare
Conteggio Contare le provette per 1 minuto
Numero di cataogo di DI Asource : P.I. numero: Revisione numero :
KIP0409 — K1P0408 1700444/it 100719/1

Datadi revisione: 2010-07-19




C€

Leer el protocolo completo antesde usar.

C-PEP II-RIA-CT

.  INSTRUCCIONESDE USO

Radi oinmunoensayo para la determinacién cuantitativain vitro del Péptido-C humano en suero.

[I. INFORMACION GENERAL
A. Nombre DIAsource C-PEP II-RIA-CT Kit

B. NUmerodeCatalogo: KIP0409: 96 tests
KIPO408: 4 x 96 tests

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

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

[11. INFORMACION CLiNICA

A. Actividades biologicas

Lainsulina es sintetizada en las células beta de las idlas de Langerhans como una molécula precursora,
la proinsulina. En los granulos secretorios de las células beta la proinsulina es escindida en insulina y
en un peptido con 31 aminoacidos, € Peptido de Conexidn o € Peptido-C. Lainsulinay € Peptido-C
son segregados en cantidades equimolares. Sin embargo, la concentracion en plasma del Peptido-C es
mas elevada que la concentracién de lainsulina por su media-vida méslarga.

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

Ademas, la determinacion del Peptido-C en orina presenta un indice seguro para la producciéon de
insulina s muestras sanguineas se obtienen dificilmente 0 S una evaluacion integrada de la secrecién
ddl Peptido-C durante un periodo de unas horas es necesaria.

B. Aplicacionesclinicas
Evaluacion de la funcion de las células beta residual en diabéticos bajo tratamiento con
insulina
Deteccidn y observacion de lafase de remision delas diabetestipo |
Medio auxiliar para € diagnodstico diferencial entre las diabetes tipo | (dependiente de la
insulina) y tipo Il (no dependiente de lainsuling)
Diagnastico de la hipoglicemia facticiainducida por lainsulina
Contribucién a diagnéstico de lainsulinoma (test de supresion delainsulina)
indice de prognosis para el resultado fetal en mujeres diabéticas embarazadas
Evaluacién de la secrecion deinsulina en caso de enfermedad del higado
Observacion de la pancreatectomia



V.

PRINCIPIOSDEL METODO

Una cantidad fija de C peptide marcada con 1'* compite con el C peptide a medir,
presente en la muestra 6 en € calibrador, por los puntos de unién del anticuerpo
inmovilizado en las paredes de un tubo de poliestireno. No se requiere ni
extraccion ni cromatografia. Después de 3 horas de incubacion a T.A., una
aspiracion termina con la reaccion de competicion. Los tubos se lavan con 3 ml
de Solucion de lavado y se aspiran otra vez. Se dibuja la curva de calibracién y
las concentraciones de C peptide de las muestras se determinan por interpolacion
deladosisen lacurva de calibracion.

V. REACTIVOS SUMINISTRADOS
Reactivos Kit 96 test Kit4x96 | Cdodigode | Reconstituci
test Color 6n
Tubos recubiertos con 2x48 8x48 anaranjado | Listo para
anti C peptide uso
Ag 125) 1via 4vides rojo Afiadir 6 ml
liofilizado | Liofilizados de agua
175kBq | 4x 175kBq destilada
TRAZADOR: C  peptide
marcado con 1'® (grado HPLC)
en tampdén fosf&ico con
gelainabovinay azida(<0,1%)
1via 2vides amaillo | Afadir 3ml
CAL n liofilizado | liofilizados de agua
destilada
Cdlibrador cero en suero
humano y thymol
cAL Svides | 10vides | amaillo | Afadir 1ml
liofilizados | liofilizados de agua
il
Calibradores C peptide - N = 1 destilada
ds
(mirar los vaores exactos en las
etiquetas) en suero humano y
thymol
1via 4vides marrén Diluir 70 x
| WASH | SOLN | CONC | 10ml 10ml con agua
Solucién de lavado ( TRIS ?Lﬁ'ilzada
HCl) ulizer
agitador
magnéti co)
2vides 4vides plaeado | Afiadir 1 ml
| CONTROL | N | liofilizados | licfilizados de agua
destilada
Controles-N =102
en suero humano y thymol

Nota: 1. Paradilucionesde muestrasutilizar estandar cero.

2. 1ngdelapreparacion de calibrador esequivalenteal ngNIBSC IRR

84/510.
VI. MATERIAL NO SUMINISTRADO
El material mencionado a continuacion es necesario y no estaincluido en el kit
1. Agua destilada
2. Pipetas de 50pul, 100m y 1 ml (Se recomienda € uso de pipetas precisas
con puntas desechabl es de plastico)
3. Tubos de polistireno desechables (12 x 75 mm)
4, Vortex
5. Agitador magnético
6. Jeringa automética 5 ml (tipo Cornwall) para € lavado
7. Sistema de aspiraci 6n (opcional)
8. Contador de radiaciones gamma para medir 1*?® ( minima eficiencia 70%)
VII. PREPARACION REACTIVOS
A. Calibradores: Recondituir el calibrador cero con 3 ml de agua destilada y
otros calibradores con 1 ml de agua destilada.
B. Controles: Recongtituir los controles con 1 ml de agua destilada.
C. Trazador: Recondtituir € trazador con 6 ml de agua destilada.
D. Solucién de lavado de trabajo: Preparar el volumen necesario de Solucién

de lavado de trabajo mezclando 69 partes de agua destilada por 1 parte de
Solucion de lavado (70x). Utilizar un agitador magnético para
homogeneizar. Desechar la solucion de lavado de trabajo no utilizada a
final del dia.

VIII.

IX.

XI.

ALMACENAJE Y CADUCIDADESDE LOS REACTIVOS

Antes de abrir 6 recongtituir todos los componentes de | os kits son estables
hasta la fecha de caducidad indicada en la etiqueta, si se guardan a 2-8°C.
Dopo ricogtituzione, il tracciante deve essere usato immediatamente o
conservato a-20 °C fino alla data di scadenza.

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

Evitar congelar y descongelar sucesivamente.

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

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

RECOGIDA Y PREPARACION DE MUESTRAS

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

PROTOCOLO

Notas de manejo

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

Agitar municiosamente todos los reactivos y muestras, 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 6 equipamiento de dispensacion automética
meorarala precision. Respetar | ostiempos de incubacién.

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
estdndares, muestras y controles. Para la determinacion de las Cuentas
Totales, marcar 2 tubos normales.

Agitar brevemente los calibradores, muestras y controles y dispensar 100
m de cada uno en susrespectivos tubos.

Esta oper acién debe ser ter minada en menos de 15 minutos.

Dispensar 50 pl de C peptideE marcadé con I'® en cada tubo, incluyendo
lostubos descubiertos alas Cuentas Totales.

Agitar suavemente la gradilla de tubos para soltar cualquier barbuja
cautiva de las paredes de | os tubos.

Incubar durante 3 horasaT.A.

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.

Lavar lostubos con 3 ml de Solucién de lavado de trabajo (excepto los de
Cuentas Totales) y aspirar. Evitar la formacion de espuma durante la
adicion dela Solucion delavado

Dear los tubos en posicion inversa durante 2 minutos y aspirar € liquido
restante.

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

CALCULO DE RESULTADOS

Calcular la media delos duplicados.
Calcular la radiactividad enlazada como un porcentaje de la union con
respecto a calibrador cero (0) de acuerdo con la siguiente formula:

Cuentas (Calibrador 6 muestra)

Cuentas( Calibrador Cero)
Utilizando papel 3 ciclo semilogaritmico 6 logit-log, representar los
valores de (B/B0%) de cada calibrador frente a las contraciones del C
peptide de cada calibrador, rechazando |os extremos claros.
Métodos computarizados de computacién de resultados pueden ser
utilizados para la construccion de la curva de calibracion. S se utiliza un
sstema automatico de calculo de resultados, se recomienda usar la
representacion gréfica“ 4 parametros’.
Por interpolacién de los valores (B/B%) de las muestras, se determinan los
valores de las concentraciones de las mismas desde la curva de calibracion.
El porcentgje total de enlace dd trazador en ausencia de C peptide no
marcado (BO/T) debe ser calculado en cada ensayo.

B/BO (%) =




XIl.  EJEMPLO DE RESULTADOS

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

TEST DE RECUPERACION

C-Peptide cpm B/Bo (%)
Cuentas Totaes 75295
Cdlibrador 0,0 pmol/ml 17690 100,0
0,09 pmol/ml 14319 80,9
0,29 pmol/ml 11618 65,7
0,95 pmol/ml 6534 36,9
2,98 pmol/ml 3361 19,0
9,94 pmol/ml 1379 78
XIll. REALIZACION Y LIMITACIONES

A. Limite de deteccion

Muestra C peptide C peptide Recuperado

afladido Recuperado %)
(pmol/ml) (pmol/ml)

suero 0.14 0.14 100
0.17 0.19 112
0.22 0.22 100
0.39 044 113
114 112 98
314 3.02 96

Factor de conversién :
De ng/ml a pmol/ml : 13

E. Tiempo de esperaentrela dispensacion del Gltimo calibrador y lade
lamuestra
Como indicado més abajo, la dispensacion de las muestras debe ser
terminada en menos de 15 minutos después de la dispensacion de

B.

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

El limite de deteccion, definido como la concentraci6n aparente resultante
de dos desviaciones estandares debajo de la media de enlace del calibrador
cero, fue de 0,04 pmol/ml.

Especificidad

El porcentaje de reaccién cruzada estimada por la comparacion de la

calibrador.
TIEMPO DE ESPERA
Suero (o} 5 10 15 20 30
pmol/ml
C1 0,66 0,53 0,55 0,61 0,52 041
c2 2,27 2,14 2,58 1,90 1,79 2,07

concentracién (indicando una inhibicién de 50 %) es respectivamente :

Componente

Reaccion-cruzada

(%)

Insulina humana

Proinsulina Biosintética humana
Glucagén humano

5,6

C. Precision

PRECISION INTRA-ENSAYO

PRECISION INTER-ENSAYO

Suero N <X>+ 8D CcVv Suero N <X>+8SD CcVv
(pmol/ml) %) (pmol/ml) %)
A 24 0.28+ 0.03 10.7 A 21 0.28+ 0.03 10.7
B 26 121+0.04 33 B 21 112+ 0.11 9.8
C 24 0.18+001 | 56 C 22 0.17+0.02 11.8
D 24 068+0.04 | 59 D 22 0.65+ 0.05 7.7
E 24 160+ 0.11 6.9 E 22 168+ 0.12 71
SD : Desviacion Esténdar; CV: Coeficiente de Variacion
D. Exactitud
TEST DILUCION

Muestra Dilucién Concent. Concent.
Tedrica Medida
(pmol/ml) (pmol/ml)
suero 1 - 6,99
12 3,50 3,04
14 1,75 1,56
/8 0,87 0,80
116 044 0,46
1/32 0,22 0,28
1/64 0,11 0,07

Las muestras fueron diluidas con € calibrador cero.

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, los resultados obtenidos no
podran ser utilizados a no ser que se pueda dar una explicacion
convincente de dicha discrepancia

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

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

XV. INTERVALOSDE REFERENCIA

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

En un grupo de 79 individuos normales, la concentracién mediana del péptido C
humano fue 1,02 pmol/ml (al cance basado en percentilos de 2,5% a 97,5%:0,59 -
1,56 pmol/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 alalegidacion del paisde usuario. En ningin caso € producto debera ser
suministrado a humanos'y animal es.

Todo & manejo de producto radiactivo se hara en una érea 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 radiologica facilita una protecci 6n 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 hepatitis, SIDA 6 otras infecciones. Por lo 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 €l plomo y cobre de las
caferias y producir azidas metélicas altamente explosivas. Durante € proceso de
lavado, hacer circular mucha cantidad de agua por €l 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.

XVII. BIBLIOGRAFIA

1. BEISCHER, W. et al. (1976).
Human C-Peptide. Part | Radioimmunoassay.
Klin. Wschr. 54, 709.

2. BEISCHER, W. et al. (1976).
Human C-Peptide. Part I1: Clinical studies.
Klin. Wschr. 54, 717.

3, BLIX, P.M. etal. (1982).
Urinary C-Peptide: an indicator of B-cell secretion under different
metabolic conditions.
J. Clin. Endocrinol. Metab., 54/3, 574.

4.  BONSER, A etal. (1984).
C-Peptide measurement: method and clinical utility.
CRC Critical Revievvsin Clinia Laboratory Sciences, 19 297.

5.  HORWITZ,D.L. et al. (1975).
Proinsulin, insulin and C-Peptide concentrations in human portal and
peripheral blood.
J. Clin. Inves., 55, 1278.

6.  RENDELL, M. (1983).
C-Peptidelevelsas acriterion in treatment of maturity onset diabetes.
J. Clin. Endocrinol. Metab., 57/6, 1198.

7. RUBENSTEIN, A.H. et al. (1977).
Clinical significance of circulating proinsulin and C-Peptide.
Rec. Prog. Horm. Res,, 33, 435.

8.  TROPEANO, G. et a. (1994).
Insulin, C-Peptide, androgens, and beta endorphin response to oral
glucosein patients with polycystic ovary syndrome.
J. Clin. Endocrinol. Metab., 78/2, 305-9.

9. CONGEL, I. et a. (1993).
Effect of hyperlypocidemia on plasma C-Ptpdie concentration during
euglycemic hyperinsulinemic clamp.
Diabetes Res., 22/1, 41-8.

10.  KREW, M.A. etal. (1994).
Relation of amniotic fluid C-Peptide levels to neonatal body
composition.
Obstet. Gynecol., 84/1, 96-100.

XVIII.RESUMEN DEL PROTOCOLO

CUENTAS CALIBRADO | MUESTRA(S)
TOTALES RES CONTROL(S)
() () (wl)
Cdibradores (0 d 5) - 100 -
Muestras, controles - - 100
Trazador 50 50 50
Incubaci 6n 3horasaT.A.
Separacion - aspirar
Solucién de lavado de - 3,0ml
trabajo )
Separacion - apirar
Contge Contar los tubos durante 60 segundos
DlAsource Cataogo Nr : P.I. Numero : Revisionnr :
KI1P0409 — K1P0408 1700444/es 100719/1

Fecha delarevision: 2010-07-19
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Leiatodo o protocolo antes de utilizar.

C-PEP II-RIA-CT

|.  UTILIZAGCAO PREVISTA

Radioimunoensaio para a determinacdo quantitativain vitro da proteina C no soro humano.

Il.  INFORMACOES GERAIS
A. Nomedoproprietério: DIAsource C-PEP II-RIA-CT Kit

B. NUmerodocatdlogo: KIP0409: 96 testes
KIPO408: 4 x 96 testes

C. Produzido por: DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue del'Industrie, 8, B-1400 Nivelles, Bégica

Para obter infor magdes sobr e aquisi¢do ou assisténcia técnica, contacte:
Tel : +32(0)67 88.99.99 Fax : +32 (0)67 88.99.96

[11. SIGNIFICADO CLIiNICO

A. Actividade Bioldgica

A insulina é sintetizada nas células beta das ilhotas de Langerhans como uma molécula precursora, a
proinsulina. Nos granul os secretdrios das cé ulas beta, a proinsulina é clivada em insulina e no peptideo
aminoacido 31, também designado como Proteina Conectora ou Proteina C. A Insulina e a Proteina C
s80 segregadas em quantidades equimolares. Contudo, devido a sua maior semi-vida, a concentracdo
plasmética de proteina C é superior adainsulina

A determinacéo da Proteina C plasmética permite uma avaliacéo da producdo de insulina endégena,
mesmo na presenca de administracdo de insulina exégena ou na presenca de anti corpos circulantes.
Além disso, a determinacdo da Proteina C na urina fornece um indice fidvel de produgdo de insulina
sempre que a analise sanguinea sga dificultada ou quando é solicitada uma estimativa integrada da
secrecao de Proteina C durante um periodo de varias horas.

B. AplicagBes clinicas
Avaliagdo dafuncdo residual das células beta em diabéticos sujeitos a insulincterapia
Deteccdo e monitorizag8o da fase de remissio da diabetes de tipo |
Adjuvante no diagnéstico diferencial entre diabetes do tipo | (insulinodependente) e do tipo 1
(ndo insulinodependente)
Diagnastico de hipoglicémia facticiainduzida por insulina.
Contribuig8o para o diagndstico do insulinoma (teste de supressdo de insulina)
Prognéstico do indice de outcome fetal em mulheres diabéticas gravidas
Avaliagdo da secrecdo de insulina na doenca hepética
Monitorizacdo da pancreatectomia



IV. PRINCIPIO DO METODO

Uma quantidade fixa de peptideo C marcado com ***| compete com o peptideo C
a ser medido, presente na amostra ou no calibrador, para uma quantidade fixa de
locai's de anticorpo, que é imobilizado nas paredes dos tubos de poliestireno. Nem
a extracgao nem a cromatografia sdo necessarias. Apds uma incubacéo de 3 horas
a temperatura ambiente, a reacgdo de competicdo termina com a operagdo de
aspiracdo. A seguir os tubos sdo lavados com 3ml de solucdo de lavagem de
trabalho e novamente aspirados. Traga-se uma curva de calibracdo e as
concentragdes de peptideo C nas amostras sdo determinadas por interpolagdo da
dose a partir da curva de calibracéo.

V. REAGENTES FORNECIDOS

Reagentes 96 leﬂ% 4x96 Teﬂ% Cadigo Reconstituicio
it Kit
de cor
Tubos revestidos 2x48 8x48 ::or-qe Pr'cly_nto para
com anti C peptide aranja utilizar
125 1 recipiente 4 recipientes | vermelho | Adicione 6 ml
liofilizado liofilizados de &gua
Marcador: Peptideo C 175 kBq 4x 175 kBq destilada
marcado com | (grau
HPLC) em tampéo fosfao
com gelatinabovina e
azida (<0,1%0)
CAL n 1recipiente | 2 recipientes amarelo | Adicione 3 ml
liofilizado liofilizados de &gua
Cdibrador Zero em soro destilada.
humano e timol
CAL Srecipientes | 10recipientes | amaelo | Adicione1ml
. liofilizados liofilizados de &gua
Cdlibradores 1-5 em soro destilada
humano e timol (ver
vaores exactos nos rétul os
dos recipiente)
1recipiente | 4recipientes | castanho | Dilua 70 x com
| wast | soun [ cone | | a0m 10m agua destilada
(use um agitador
Solugéo de lavagem magnéti o).
2 recipientes | 4 recipientes prateado | Adicione 1 ml
| CONTROL | N liofilizados liofilizados de &gua
destilada
Controlos 1 e 2 em soro
humano com timol

Nota: 1. Utilize o Calibrador zero para dilui¢Ges de amostras
2. 1 ng da preparagdo do calibrador equivale a 1 ng NIBSC IRR
84/510

VI.  MATERIAL NAO FORNECIDO

O seguinte material é necessario, mas ndo € fornecido com o kit:

1. Agua destilada

2. Pipetas autométicas: 50 pl, 100 ul e 1 ml (recomenda-se a utilizagdo de
pipetas precisas, com pontas descartaveis)

Misturador vortex

Agitador magnético

Tubos de poliestireno de utilizag8o Unica (12 x 75 mm)

Seringa automatica de 5 ml (tipo Cornwall) para lavagem

Dispositivo de aspiragéo e lavagem.

Qualquer contador gama com capacidade para medir 125 pode ser
utilizado (al cance minimo 70%)

O N O AW

VII. PREPARACAO DOSREAGENTES

A. Calibradores: Recondtitua o calibrador zero com 3 ml de agua destilada e
os outros calibradores com 1 ml de &gua destilada.

B. Controlos: Reconstitua os controlos com 1 ml de agua destilada.

C. M ar cador : Recongtitua com 6 ml de agua destilada.

D. Solucdo de Lavagem de Trabalho: Prepare um volume adequado de
Solugdo de Lavagem de Trabalho, adicionando 69 volumes de agua
destilada para 1 volume de solucdo de lavagem (70x). Use um agitador
magnético para homogeneizar. Elimine a solucéo de lavagem néo utilizada
no final do dia

VIII.

IX.

X.

[ullvs}

oo

10.

XI.

ARMAZENAMENTO E PRAZO DE VALIDADE DOS REAGENTES

Antes de serem abertos ou reconstituidos, todos os componentes dos kits
sd0 edtaveis até ao final do prazo de validade, indicado no rétulo, desde
que mantidos entre 2 a 8°C.

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

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

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

RECOLHA E PREPARAGCAO DE AMOSTRAS

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

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

Evite ciclos de congelamento e descongelamento sucessivos

PROCEDIMENTO

Notas de manipulagao

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

Misture bem os reagentes e as amostras, por agitacdo ou rotacéo suaves.
Para evitar contaminagdes cruzadas, utilize uma ponta de pipeta limpa e
descartavel, para adicéo de cada componente.

Pipetas de ata precisio ou equipamento automatico de pipetagem
mel horam a precisdo. Respeite os periodos de incubagéo.

Prepare uma curva de calibracio para cada andlise, ndo utilize dados de
andlises prévias.

Procedimento

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

Esta oper agdo devera ser concluida num prazo de 15 minutos.
Dispense 50 ul de peptideo C marcado com | ** para cada tubo, incluindo
0stubos normais para as contagens totais.

Agite suavemente o suporte dostubos, paralibertar possiveis bolhas dear.
Incube durante 3 horas a temperatura ambiente.

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

Lave ostubos com 3 ml de solucdo de lavagem de trabal ho (excepto os das
contagens totais) e aspire. Evite a formag&o de espuma quando adiciona a
solucéo de lavagem.

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

Conte os tubos num contador gamma durante 60 segundos.

CALCULO DOSRESULTADOS

Calcule a média das determinagfes em duplicado.

Calcule a radioactividade de ligagdo como uma percentagem da ligagéo

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

seguinte:

Contagens (Calibrador ou amostra)
Contagens (calibrador Zero)

x100

B/BO (%) =

Utilizando um pape de gréfico semi-logaritmico de 3 ciclos ou logit-log,
trace os valores (B/B0(%)) para cada ponto de calibragem como uma fungéo
da concentragdo peptideo C em cada ponto, reetando os resultados
aberrantes 6bvios.

Os métodos informéticos também podem ser utilizados para construir a
curva de calibragem. Se o processamento dos resultados for automético, é
recomendavel um gjustamento de curvas de funcio logigica de 4
parametros.

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

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



XIl. DADOSTIPICOS

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

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

XIll. DESEMPENHO E LIMITES

A. Limite de deteccdo

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

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

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

Composto Reaccéo cruzada (%)
Proinsulina humana biossintética 5,6
Glucagon Humano -
Insulina Humana -
C. Precisio
INTRA-ENSAIO INTER-ENSAIO
Soro N <X>+DP C.V. Soro N <X>+DP C.V.
(pmol/ml) %) (pmol/ml) %)
A 24 0.28+ 0.03 10.7 A 21 0.28+ 0.03 10.7
B 26 121+0.04 33 B 21 112+ 0.11 9.8
C 24 0.18+ 0.01 56 C 22 0.17 £ 0.02 11.8
D 24 0.68+ 0.04 59 D 22 0.65+ 0.05 7.7
E 24 160+ 0.11 6.9 E 22 168+ 0.12 71

DP: Desvio Padréo; CV: Coeficiente de variagdo

—

TESTE DEDILUICAO

D.  Sensbilidade

Amostra Diluigéo Concent. Tedrica Concent. Medida.
(pmol/ml) (pmol/ml)
soro 1 - 6,99
1/2 3,50 3,04
14 1,75 1,56
/8 0,87 0,80
116 0,44 0,46
132 0,22 0,28
164 0,11 0,07
Asamostras foram diluidas com calibrador zero.
TESTE DE RECUPERACAO
Amostra C peptide C peptide Recuper agéo
adicionada medida (pmol/ml) %)
(pmol/ml)
Soro 0.14 0.14 100
0.17 0.19 112
0.22 0.22 100
0.39 0.44 113
114 112 98
314 3.02 96

Fator de conversio : deng/ml em pmol/ml :  : 3

Peptideo C Cpm B/Bo (%) ATRASO DE TEMPO
Soro , : , : 20 30

Contagem Totd 75295 pmol/ml 0 5 10 15
Calibrador 8'89 gmgm: ﬂg‘ig 138'8 c1 0,66 053 055 061 052 041

0.20 b/ pppope o c2 227 214 258 1,90 179 207

0,95 pmol/ml 6534 36,9

2,98 pmol/ml 3361 19,0

9,94 pmol/ml 1379 78

XIV. CONTROLO INTERNO DE QUALIDADE

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

- Se for desgjavel, cada laboratério pode fazer os seus préprios conjuntos de
amostras de control o, que podem ser mantidas congeladas em aliquotas.

- Os critérios de aceitagdo para a diferenca entre os resultados duplos das
amostras devem basear-se nas Boas Préticas de Laboratério.

XV. INTERVALOSDE REFERENCIA

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

Num grupo de 79 sujeitos normais, a concentracdo média de C-Peptideos
humanos encontrada foi de 1,02 pmol/ml (intervalo baseado em percentagens de
2,5% a97,5%: 0,59 - 1,56 pmol/ml).

XVI. AVISOSE PRECAUCOES

Seguranca

Apenas para uso em diagnéstico in vitro.

Este kit contém | (meia-vida: 60 dias), emitindo radiacdes X (28 keV) ey (35.5
keV) ionizantes.

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

Toda a manipulagao radioactiva deve ser efectuada em local proprio e exclusivo
paratal. Deve ser mantido no laboratério, um livro de registo para a recepgéo e
armazenamento de material radioactivo. O equipamento do laboratério e
equipamento de vidro que possa ser contaminado com radioactividade, deve ser
segregado para evitar contaminagdo cruzada com diferentes isétopos. Qualquer
derrame de material radioactivo deve ser imediatamente limpo, de acordo com os
procedi mentos de radioproteccdo. O lixo radioactivo deve ser regjeitado de acordo
com alegidacéo vigente e asregras do laboratdrio. A adesdo asregras basicas da
radio-seguranca, fornece a proteccdo adequada.

Os componentes de sangue humano incluidos neste kit foram testados por
métodos aprovados pela legidacéo europeia e/ou FDA e dados como negativos
para 0 HBsAg, anti-HCV, anti-HIV-1 e 2. N&o existe nenhum método, até agora
conhecido, que oferece total seguranga quanto a impossibilidade de transmissdo
de hepatite, HIV ou outras infecgOes, por via do sangue humano. Por isso, deve
manipular os reagentes, 0 soro ou o plasma de acordo com as regras locais de
seguranga, quanto a materiai s potencial mente infecci0sos.

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

Evite 0 contacto da pele e mucosas com o0s reagentes (azida sodica como
conservante). A azida pode reagir com o chumbo e o cobre das canalizages e
formar compostos explosvos. Rejeitar com abundante quantidade de é&gua
corrente para evitar acumulagdes destes compostos.

N&o fume, coma, beba ou aplique cosméticos na area de trabalho. N&o pipete com
o auxilio daboca. Use vestuério adequado de protecgdo e luvas.
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XVIII. RESUMO DO PROTOCOLO
CONTAGENS CALIBRA- CONTROLO
TOTAIS DORES SDAS
AMOSTRAS
(nl) (nl)
Cdibradores (0to 5) 100 -
Amostras, controlos - 100
Marcadores 50 50
Incubagéo 3 horas atemperatura ambiente
Separagdo aspirar
Solugdo de lavagem de 30ml
trabaho
Separagdo aspirar
Contagem Contar os tubos durante 60 segundos
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Awpacte 0L0KANPO TO TPOTOKOALO TPV €O TN YP1iON.

C-PEP II-RIA-CT

1. XPHXHTIA THN OIIOIA IIPOOPIZETAI

Pad100voc0npocdioptotog yio, Ty in Vitro mocotikn pétpnon tov avlponivov C-nentidiov og 0po.

II. TENIKEX INAHPO®OPIEX

A. Epmopwki| ovopacia: Kt CPEPII-RIA-CT tng DIAsource

B. ApwOuog katordyov: KI1P0409: 96 mpocdlopicpol
KIP0408: 4 x 96 mpocdiopio Lol

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

TN teyviki] fo10eia | IANpoP opics oYeTIKG pe TOPOYYEMES EMKOIVOVI|GTE GTA:
Thyl.: +32 (0)67 88.99.99 dog: +32 (0)67 88.99.96

[1l. KAINIKO YIIOBAGPO

A. Buokoywi) opaon

H otvBeon g woovkivng Aapfdverl xdpa oto B-kdTTape tov vnoidmv tov Langerhans wg tpodpopo
Uop1o, TNV TPOIVOOLAIVI. XTo EKKPITIKG KOKKiOL TV B-KUTTAp®V, 1 TPOIVGOLAIVI dlooTdTol GE
woovAiv kat o€ éva tentidto 31 apvo&émy, to onoio ovopdletol cuvdeTikd mentido 1| C-memtidio. H
woovAivn kot to C-mentidlo EKkpivovTal o€ 1IGOUOPLUKEG TOGOTNTEG. Q0TOGO, AOY® NG UEYAADTEPTS
nuong tov, N ovykévipmon tov C-mentidiov 6To TAGGHA gival VYNAGTEPN ad EKEIVN TNG IVGOLAIVNIC.
O 7pocdlopiopds Tov C-tenTIdion 610 TAAGHLO EMLTPETEL EVOV VITOAOYIOUO TNG TOPAYDYNG EVOOYEVODG
WWOOVAIVIG, OKOUN Kol €v TN mapovoio e£myevovg YOpNyNonG WOOVAIvIiG M| €V TN TopovsGia
KUKAOQOPOOVIMY OVIICOUATMY OVTI-IVGOVAIVIG.

Emumléov, o mpocdiopiopdg tov C-nentidiov ota ovpo mopéyet évay aEdmeTo SEiKTn TG TOpoyYNS
WooVAivng, Otov eival dVcKOAN 1M AfyM delypatog aipatog 1| OTOV O amoLTeiTal OAOKANP®UEVOS
VIOAOYIGLLOG TG EkKplong Tov C-memtidiov yio pia mepiodo apKETOV OPMV.

B. Klvikéc epappoyég
. A&1oMdYNoN TG AEITOVPYIOG TOV VTOAEIUUOTIKDOV B-KUTTAPp®V 0€ dtofntTikovg Tov Aappdavovy
Oepomeio [l VGOLAIVY
Aviyvevon kot Tapakorlovdnon g edong veeong diaprtn tomov |
Bonbnua otn dagopiky didyvemon uetacd dopnitn tomov | (veoviwvoeEaptdpevon) Kot
dwaPntn tomov I (un woeoviivoe&aptduevov)
Aldyvoon texvnTig VTOYAVKALING ETAYOUEVNG At VGOVAIVN
Zopporn ot didyveoorn veovAvoprotog (€££Taon KATAGTOANG VGOLAIVIG)
Agiktng mpdyvmong g mopeiog Tov euPpvov oe dofnTikEg £YKVES YUVOIKEG
A&oldynon ¢ £KKPLoTG IVGOVAIVIG GE TTEPITTMGT NIATIKNG VOGOL
[Mopoakorovdnon ToyKpEATEKTOUNG



IV.  BAZIK EX APXEX THX MEGOA0Y

Mua otabephi mocdTTa Tyr-C-nentidiov onpacpévov pe 2l aviayoviletor pe o
C-nentidio mov Oa petpnBei, 1o omoio vwapyel oto deiypa 1| oto Paduovountn,
v otafepn mocdNTO BECE®V AVIICOUGTOV TOL EIVOL OKIVITOTOMUEVD GTO
Tolypa €vOg omANVAPIOL TOAVGTUPEVIOL. Agv amauteitar oOTE eKYOALON OVTE
xpouatoypagio. Metd and endaon 3 opdv ce Beppokpacio dmpatiov, M
avtidpaon aviayovicpuob teppatileton pe éva Ppo avappdenong. Ta coinvapio
kotomy  mAévovion pe 3 ml SweAdpatog mAVONG KOl ovappo@odvrol.
Iapiotdveron ypoagikd o kopmddn Pobpovounong kot mpoodiopiloviar ot
GUYKEVIPMGELS TOV C-nenTIdion TOV SELYHATOV UE AVAY®YT] CVYKEVIPOOEDV O
™mv KapmoAn Baduovounong.

V. ITAPEXOMENA ANTIAPAXTHPIA

AvridpoosTtiipra K 96 Kww4x96 | Xpopotuké
£&eTGosmV | sEETAGEWV | S KMOUKON

AvacvoeTaon

Zolvépuo emotpopévae 2 x 48 8x48 moptokoAl | "Etowpo yio
H pe ovti-C mentidio xPhon
Ag 125 1wAido | 4 @uridio KOKKLVO MpocOiote 6 ml

Avoptho- Avoptho- AMEGTAYUEVOL
TompéEVO TOmHEVO vepol

IXNHOETHE: Tyr-C- | 175kBq 4x 175

nenTi®0 onuaspévo pe kBqg

(katnyopiog  HPLC) o¢

puOpoTIKO Stéhopa

QPOoQOpIKAOY  pe  Poeta

Cehativn kot alidio (<0,1%)
MpocOiote 3 ml

CAL n 1owkidwo | 2@uakidw Kitptvo
Avoptho- Avoptho- AMEGTAYUEVOL
Mndevicég  Babpovounts | momuévo TOMuéVO vEPOD
oe avlpdmvo opd  pe

Bopoin
CAL - 5 groAidia 10 Kitptvo MpocOiote 1 ml
Avogtho- Qraridwa AMEGTAYUEVOL
Babpovopntés - N = 1 émg TOMUEVO Avo@iio- vEPOL
5 TOMUEVO
(Beite T1g axpiPeic Tyég otig
ETIKETEG TOV QOAMSIOV o€
avOpdrvo 0po pe Bopndin
1wAido | 4 @uuridio KopE Apurdote 70 X
WASH ‘ SOLN ‘ CONC ‘ 10ml 10ml UE ATECTAYUEVO
vepd
Awhopo  mong  (TRIS- (xpnowonowiote
HCl) HoyvnTiKod
avodevTipa).
2 pukidw | 4 eroiidio aonui MpocOiore 1 ml
| CONTROL | N | Avogtho- Avogtho- AMECTAYUEVOL
TOMHEVO TOMHEVO vepol

Opoi eréyyov -N =172
oe avlpdmvo opd  pe
Bopoin

Inueioon: 1. Xpnowwomolgite 10 undevikd Pabuovounty Yoo opaidoeg
opadV.
2. 1 ng tov mapookevdopotog Baduovountn givor toodvvapo pe 1
ng tov NIBSC IRR 84/510.

VI.  ANAAQXIMA IIOY AEN ITAPEXONTAI

To axdrovba vVAKE arortodvtor GAAG dEv TAPEXOVTOL GTO KLT:

Ameotoypévo vepd

IMréreg yia dtavopn: 50 ul, 100 pl xou 1 ml (cvvictdTon n xpYon TRETOV
axpiPeiog pe avardotpo Thactikd poyym)

Avordoipa cornvapio ard molvotupévio (12 X 75 mm)

Avopeikmg otpoPtiicpod (tomov vortex)

MoyvnTikog avadenTnpog

Avtéporn oopryye twv 5 ml (torov Cornwall) yio mivon

Zootnuo avoppoenong (TpoatpeTikd)

Mmnopel va ypnoipomomdel omolocdNmoTE HETPNTNG Y akTivoBoliog e
duvartdtnra pérpnong tov 2l (Ehdyiom amddoon 70%).

NP

O N O~ W

VII. IIAPAXKEYH ANTIAPAXTHPIOY

A. BaOpovopuntés: Avacvotfiote 10 undevikd Pabuovounty pe 3,0 ml
OEGTOYUEVOL VEPOD Kt Tovg GAlovg Babupovountég e 1,0 ml aneotoypévov
vEPOUL.

B. Opoi ghéyyov: Avacvotiote Toug 0polg edéyyov ue 1 ml areotayuévon
vEPOUL.

I. Iyw0étns: Avacvotiiote Tov Yyvn0ity pe 6 ml aneotaypuévov vepov.

A. Awdopa mhdong spyosiog:. Ilpostowndote emapkn Oyko StodduaTog
mAbong epyooiog pe mpoobnkn 69 Oykov amneotaypuévov vepod oe 1 Oyko
Sodvpotog mAvong (70x). Xpnolwomoiote HoyvnTikd avadeutipo yio Thv
opoYEVOTOINGT. ATOPPIYTE TO UM YPTOLUOTONUEVO SLdAVUO TADONG EPYOCiag
670 TEAOG TG NUEPAGS.

VIII. @YAAZEH KAI HMEPOMHNIA AHEHX TQN ANTIAPAXTHPIQN

- Ilpwv amd 10 Gvorypo M v avaocvotaor, OA0 TO GLOTOTIKG TOV KIT
mopopévouy otabepd £mg v nuepopnvio AMENG, N omoia avaypaeeTat
otV etkéta, epdoov dratnpovviat og Beppokpacia 2 £mg 8° C.

- Metd mv avacvotoon, o tyvnémng mpénel va ypnotponombel apéons 1
vo, uAayOet otovg — 20°C, wg v nuepopmvia ANENG.

- Metd v avacvotoon, ot fadpovountés Kat ot opoi gAéyxov eivar ToAD
aotobeic. Xpnoyonomote Tovg apécmg HETE TV avoovotaon. [
peyodvtepeg  mepidodovg @O agng,  mpémer  vo  oynuatifovron
Khaopata/80oelg wog xprong kot va dtotnpovviar otovg —20° C yia 3
WVEG TO OVADTEPO.

Amopedyete Tovg enakdrovBovg KHKAOVG KAt LENG-UTOYVENC.

- Dpéoko, TOPUOKELOOUEVO OSldAvpa TADoNG epyooiog Ba mpémer vo
xpnolponoteitol Ty idto nuépa.

- Toxov petaforéc TG QLOIKNG EUPAVIONG TOV AVTLIPACTNPI®Y TOL KIT
£vOE ETAL VoL VTTOINADVOLY aoTdbeta 1} oAloiwon.

IX.  2YAAOTI'H KAI IIPOETOIMAZIA AEITMAT2N

- Ta deiypata opov Tpémet va purdocoval o€ Oegppokpacio 2-8° C.

- Edav 1 g&étaon dev mpaypatoromBei evidg 8 wpdv, cvvictdtar 1 eOAAEN
otovg -20° C.

- Amopedyete Tovg enakdrovBovg KHKAOVG KATAWLENG-UTOYVENC.

X. ATAAIKAXZIA

A. INUEIDCELS CYETIKA PUE TO YEPLGUO
Mn PN OLULOTOLEITE TO KIT 1} TO. GLOTATIKG LETA TNV NUEPOUN VI ARENG.
MnV ovoperyVOETE VAKE amtd SlopopeTIKEG TaPTIdES KIT.
Dépete Oho. To. avrdpaotiple og Oepuokpoocio dopatiov Tpwv amd ™
xpfion.
Avapei&re kohd Ohot To ovTIOPOOTAPIOL Kot T Odeiypote HE omadn
avokiviion i avadevon.
Xpnotponoteite Eva Kobupd aveAOOIHo pOYYOG TTETAG Yo TV TPOSHN KN
KGbe  SlPopeTikoy  ovTdpaoTNPiov Kot dElYHATOC TPOKELUEVOL VO
amo@Vyete v emudivovon. H akpifeia Pehtidveron pe ypnon mmetdv
VYNNG aKkpiPeLag 1 VTOHATOTONUEVOD EEOTAGUOD SLOVOLNG HE TUTETEC.
Tnpeite Tovg YPOVOLS ETDAOTG.
Ipogtoipdote o kopumdAn PBabupovopnong vy kabs avdlvon kot un
XpNoLponoteite dedopéva amd TponyoOueves avardoelg.

B. Awdikaocio

1. Inudvete smotpopéva coAnvipla €g dmdovv yio kibe Padupovount,
deiypa kot opd eléyyov. I Tov TPoGSLopIo O TOV HETPNGEMY TOV vnOEm
151 ("total"), onpévete 2 kowvé, (LN EMOTPOEVE) COAVEPLOL.

2. Avopiéte ywoo Ayo (ue  avopsiktm  otpoPiiiopod  tomov  vortex)
BabBuovountég, mpoopormpéve deiypoto Kot 0pods EAEYXOV Kot SloveipeTe
100 pl 076 £KOOTO GE AVTIGTOLY0 COANVEPLA.

Avti 1] Swedkacia 0o TpEmeL va 0AOKANPAOVETOL EVTOG 15 AemTdV.

3. Auwveipete 50 pl C-peptide onuacpévov pe 1 o kabe cwinvépro,
GUUTEPIAOUPAVOVTOC TO W] EMOTPOUEVE COANVAPLL TOV APOPOVV TIG
peTproeg Tov yvndém 21 (“totad") .

4. Avoxiviote anold pe 1o xépt ™ PBdon otipiéng tov coAnvapiov yo vo
ameLeLOEPDGETE TVYOV TAYIOEVUEVEG PUOAAIDES AEPQL.

5. Enodote eni 3 dpeg o€ Oeppokpaoio dwpatiov.

6. Avappooriote (| petoayyiote) To meplexdpevo kabe ocwinvapiov (ue
gkaipeon ekeiva mov agopodv Tig petpficelc Tov yvndén I ["totd"]).
Befawwbeite 611 10 ThaoTikd puyyog Tov avappoenth eBAvel oTov TLOUEV
TOV EMOTPOUEVOV COANVAPIOV TPOKEWEVOD Vo apotpedel OAN 1 TocodTTA
TOV VYPOV.

7. Iiovere ta cornvapio pe 3 ml Stodvpotog mAdong epyaciog (ue eEaipeon
gkeiva mOL aQopodv TG petpfioelc tov ywnoém Pl ["total"]) ko
avappoenote (| petayyiote). Amoehyete 10 GYNUATIOUO aPPOD KaTd ™
Sidpketa ™G TPooHNKNG TOL SLAAVUATOG TAVGN G EPYAGIOGC.

8.  A¢note ta coinvapia vo otabovv oe opbo Béom yia 600 Aemtd Ko
OVOPPOPNOTE TN GTOYOVO VYPOV TTOV ATOUEVEL.

9. Merpfiote Ta cwANVApLY o€ peTpnTn v aktivoBolriog yia 60 dgvtepdrenta.



Xl.  YHHOAOTIZMOZX TQN AIIOTEAEXMATQN

1. Ynoloyicte ™ péon T TV STAGY TPOGIIOPIGUAOY.

2. Ymoloyiote TN SeGUEVUEV POUBLEVEPYELD, WG TOGOCTO TNG SEGUEVONG TOV
npocdiopiletar 610 onueio pndevikov Paduovounty (0) cdpeove pe tov
akoAovBo THTo:

Metpriceig (Babuovountig 1 Seiypa)
Metpfioelg (Mndevikog Babpovopntig)

B/BO(%) = x100

3. Me gpion NUAOYapIOUKoD YapTIoD YPUQHUATOS 1§ JOPTIOD YPAGTHATOS
logit-log 3 kbkhov, mapactiote ypaeikd tig Tipés (B/BO(%)) Yo kéde
onueio Babpovountm wg cvvdptnon g cvykévipmong tov C peptide yo
kG0e onpeio Pabuovountn. Amoppiyte TIG ELEAVEIS 1 ATOSEKTEG TUHES.

4. Tw ™V kotookevy ¢ KoumdAng Poduovounong sivar duvatd v
xpnotponombovv emniong pébodot pe tn Pondeia NAeKTPOVIKOD VITOAOYLOTY.
Edv ypnowponoteitor avtopatn enelepyncio. omOTELEGUATOV, GUVIGTOTOL
TPOGAPUOYT KAUTOANG AOYLOTIKNG cLVAPTNONG 4 TOPAUETPOV.

5. Mg avoyoyq t0ov Tipwov tov deiypdtov (B/BO (%)), mpocdiopicte Tig
ovykevipmoelg C peptidel tov detypdtov omd Ty kaurdin Paduovounonc.

6. T k@Be mpocdiopiopd, mpénel vo ELEYYETOL TO TOGOGTO TOL GUVOALKOD
yvn0ém nov deopederal anovoia Tov un onuoacuévov C peptide (BO/T).

XII.  TYINIKA AEAOMENA

Ta axdérovba dedopéva mpoopiloviar pOVo ®¢ mapdderypo kot dev mPEREL Vo
APNOLUOTOLOVVTOL TOTE AVTE THG KAUTOANG Bafrovounong mparypatikon ypovov.

A. OpBoTTO

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

XIII. AIIOAOXH KAI IIEPIOPIZXMOI1

A. ‘Opro aviyvevong
YroprMnkav og npoodiopiopd gikoot pndevikoi Pabuovountés pali pe
£vo, 6UVOLO GALOV Badpovopntdy.
To 6plo avigvevong, opilOHEVO ®G 1 QOLVOUEVIKY GLYKEVIp®ON 600
TUTKOV anOKAMoEOV KAT® 0o TIC HECEC KOTOUETPNOES GE WUNOEVIKT
déopevon, firav 0,04 pmol/ml.

B. Ewwémra
To m0606TH SLUGTAVPOVEVNG OVTISPAUONG, TOV VITOAOYILETON 1E GVYKPLON TNG
GLYKEVIPMONG oL amodidel avaotodny 50%, gival avtictovyo:

AOKIMAZXIA APAIQXHY
Agiypa Apaioon OepNTIKNY MetpnOsica
GUYKEVTP O] GUYKEVTP O]
(pmol/ml) (pmol/ml)
opdg 71 - 6,99
12 3,50 3,04
14 175 1,56
/8 0,87 0,80
116 0,44 0,46
132 0,22 0,28
164 0,11 0,07
Ta deiypota aparddnkay pe undevikd Paduovountr.
AOKIMAZXIA ANAKTHXIHX
Agiypa Mpootedeic AvaxtnOcig AvaxtnOcig
C peptide C peptide %)
(pmol/ml) (pmol/ml)
0pog 0.14 0.14 100
0.17 0.19 112
0.22 0.22 100
0.39 0.44 113
114 112 98
3.14 3.02 9%
ZUVTELEOTNG UETOTPOTNG:
And ng/ml o pmol/ml: @3

E. Msoodwaotnpa petagd T owavopng teievtaiov Padpovounti) ko
dsiypotog
Onwg @aivetar mo KAT®, 1N Svoun TOV SEYUAT®OV TPEREL Vo yiveTal
evidg doothuatog 15 Aemtdv to péyloto petd T dlavopn  Tov

Babuovount.
MEXOAIASTHMA
Opég o 5 10 15 20’ 30’
pmol/ml
C1 0,66 0,53 0,55 0,61 0,52 041
c2 2,27 2,14 2,58 1,90 1,79 2,07

Evoon Awetavpodpevn avtidpaon
(%)
Broouvvletiki avOpdmvn mpoiveovdivn 5,6
AvOpdTIVO YAukayovo -
AvOpdOTIYN LYGoLAIvY -
r. Axpipea
AKPIBEIA I'lA TON IAIO AKPIBEIA METAZY
ITPOZAIOPIZEMO ATA®OPETIKOQN ITPOZAIOPIZTMON
Opog N | <X>*TA. TA. Opog N <X>+*T.A. TA.
(pmol/ml) (%) (pmol/ml) (%)

24 | 028+0.03 | 10.7
26 | 121+0.04 | 33
0.18+0.01 | 56

21 0.28+ 0.03 10.7
21 112+0.11 9.8
22 0.17 + 0.02 118
24 | 068+0.04 | 59 22 0.65+ 0.05 7.7

moow>
N
moow>

24 160+ 0.11 | 6.9 22 168+ 0.12 7.1

T.A.: Tomikn amoxiion, X.A.: Zuvteheoth Stakdpovong

XIV. EXQTEPIKOX IIOIOTIKOX EAETX0X

- Edav 1o amoteléopota mov Aappdvoviar yio tov opd gréyyov 1 f/kar tov
0pd gELéyyov 2 de Ppiokovtar evrdg Tov mediov THOV Tov kabopiletar oty
etikéto  TOv  QoMdiov, To  amotedéopato  dgv  eivar  duvotd  vo
xpnowponombovv, extdg €av £xel dobel wavomomtikny e€qynon ywo v
QCLLEO Vi,

- Eav givon embounto, xabe epyootnplo pmopei va dnpovpynoel to Sk
70V peiypato derypdrov ehéyyov (pools), ta omoio Tpémel va Statnpodviat
KOTEYVYHEVD, 68 KAAGUTA/SOGELS [Lag Xprong.

- Ta kpreipro. anodoyns yio ™ dapopd petal&d TV SIMAOV AmoTELECUATOV
tov deiypndtov Ba mpémer va Paciloviar o opBég epyaoctnplokés
TPAKTIKES.

XV. TIMEX ANA®OPAX

O tipég avtég mapéyovrar pdvov og odnyds. Kabe epyootipio Ba mpénet vo
KoOLEpMGEL TO S1KO TOV TESIO PLGLOLOYIKDOV TIHDV.

g o opado 79 GUOIOAOYIKOV 0TOH®V, 1| HEGT] GLYKEVTP®GT TOL avbpdmvoy C-
nentidiov  Bpébnke ot Nrav 1,02 pmol/ml  (redio Tipudv pe Pdaon T
gkotooTnudpla oo 2,5% éog 97,5%: 0,59 - 1,56 pmol/ml).

XVI. ITPODPYAAZEEIY KAI IPOEIAOIIOIHXEIY

Aopdieia

Movo yia Sloyvootiky xpfion in vitro.

To Kt avtd mepiégel 10 2 | (Xpdvog nulens: 60 nuépes), wa padievepyli ovosio
1 onoio ekmépmel woviCovoa aktivoPoria X (28 keV) kot y (35.5 keV).

Avtd 10 podievepyd mpoidv givor duvatd vo petapepBel ko vo ypnotporomBet
puovo amd e€ovotodomuéva drtopa. H ayopd, @ora&n, ypnon kot avioilayn
PASLEVEPYDV TPOIOVIOV VRIOKEWVTOL o1 Vopobesioc ™G ydpag Tov TEMKOD
xpnotn. e kapio Tepinton dev TPEMEL Vo XOpNYELTOL TO TTPOIOV 68 avOpdTOVG 1
{da.



Olog 0 yeptopdg TOL padievepyod VAIKOL Bo mpémer v extedeiton o€
KoBOpPLopEVO YMDPO, HOKPLL 0O YOPOVS TOKTIKAG OEAELONG. XTO EPYACTNPLO
TpEMEL VoL ST PEiTOL MIEPOLOYLO Yo TV Tapodaf kon ™ @OAAEN padievepydv
VAK®OV. EEomAopog kot yvdAive okebn tov gpyactnpiov, ta omoia Ho propovcav
vo, poAvvBovv pe padievepyég ovoieg, Bo mpénel vo puidocoviar o EgxmpLoTod
XDOPO Y10 TNV TPOANYT EMUOAVVONG TOV SLLPOPOV POSIOIGOTOTMV.

Toyov Stappoés padlevepydv VYpdV Tpénel vo, Kabapilovial apécms GOUPOVO LE
TG dadikooieg aoparelng amd padievépyela. Ta padievepyd amofinto npémet va
ATOPPITTOVTOL COUPMVO. LE TOVG TOTIKOVG KUVOVIGHOUG Kot TIG KoTevhuvtipieg
odnyieg TOV apydv mov €yovv dikatodooio. oto gpyactipto. H thpnon tov
BaoIK®V KOVOVOV ACQAAELNS 0O PASIEVEPYELD TAPEYEL EXUPKT TPOCTUCIOL.

Ta cvotatikd avOpdOTIVOL ailaTog Tov TEPIAAUPAVOVTAL GTO KIT QVTO EYOVV
eheyyOei pe pebodovg eykekpipéveg oty Evponn ffxor and tov FDA «at €xst
SomotmOel 6Tt givar apvntikd g mpog mv mapovsio HbsAg, avii-HCV, avri-
HIV-1 xou 2. Kopio yvooty pébodog dev eivar duvard va mapéyel minpn
Slo@diion 0Tt Tapdywya Tov avOpdTIVoL aipatog de Ho peTaddcovy nratitida,
AIDS 1] dMeg Aowuméelg. Emopévag, o yepiopdc aviidpoaotnpiov, derypdtov
0pob N TAdopatog Oo Tpénel vo yivetan cOUPOVO UE TIG TOTIKEG Sladikaoies mepi
ACPOLELOG.

Oha ta Loikd mpoidvTto Kot Tapdyoyo £xovv cuAiexfel amd vy (da. Ta Poswa
GLOTATIKG TPOEPYOVTAL amd XDpeg OTov dev £xel avapepbei BSE. TTap' OA' avtd,
ovoTaTikG mov mepLEyovy Lwikég ovoieg Oa mpémer vo avipetomilovior ®g
SUVNTIKOG LOAVGHOTIKG.

Amopebyete  omoladNmOTE  EmAPN)  TOL  OEPUOTOC  HE  AVTIOPACTIPLOL
(xpnoiponoteitor alidio tov vatpiov og cvvimpntikd). To alidio 610 kit ALTO
evdéxeTal v avtdpaoel pe LOABS0 Kat yoAkd TOV VIPAVAMKOY COANVOCEMY KoL
Vo, oynpotiogl pe tov Ipomo avtod Wiaitepo expnkrikd alidio petdAov. Kotd
Sidpkelo Tov PAprotog TAVONG, EKTAVVETE TNV amOXETEVON UE HeEYEAN TocdTTOL
VEPOL, Yo TNV TPOANYN TUYXOV Gueomdpevong altdiov.

Mnv komvilete, unv Tivete, WV TPOTE KOl W1 YPTOLUOTOLEITE KAAADVTIKG OTO
XOpo epyaciog. Mnv SlavépeTe pe mIETO YPNOLUOTOIDVING TO OTOUO GOG.
XPNOLUOTOLEITE TPOGTUTEVTIKO POVYLOUO KoL YOVTLLL LG XPTIONG.
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L &es hele protokollen fegr brug

C-PEP II-RIA-CT

I.  ANVENDELSESFORMAL

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

[I. GENERELLE INFORMATIONER
A. Indregistreret navn: DIAsource C-PEP II-RIA-CT kit

B. Katalognr.: KIP0409: 96 test
KIPO408: 4 x 96 test

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

For at fa teknisk assistance eller bestillingsoplysninger, kontakt:
TIf.: +32 (0)67 88.99.99 Fax: +32 (0)67 88.99.96

1. KLINISK BAGGRUND

A. Biologisk aktivitet

Insulin syntetiseres i beta-cellerne i Langerhans-gerne som et prascursormolekyle, proinsulin. | beta-
cellernes sekretgranula kladber proinsulin til insulin og til en 31-aminosyrepeptid, der kaldes
"Connecting Peptide’ eler C-Peptid. Insulin og C-peptid afsondres i akvimolaare maagder. Da
halveringstiden er lamgere, er C-peptids plasmakoncentration imidlertid hgjere end insulins.
Bestemmelse af plasmai C-peptid gar det muligt at vurdere den endogene insulinproduktion, selv hvor
der er samtidig eksogen insulinadministration, eller hvor der cirkulerer anti-insulin antistoffer.

Desuden giver bestemmelsen af C-peptid i urin et pdlideligt indeks for insulinproduktionen, ndr det er
vanskeligt at tage blodprever, eler na&r der anmodes om en integreret vurdering af udskillelsen af
C-peptid for en periode pafleretimer.

B. Kliniskeanvendelsesformal
Vurdering af resterende beta-cellers funktion i diabetes, mens der behandles med insulin.
Registrering og overvagning af bedringsfasen ved diabetes af type |
Hjadpemiddd til differentialdiagnose mellem diabetes af type | (insulinafhaangig) og type Il
(ikke insulinafhaangig)
Diagnosticering af insulinfremkal dt fal sk hypogl ykaami
Bidrag til diagnosen af insulinoma (test af insulinsuppression)
Prognoseindeks af fosterresultat hos gravide kvinder med diabetes
Evaluering af insulinsekretion i forbindel se med leversygdom
Overvagning af pancreatektomi

da



1V.  METODENS PRINCIPPER

En bunden mamngde **°I magket Tyr-C-peptid konkurrerer med C-peptid om at
blive malt som tilstedeveaende i proven eler i kalibratoren til et bundet antal
antistofpunkter, der immobiliseres mod vasgggen i en polystyrentube. Der er
hverken brug for ekstraktion eller kromatografi. Efter 3 timers inkubation ved
stuetemperatur afdutter et aspirationstrin konkurrencereaktionen. Dernaest vaskes
tuberne med 3 ml vaskeoplgsning og aspireres igen. En kalibreringskurve
indtegnes, og prevernes koncentrationer af C-peptid bestemmes ved at interpolere
dosis fra kalibreringskurven.

V. MEDFQ@LGENDE REAGENSER

Reagenser 96 testkit 4% 96 Farve- Rekonstituering
testkit kode
2x48 8x48 . .
]] Tuber coatet med appelsin | Klar til brug
anti C-peptid
Ag 125 1 4 red Tilsaet 6 ml destilleret
hedteglas | hedteglas vand

lyofiliseret | lyofiliseret
MARK@R: ®Jod mesket | 175kBq 4x 175

Tyr-C-peptid (HPLC grad) i kBq
fosfabuffer med  bovin
gelatine og azid (<0,1%)
cAL n 1 2 gu | Tilsset 3mi destilleret
hedteglas | hedteglas vand
Nulkdibrator i human serum | |yofiliseret | lyofiliseret
og thymol
CcAL 5 10 gu | Tilsset 1 mi destilleret
hedteglas | hedteglas vand
Kdibratorer - N = 1til 5 lyofiliseret | lyofiliseret

(se de preise vexrdier pa
hedteglassenes  etiketter) i
human serum og thymol

WASH ‘ SOLN ‘ CONC ‘ 1 4 brun Fortynd 70 x med
hedteglas | hedteglas destilleret vand
Vaskeoplgsning (TRIS-HCI) 10ml 10ml (anvend
magnetomrarer).

2 4 salv Tilsset 1 ml destilleret

iy | | |

lyofiliseret | lyofiliseret
Kontroller - N =1 eller 2
i human serum med thymol

Bemaerk: 1. Benyt nulkalibratoren til serumfortyndinger.
2. 1 ng klargjort kalibrator er lig med 1 ng NIBSC IRR
84/510

VI. FORSYNINGER DER IKKE LEVERES

Der er brug for nedenstdende materialer, som ikke medfelger i kittet:

1. Dettilleret vand

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

3. Tuber af polystyrenetil engangsbrug (12 x 75 mm)

4.  Hvirvemikser

5. Magnetomrerer

6. 5ml automatisk kanyle (af typen Cornwall) til vask

7.  Aspirationssystem (ekstra)

8.  Der kan anvendes enhver gammated | er, der kan méle *°l (minimumsresultat
70%).

VIlI. KLARGZRING AF REAGENS

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

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

M arker : Gendan markeren med 6,0 ml destilleret vand.

Arbej dsvaskeoplgsning: Klarger en passende mangde
arbejdsvaskeoplasning ved at tilsste 69 x dedtilleret vandmaengde til 1
maangde vaskeoplgsning (70 x). Benyt en magnetomrerer ftil at
homogenisere. Kassér ubrugt vaskeoplasning, nér dagen er omme.

cow »

VIII.

XI.

N

REAGENSERS OPBEVARING OG UDL@BSDATO

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

Efter rekonstituering er kalibratorer og kontroller meget ustabile, og skal
derfor bruges straks efter rekonstituering. Til laangere opbevaringsperioder
skal der laves aiquoter, som opbevaresved —20° Ci hgjst 3 maneder.
Undga senere cyklusser med frysning og optening.

Nytilberedt arbejdsvaskeopl gsning skal anvendes samme dag.
Forandringer af reagensernes fysiske udseende kan vage et tegn pa
manglende stabilitet eller nedbrydning.

INDSAMLING OG KLARGZRING AF PRGVER

Serumprever skal opbevaresved 2-8° C.

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

Undga senere cyklusser med frysning og optening.

PROCEDURE

Bemaa kninger vedr erende handtering

Kittet eller komponenterne ma ikke anvendes efter udlgbsdatoen.

Bland aldrig materialer fra forskellige kitpartier.

Sarg for at allereagenser har faet stuetemperatur, far detagesi brug.

Alle reagenser og prever blandes grundigt ved hjedp af forsigtig omraring
dler hvirvlien rundt.

Benyt en ren pipettespids til engangsbrug til at tilssdte hver eneste forskellig
reagens og preve, sa krydskontaminering undgas. Ngjagtigheden forbedres
med meget praecise pipetter eller automatisk pipetteudstyr.

Serg for at overholde inkubationstiderne.

Udarbejd en kalibreringskurve for hver kersdl. Data fra tidligere kersler ma
ikke anvendes.

Procedure

Sat etikette pa coatede duplikattuber til hver kalibrator, kontrol og preve.
Til bestemmelse at detotal etadlinger sates der etikette pa 2 normale tuber.
Kalibratorer, kontroller og prever hvirvlies rundt et kort gjeblik, og der
dispenseres 100 ul af hver i derespektive tuber.

Denne opgave skal gennemfar es pd mindre end 15 minutter.

Dispensér 50 pl **Jod mearket Tyr-C-peptid i hver tube, inklusivei deikke-
coatede tuber til totaltadlinger.

Rys forsigtigt tuberaskken manuelt, si eventuelle indfangede luftbobler
frigeres.

Inkuberesi 3 timer ved stuetemperatur.

Aspirér (eller dekantér) hver tubes indhold (undtagen totaltadlingerne). Se
efter at aspiratorens plasticspids ndr ned til bunden af den coatede tube, s al
vaeke fjernes.

Vask tuberne med 3 ml arbejdsvaskeoplasning (undtagen totaltadlinger) og
aspirér  (eller dekantér). Undgd skumdannelse, mens der tilsates
arbejdsvaskeopl gsning.

Lad tuberne std i opret stilling i 2 minutter, hvorefter de sidste dréber vaeske
aspireres.

Tad tubernei en gammatad|er i 60 sekunder.

BEREGNING AF RESULTATER

Beregn duplikaternes gennemsnitlige bestemmel ser.
Beregn den bundne radioaktivitet som en procentdel af den binding, der
fastsadtes ved nulkalibratorpunktet (0) ifel ge nedenstéende formel:

Indtegn pad et 3-cyklus halvlogaritme- eler “logit-log”-millimeterpapir
vagdierne (B/BO(%)) for hvert kalibratorpunkt som en funktion af hvert
kalibratorpunkts koncentration af C-peptid. Afvis vaadier, der ligger klart
uden for det tilladte.

Tadlinger (kalibrato r el. prove)
Tadliner  (nulkalibr  ator)
Der kan ogsd benyttes computerstettede metoder til at konsruere
kalibreringsskurven. Hvis der benyttes automatisk resultatbearbejdning,

anbefales en logitisk funktionskurvetilpasning med 4 parametre.

Ved at interpolere provens (B/BO (%)) veadier bestemmes prgvernes
koncentration af C-peptid ud frakalibreringskurven.

Til hver analyse skal den procentdel af marker kontrolleres, der er bundet,
hvor der ikke forefindes umarkeret C-peptid (BO/T).

B/BO (%) = X100



XIl.  TYPISKE DATA

Nedenstdende data er kun et eksempe og ma aldrig benyttes i stedet for
kalibreringskurveni redltid.

C-peptid cpm B/Bo (%)
Total tedling 75295
Kdibrator 0,0 pmol/ml 17690 100,0
0,09 pmol/ml 14319 80,9
0,29 pmol/ml 11618 65,7
0,95 pmol/ml 6534 36,9
2,98 pmol/ml 3361 19,0
9,94 pmol/ml 1379 78
XI1l. PRASTATIONER OG BEGRANSNINGER

A. Registreringsgr eense

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

B.  Specificitet

Procentdelen af krydsreaktion, ansl&et ved at sammenligne den koncentration, der
gav et resultat p4 50% inhibering, er henholdsvis:

GENINDVINDINGSTEST

Prove Tilsat C-peptid Genindvundet Genindvundet

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

Serum 0.14 0.14 100
0.17 0.19 112
0.22 0.22 100
0.39 0.44 113
114 112 98
314 3.02 96

Konverteringsfaktor:
Frang/ml til pmol/mi: 13

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

TIDSFORSINKEL SE

Forbindelse Krydsreaktivitet

(%)

Biosynteti sk human proinsulin 5,6
Human glukagon -
Human insulin -

C. Praecision

INTRAANALY SES PRACISION

INTERANALY SES PRACISION

Serum N <X>+SD Ccv Serum N <X>+8D Ccv
(pmol/ml) (%) (pmol/ml) (%)
A 24 0.28+0.03 | 10.7 A 21 0.28+ 0.03 10.7
B 26 121+0.04 | 33 B 21 112+ 0.11 9.8
C 24 0.18+0.01 | 56 C 22 0.17 + 0.02 11.8
D 24 0.68+0.04 | 59 D 22 0.65+ 0.05 7.7
E 24 160+0.11 | 69 E 22 168+ 0.12 7.1
SD: Standardafvigelse, CV: Variations koefficient
D. Ngjagtighed
FORTYNDINGSTEST
Prove Fortynding Teoretisk Malt koncent.
koncent. (pmol/ml)
(pmol/ml)
Serum 71 - 6,99
12 3,50 3,04
14 1,75 1,56
/8 0,87 0,80
116 044 0,46
1/32 0,22 0,28
1/64 0,11 0,07

Prgverne blev fortyndet med nulkalibrator.

Serum o 5 10 15 20 30
pmol/ml
C1 0,66 0,53 0,55 0,61 0,52 0,41
Cc2 2,27 2,14 2,58 1,90 179 2,07
XIV. INTERN KVALITETSKONTROL

- Hvis de resultater, der fas for Kontrol 1 og/eller Kontrol 2 ikke ligger
inden for det omrade, der er specificeret pd hadteglassets etikette, sd
kan resultaterne ikke bruges, medmindre der er givet en
tilfredsstillende for klaring p& uover ensstemmelsen.

- Hvis det er bedst, kan hvert laboratorium lave sine egne puljer med
kontrolprever, som skal opbevaresfrosnei aliquoter.

- Kriterierne for accept af forskellen mellem prgvernes duplikatresultater
skal hvile pagod laboratoriepraksis.

XV. REFERENCEINTERVALLER

Disse vardier er kun anfert som vejledende, og hvert laboratorium skal
fastsaette sit eget nor male vaer diomr ade.

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

XVI. FORHOLDSREGLER OG ADVARSLER

Sikkerhed

Kuntil in vitro diagnosticering.

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

Dette radioaktive produkt ma kun overlades til og anvendes af autoriserede
personer. Indkeb, opbevaring, brug og udvekding af radioaktive produkter
henherer under lovgivningen i dutbrugerens land. Produktet ma under ingen
omstaendigheder givestil mennesker eler dyr.

Al héndtering af radioaktive materialer skal udferes pa et omréde, der er specielt
afsat til det formal, vaek fra regelmaessig gennemgang. Laboratoriet skal opbevare
en logbog til modtagel seskvittering og opbevaring af radioaktive materialer.
Laboratorieudstyr og -glasartikler, som muligvis kontamineres med radioaktive
goffer, skal holdes drengt adskilte, si krydskontaminering af forskellige
radioi sotoper forhindres.

Ethvert radioaktivt uddip skal straks renses op i henhold til procedurerne for
gralingssikkerhed. Det radioaktive affald skal bortskaffesi henhold til de stedlige
love og retningslinier fra myndigheder med jurisdiktion over laboratoriet.
Overholdelse af de grundlasggende regler for stralingssikkerhed yder tilstraskkelig
beskyttel se.




De humane blodkomponenter, der findesi dette kit, er blevet testede ved hjadp af
europadsk godkendte og/eller FDA-godkendte metoder og fundet negative over
for HbsAg, anti-HCV, anti-HIV-1 og 2. Der findes ingen kendte metoder, der
kan give fuldstandig skkerhed for at humane blodderivater ikke spreder
hepatitis, AIDS eller andre infektioner. Derfor skal handtering af reagenser,
serum- eler plasmaprever udfgres i overensstemmelse med de dedlige
sikkerhedsprocedurer.

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

Reagenser md aldrig kommei kontakt med huden (de indehol der natriumazid som
konserveringsmiddel). Azid i dette kit kan reagere sammen med bly og kobber i
aflgbsrer, hvorved der dannes hgjeksplosive metalazider. | forbindese med
vaskegtadiet skal aflgbet skylles med rigelige vandmaengder, sd opbygning af
azider forhindres.

Man ma ikke ryge, drikker, spise eller anvende kosmetik pa arbejdsomradet. Der
ma ikke pipetteres med munden. Vaa ifert beskyttelsesdragt og -handsker til
engangsbrug.
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Arbejdsvaskeopl gsning 30ml
Separation Aspirér (eller dekantér)
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Przed zastosowaniem nalezy pr zeczyta¢ caly protokol.

C-PEP II-RIA-CT

PRZEZNACZENIE

Oznaczenie radioimmunoenzymatyczne do ilosciowego pomiaru peptydu C, w surowicy ludzkig metoda in
vitro.

A.

INFORMACJE OGOLNE
Nazwa firmowa: DIAsource C-PEP II-RIA-CT
Numer katal ogowy: KIPO409: 96 oznaczen

KIP0408: 4 x 96 oznaczen

Wyprodukowano przez: DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue de I'Indusdtrie, 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

INFORMACJE KLINICZNE

Aktywnos¢ biologiczna

Insulina jest syntetyzowana w komérkach beta w wysepkach Langerhansa trzustki, w postaci czasteczki
prekursorowej, proinsuliny. W ziarnisosciach wydzielniczych komoérek beta, proinsulina jest
przeksztatcana do insuliny i peptydu sktadajacego sie z 31 aminokwasow, zwanego peptydem C (ang.
Connecting Peptide). Insulinai peptyd C sa wydzielane w ilosciach réwnomolarnych. Jednak, ze wzgledu
na dtuzszy okres pottrwania, stezenie peptydu C w osoczu jest wyzsze, niz insuliny.

Oznaczenie poziomu peptydu C w osoczu, umozliwia ocene endogenng produkcji insuliny, nawet w
obecnosci podawane insuliny egzogenng lub przeciwciat antyinsulinowych we krwi krazacey.

Ponadto, oznaczenie peptydu C w moczu, pozwal a na wiasciwa ocene wytwarzania insuliny, gdy pobranie
krwi obwodowsj jest utrudnione lub wymagana jest catosciowa ocena wydzielania peptydu C w okresie
kilku godzin.

Zastosowania kliniczne
Ocenaresztkowg czynnosci komorek beta trzustki u chorych na cukrzyce, leczonych insuling
Wykrywaniei monitorowanie fazy remisji w cukrzycy typu 1
Wspomaganie diagnostyki roznicowej pomiedzy cukrzyca typu 1 (zalezna od insuliny) a cukrzyca typu
2 (niezalezna od insuliny)
Diagnostyka hipoglikemii poinsulinowej
Element diagnostyki wyspiaka (test hamowania insuliny)
Wskaznik prognostyczny ptodu u ciezarnych kobiet z cukrzyca
Ocena wydzielaniainsuliny w chorobach watroby
Monitorowanie pankreatektomii



IV.  ZAGADNIENIA DOTYCZ4CE METODY

Stata ilosé peptydu Tyr-C znakowanego | wspétzawodniczy z peptydem C,
obecnym w badang prébce lub w kalibratorze, o sata ilos¢ migisc na
przeciwciatach, unieruchomionych na sciankach prob6éwki polistyrenowej. Nie
jest wymagana ani ekstrakcja, ani chromatografia. Po trzygodzinnej inkubacji w
temperaturze pokojowej, wykonanie aspiracji przerywa reakcje kompetycyjna.
Nastepnie probéwki sy ptukane przy pomocy 3 ml roztworu ptuczacego i
aspirowane. Wykreslana jest krzywa kalibracyjna a st¢zenia peptydu C w
prébkach sy okreslane na podstawie natozenia dawki na krzywa kalibracyjna.

V. ODCZYNNIKI DOSTARCZONE

Odczynniki Zestaw 96 Zestaw Kolor Rekonstytucja
oznaczen 4x 96
oznaczen
Probéwki 2x48 8x48 pomarancz | Gotowe do
oplaszczone anty- owy zastosowania.
C-Peptide
Ag 125 1fiolka 4 fiolek czerwony | Doda¢ 6 ml
materiat materiat wody
liofilizowan | liofilizowan destylowanej
ZNACZNIK y y
IZOTOPOWY: 175 kBq 4x 175
Peptyd Tyr-C oznakowany kBqg
jodem'® (poziom HPLC) w
buforze fosforanowym,
zawiergacym zelatyne
bydigca i azydek (<0,1%).
CAL n 1fiolka 2 fiolek 201ty Dodaé 3 ml
materiat materiat wody
Kadibrator zerowy na bazie | liofilizowan | liofilizowan destylowanej
surowicy ludzkiej z y y
tymolem.
cAL Sfiolek | 10fiolek sty | Dodaé 1 ml
materiat materiat wody
Kaibratory-N=0d1do5 | liofilizowan | liofilizowan destylowanej
(doktadne  wartosci  na y y
etykietach fiolek) na bazie
surowicy ludzkiej z
tymolem.
WASH ‘ SOLN ‘ CONG ‘ 1fiolka 4 fiolek brazowy Rozcienczyé
10ml 10ml 70x woda
destylowana
(wykorzystaé
Roztwér ptuczacy (TRIS mieszadto
HCI) magnetyczne).
2 fiolki 4fiolki srebrny Dodaé¢ 1 ml
CONTROL | N materiat materiat wody
liofilizowan | liofilizowan destylowanej
Kontrole-N =od 1do2 y y
w surowicy ludzkigj z
tymolem
Uwaga: 1. Do rozcienczania probek nalezy uzywac kaibratorazerowego.

VI.

2. 1 ng przygotowanego kalibratora jest réwnowazny 1 ng
pierwszego |IRR 84/510 - NIBSC.

MATERIALY WYMAGANE, ALE NIEDOSTARCZONE

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

1.
2.

O N O~

VII.

Woda destylowana

Pipety do dozowania: 50 pl, 100 pl i 1 ml (zaleca si¢ korzystanie z
doktadnych pipet z jednorazowymi koncéwkami plastikowymi)
Jednorazowe prob6wki polistyrenowe (12 x 75 mm)

Mieszadto wirowe

Mieszadto magnetyczne

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

Moze by¢ wykorzystywany jakikolwiek licznik gamma, odpowiedni do
pomiaru 2| (minimal ny uzysk 70%)

PRZYGOTOWANIE ODCZYNNIKOW

Kalibratory: Rekonstytuowa¢ kalibrator zerowy przy pomocy 3 ml
wody destylowangf a inne kalibratory przy pomocy 1 ml wody
destylowangj.

Kontrole: Kontrole nalezy rekonstytuowa¢ przy pomocy 1 ml wody
destylowangj.

Znacznik izotopowy: Rekonstytuowaé znacznik przy pomocy 6 ml
wody destylowangj.

VIII.

= m

Roboczy roztwér pluczacy: Wiasciwa objgtos¢ roboczego roztworu
ptuczacego nalezy przygotowaé dodajac 69 objetosci wody destylowane
do 1 objetosci roztworu pluczacego (70x). Do homogenizacji nalezy
wykorzysta¢ mieszadto magnetyczne. Niewykorzystany roboczy roztwor
ptuczacy nalezy wyla¢ pod koniec dnia.

PRZECHOWYWANI E | DATA WAZNOSCI ODCZYNNIKOW

Przed otwarciem lub rekonstytucja wszyskie skiadniki zestawu
zachowuja trwatos¢ do daty waznosci przedstawiong na etykiecie, jezeli
3 przechowywane w temperaturze od 2 do 8°C.

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

Po rekonstytugji, kalibratory i kontrole s3 bardzo niestabilne i nalezy je
natychmiast wykorzysta¢. W razie koniecznosci przechowywania przez
diuzszy okres czasu, nalezy przygotowac niewielkie objgtosci kontrali, co
pozwala przechowywaé je w temperaturze -20 °C przez 3 miesiace.
Unika¢ powtarzanych cykli zamrazania-odmrazania.

Swiezo przygotowany roboczy roztwér pluczacy powinien by
wykorzystany w tym samym dniu.

Zmiany w wygladzie fizycznym odczynnikbw w zestawie moga
wskazywac naich niestabilnosé¢ lub zuzycie.

POBIERANIE | PRZYGOTOWANIE MATERIALZU DO BADANIA

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

Jezeli oznaczenie nie jest wykonywane w ciagu 8 godzin, zaleca Si¢
przechowywanie w matych objetosciach w temperaturze -20°C.

Nalezy unika¢ powtarzanych cykli zamrazania-odmrazania.

PROCEDURA

Uwagi dotyczace obstugi

Nie wolno wykorzystywa¢ sktadnikéw zestawu po uptywie podaneg daty
Waznosci.

Nie wolno miesza¢ materialéw pochodzacych z réznych serii zestawdw.
Przed wykorzystaniem wszystkie odczynniki powinny osiagna¢
temperature pokojowa.

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

Aby unikna¢  zanieczyszczenia  krzyzowego, do  dodawania
poszczegdlnych odczynnikéw i prébek nalezy wykorzystywaé czyse
koncowki jednorazowe pipet. Pipety wysokig precyzji lub pipety
automatyczne poprawiaja precyzje wykonania oznaczenia.

Nalezy przestrzega¢ czasow inkubacji.

Przygotowa¢ krzywa kalibracyjna dia kazdego cyklu pomiarowego; nie
wolno wykorzystywa¢ danych z poprzednich oznaczen.

Procedura

Dla kazdego kalibratora, prébki i kontroli, nalezy oznaczy¢ optaszczone
probowki w badaniach podwéjnych. W celu okreslenia catkowitych
zZliczen, nalezy oznaczy¢ 2 standardowe probéwki.

Nalezy szybko wymieszaé, wirujac: kalibratory, prébki i kontrole, i
dozowa¢ po 100 pl kazdg substancji do odpowiednich probéwek.

To dziatanie musi byé wykonane w ciaggu 15 minut.

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

Nalezy delikatnie potrzasna¢ statywem, w celu uwolnienia uwiezionych
pecherzyk 6w powietrza.

Nalezy inkubowa¢ przez 3 godziny w temperaturze pokojowsj.

Nalezy aspirowa¢ (lub odla¢) zawartos¢ kazdej probowki (z wyjatkiem
probowek do catkowitego zliczania). Aby usunaé caly plyn, nalezy
upewni¢ s, ze plastykowa koncéwka aspiratora osiagneta dno
optaszczong probdwki.

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

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

Probowki nalezy zlicza¢ w liczniku gamma przez 60 sekund.



Xl.  OBLICZANIE WYNIKOW

1. Nalezy obliczy¢ srednig oznaczen podwdjnych.

2. Naezy bliczy¢ zwiazana radioaktywnos¢ jako odsetek wigzania
okreslonego w zerowym punkcie kalibracji (0), zgodnie z ponizszym
wzorem:

Liczbazliczen (dla kalibratoralub probki) .,

100
Liczba zliczen (dla kalibratora zerowego)

B/BO(%) =

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

4. Do opracowania krzywej kalibracyjng moga by¢ wykorzystane réwniez
metody wspomagania komputerowego. Jezeli ma by¢ zastosowane
automatyczne przetwarzanie wynikow, zaleca si¢ dopasowanie krzywej
logistyczng 4 parametrowsj.

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

6. Dla kazdego oznaczenia nalezy sprawdzi¢ odsetek catkowitego
Zwigzanego znacznika i zotopowego, przy braku nieoznakowanego peptydu
C (BO/T).

XIl.  PRZYKEZAD DANYCH TYPOWYCH

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

D. Dokladnosé :
BADANIE ROZCIENCZENIA

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

Surowica 1/1 - 6,99
172 3,50 3,04

v4 175 156

/8 0,87 0,80

116 044 0,46

132 022 0,28

64 011 0,07

Probki zostaty rozcienczone przy pomocy kalibratora zerowego.

BADANIE ODZY SKU

Prébka dodano peptyd Odzyskany Odzysk
C peptyd C %)
(pmol/ml) (pmol/ml)
Surowica 0.14 0.14 100
0.17 0.19 112
0.22 0.22 100
0.39 0.44 113
114 112 98
314 3.02 9%

Peptyd C cpm B/Bo (%)
Zliczanie catkowite 75295
Kdibrator 0,0 pmol/ml 17690 100,0
0,09 pmol/ml 14319 80,9
0,29 pmol/ml 11618 65,7
0,95 pmol/ml 6534 36,9
2,98 pmol/ml 3361 19,0
9,94 pmol/ml 1379 78

Wspdtczynnik konwergi:
Z ng/ml na pmol/ml : 13

E. Opoiznienie pomiedzy oznaczeniem ostatniego kalibratora i
dozowaniem pr 6bki

Jak dalg przedstawiono, dozowanie probek mus byé wykonane w ciagu

maksymal nie 15 minut po dozowaniu kalibratora.

OPOZNIENIE CZASOWE

XI11. DZIALANIE | OGRANICZENIA

A. Granica wykrywania

Dwadziescia kalibratoréow zerowych oznaczano wraz z zestawem innych
kalibratorow.

Granica wykrywania, zdefiniowana jako odmienne stgzenie dwoch odchylef
standardowych ponizej przecietnej wartosci zliczania, przy wiazaniu zerowym,
ksztaltowata si¢ na poziomie 0,04 pmol/ml.

B. Swoistosé

Odsetek reaktywnosci  krzyzowsej, oceniany przez poréwnanie stezenia
prowadzacego do 50% zahamowania, przedstawia si¢ nastepujaco:

Zwigzek Reaktywnosé krzyzowa
(%)

Syntetyzowana proinsulina ludzka 5,6%
Glukagon ludzki -
Insulinaludzka -

Surowica o 5 10 15 20 30
pmol/ml
C1 0,66 0,53 0,55 0,61 0,52 041
c2 2,27 2,14 2,58 1,90 1,79 2,07

C. Precyzja
PRECY ZJA W SERI|I PRECY ZJA MIEDZY SERIAMI
Surowi N <X>+SD CcVv Surowi N <X>+ 8D CcVv
ca (pmol/ml) %) ca (pmol/ml) %)
A 24 0.28+0.03 | 10.7 A 21 0.28+ 0.03 10.7
B 26 121+0.04 | 33 B 21 112+ 0.11 9.8
C 24 | 018+0.01 | 56 C 22 0.17+0.02 11.8
D 24 | 068+0.04 | 59 D 22 0.65+ 0.05 7.7
E 24 160+0.11 | 6.9 E 22 168+ 0.12 7.1

SD: Odchylenie standardowe; CV: Wsp6tczynnik zmiennosci

XIV. WEWNETRZNA KONTROLA JAKOSCI

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

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

- Dopuszczalne kryteria, dotyczace réznicy pomigdzy wynikami oznaczef
podwajnych prébek, powinny by¢ zgodne z zasadami prawidtowej pracy
w laboratorium.

XV. ZAKRESY REFERENCYJNE

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

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

XVI. SRODKI OSTROZNOSCI | OSTRZEZENIA

Bezpieczerstwo

Tylko do diagnostyki in vitro.

Zestaw zawiera '®| (Okres polowicznego rozpadu: 60 dni), emitujacy
promieniowaniejonizujace 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
produktéw radioaktywnych podliega regulacjom prawnym kraju uzytkownika
koncowego. W zadnym wypadku produkt nie moze by¢ podawany ludziom lub
Zwierzetom.

Obstuga materiatéw radioaktywnych powinno by¢ przeprowadzana w miejscach
do tego przeznaczonych, z dala od migjsc ogdlng uzytecznosci. W laboratorium
mus by¢ przechowywany rejestr przyje¢ i przechowywania materiatow
radioaktywnych. Wyposazenie laboratorium oraz szkto, ktére moze by¢ skazone




substancjami  radioaktywnymi, powinno by¢ oddzielone, w celu unikniecia
krzyzowego zanieczyszczenia réznych radioizotopow.

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

Skiadniki zawierajace ludzka krew, dostarczone w zestawie, zostaty przebadane
metodami  zaaprobowanymi  przez instytucje europgiskie i/lub FDA.
Stwierdzono, ze nie zawiergja one HbsAg, przeciwciat anty-HCV, anty-HIV-1 i
2. Zadna ze znanych metod nie moze daé catkowitg pewnosci, ze materiaty
pochodzenia ludzkiego nie przeniosy czynnikéw zakaznych wirusowego
zapalenia watroby, AIDS i innych. Dlatego, postgpowanie z odczynnikami i
probkami surowicy lub osocza, powinno by¢ zgodne z migjscowymi
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 zawierajace substancje pochodzenia zwierzecego
powinny by¢ traktowane jako potencjalnie zakazne.

Nalezy unika¢ kontaktu skéry z odczynnikami (zawiergja azydek sodowy jako
srodek konserwujacy). Azydek znajdujacy Si¢ w zestawie, moze reagowaé z
miedzia i otowiem w ukladzie kanalizacyjnym, tworzac zwiazki o
wilasciwosciach wybuchowych. W czasie ptukania odprowadzany ptyn nalezy
ptuka¢ duzymi objetosciami wody, aby zapobiec kumulacji azydkéw.

Nie wolno pali¢, spozywaé napojéw ani pokarmow badz uzywaé kosmetykow w
miegjscu pracy. Nie pipetowa¢ ustami. Zaktada¢ ubranie ochronne i rekawiczki
jednorazowe.
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XVIII. PODSUMOWANIE PROTOKOLU
CALKOWIT KALIBRATORY PROBK |
ALICZBA KONTROLE
ZLICZEN ul ul
pl
Kaibratory (0 - 5) - 100 B
Prébki, kontrole - B 100
Znacznik izotopowy 50 50 50
Inkubacja 3 godziny w temperaturze pokoj owej
Rozdzielenie Aspiracja(lub odlewanie)
Roboczy roztwoér - 30ml
ptuczacy - Aspiracja(lub odlewanie)
Rozdzielenie
Zliczanie Zliczanie probéwek przez 60 sekund
Nr katal ogowy DI Asource Numer P.I. Nr aktudizagji :
KIP0409-K1P0408 1700444/pl 100719/1

Datawydania : 2010-07-19




IIpoueTeTe meTHsi MPOTOKOJ MPeEIN yOoTpeda

C-PEP II-RIA-CT

|. YIIOTPEBA

PamronMyHHO H3CienBaHe 3a KOMMYESCTBEHO M3MEpBaHe iN Vitro Ha chabpxaHueTo Ha voBernku C-
MIENTHI] B CEPYM.

II. OBIIA HHO®OPMALIUA

A. TlaTtenTtoBaHO UMe: DIAsource C-PEP I1-RIA-CT Kit

B. Karaso:xeHn Homep: K1P0409: 96 tecra
K1P0408: 4 X 96 Tecta

C. IIpousBeneHo oT: DIAsource ImmunoAssays S.A.

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

3a TexHMYecKa MOMOII WJIH MOPbYKA:
Ten.: +32 (0)67 88.99.99 daxkc: +32 (0)67 88.99.96

1. KIHHHUYEH IIPEIJIE]]

A. BuHoJornyHa akTHBHOCT

WHCYMUHBT ce cuHTe3upa B OeTa-KiIeTKuTe Ha JIaHTepXaHCOBUTE OCTPOBH KATO MOJIEKYIA-PEKYpPCOp,
MPOUHCYNIMH. B CeKpeTOpHUTE IpaHy/au Ha OeTa-KIETKUTE MPOUHCYIUHBT CE€ Pa3lelisl Ha MHCYIHH U
31-aMHHOKHCEIMHEH MENTH I, HapedeH cBbp3Bani nentu win C-nentua. MHcymuasT u C-IenTUaBT ce
CEKpETUpaT B €KBHUMOJIApPHM KoynudecTBa. Ilopaau mo-rojgeMusT moiaykuBoT Ha C-menrupa, obade,
HEroBaTa IIa3MeHa KOHIIEHTPAIIUS € T0-BUCOKA OT Ta3W Ha MHCY/IUHA.

OnpeensHeTo Ha ChAbPIKAIIUs ce B u1azMaTa C-NenTH I MO3BOJISIBAa U3BHPIIBAHETO HA KOJMYECTBEHA
OlIEHKA Ha MPOM3BEKIAHMS €HIOT€HEH HHCYJIUH, JOPU U IPU aIMHUHUCTPUPAHE HA €K30r€HEH HHCY/IMH
WK TP HAJIMYKME Ha [UPKYITUpAIIA aHTH-HHCYITMHOBU aHTHTENA.

Hemo moBeue, chabpxkanuero Ha C-TENTHI B ypUHATA € HAACKICH HHIEKC 3a MPOM3BEXKIAHMS
MHCYJIMH, KOraTo B3MMAHETO Ha KpPhBHA Npoba € TPyAHO WM KOraro TpsA0Ba 1a Ce HampaBh
HHTErpUpaHa OlleHKa Ha cekperusra Ha C-TenTu I 3a MepUo OT HAKOJIKO Jaca.

B. KumHu4yHM npuioKeHus
Ananu3 Ha QyHKIMATA HA OCTaTHYHUTE OeTa-KJIETKH MU AMadeT ¢ MHCYJIMHOBA Tepamus
Jlerexnus v HaOJIr0IaBaHe HA peMHUCHOHHATa (ha3a npu nauader Tu |
IMomorieH aHamu3 Ha AUQepeHIaTHaTa THarHOCTHKA Ha TruadeT T | (MHCYTHHO3aBUCHM) U
tur || (HEMHCYTHHO3aBHUCHM)
JluarHocTuka Ha MHCYJIMH-MHAYIMpaHaTa (alllinBa XUIOTITHKEM U
IMoxnomarane Ha AUATHOCTHKATA HA MHCYITHHOM (M3ClieIBaHEe HA HHCYTHHOBATA CYIIPECHs)
Kpurepwmii 3a nporaosupane Ha u3Xoa oT OpEeMEHHOCTTA IPHU JKEHH, CTPaJally OT JrHadeT
OmnpezersiHe Ha CEKpeIMsATa Ha MHCYJIUH IPH 3a00JIABaHe HA YSPHUS IPO0
CrneneHe Ha MaHKPEATEKTOMUU

U



\V. IDPHHIHUIIH HA METO/1A

OnpeeneHo KONMUecTBO HATOBApeH ¢ 22| TuposuH C-TENTH ce KOHKYpHpa ¢
nojiexamms Ha u3MepBaHe C-enTHg OT NPoOOHMTE, KOHTPOIMTE HIIU
KaauOpaToOpHUTE 32 ONPEAEICHO KOJIMIECTBO LICHTPOBE Ha CHELU(UIHY aHTHTEIA,
MMOOWIM3NPAHN Ha CTEHHTE Ha MOJMCTHPOJIOBH enpyBeTku. He e HeoOxommma
HHUTO eKCTpakKius, HUTO Xxpomarorpadus. Cren TpuyacoBa HHKYOAIMs IpPH
cTaiiHa TemIepaTypa KOHKYPEHTHaTa peakius IpuKitouBa ¢ acnupanus. Cien
TOBa eHpyBETKUTE ce u3MuBaT ¢ 3 Ml U3MuBALL PA3TBOP U OTHOBO CE aCIUPHUPAT.
HauepraBa ce kanmOpalnoHHA KpHBa M CE ONPEACISIT KOHLeHTpauuute Ha C-
HenTH B NpoOuTe Ha 6a3aTa HA MHTEPIIOJALMS HA JO3UTE OT KaJuOpalnoHHATA
KpUBa.

V. H3IIOJI3BAHH PEATEHTH

Pearentn KoamnuecTBo KoamnuecTBo LBeTen Ipuroresine
96 TecTa 4 x 96 Tecta KO/
Enpyserku,
]] HOKPHTH ¢ aHTU-C- 2x48 8x48 opanxe | I'oros 3a
TeTITU] ynorpeba
Ab 15 1 pnaxon 4 dakona YepBeH JobaBere
mohuIm3up mohuIM3up 6ml
HPOCHEH;{BAH'IO anu 175 kBq anu 4 x 175 JIeCTHIIMpaHa
BEIIECTBO: Tupo3sun C- kBq BOMA
HEITH]], HATOBAPEH C
o (HPLC ckana) BbB
docdaren 6ydep ¢
BOJICKH JKEJIaTHH U a3u ]
(<0.1%)
1 pnaxon 2 dmakona HKBIT JobaBere
Hynee KamuGparop B mopuIH3up mohuIM3up 3ml
aHK aHK JICCTHIIMPaHA
YOBELIKH CEPYM C THMOI
BOJA
CAL N 5 dmakona 10 pnakona HKBIT JobaBere
Kamu6parop -N =110 5 mohuIH3up mohuIH3up Iml
(B¥K TOYHHTE CTOHHOCTH aHK aHK JICCTHIIMPAHA
Ha eTHKeTa Ha (hJIakoOHHTE) BOJA
B YOBEIIKH CEPYM C THMOJI
WASH SOLN CONC | 1 pnakon 4 dakona Ka(siB Pa3penere
Wsmusarn pasrsop (TRIS- 0mi 0mi 70x e
JICCTHIIMPaHA
HCl)
BOJa
(u3nomnsBaiite
MarHuTeH
cenaparop)
CONTROL | N | 2 dmakona 4 dakona cpebbper | [loGaBere
Kontpom Lu 25 o3P mohuI3up Iml
aHK aHK JICCTHIIMPAHA
YOBEIIKH CEPYM C THMOI Boxa

3abenexka : 1. Vsnon3Baiite  HyneBHs KanmOpaTop 3a  CEpyMHHTE
pa3pexiaHusL.
2. 1 ng ot xanubpanuoHHus npenapart e paseH Ha 1 ng NIBSC
IRR 84/510

VI. CPE/ICTBA, KOHUTO HE CE OCHT'YPABAT

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

1.  JecrmimpaHa Boja

2. Ilunemn or: 50 pl , 100 pl u 1 ml (npemopbyBa ce W3MON3BAHETO HA
IPEeLU3HN UIETH C HAKPaHHULM 32 €JHOKPAaTHA YoTpeda ).
[MonrcTHpPOIIOBH ENpYBETKHM 3a eHOKpaTHa yrnotpeda (12 X 75 mm)
3aBUXPSIL CMECUTEN

MarnuTeH cenapaTop

5 ml aBromaTnuna cupuHuoska (tun Cornwall) 3a u3musane
Acnupannonsa cucrema (mo uz6op).

BesikakbB ramMa Oposid, KOMTO MOXKE 112 U3MepH YIIOTPEOEHOTO KOJIMYECTBO
15| (munrnmanen kanaurer ot 70%)

O N O W

VII. IIPUTIOTBAHE HA PEATEHTA

A. KaauGparopu: Pexoncrurympaiite HysneBust kammbOparop ¢ 3,0 ml
JIECTUIIMPaHa BOJIa, a ocTaHanuTe Kanubparopu ¢ 1,0 ml gectuimpana Boza.

B. Konrpoun: Pexoncrurynpaiire kontpoiure ¢ 1,0 ml necrnimpana Boga

C. [IlpocaeasiBamo BewecTBo: PekoHctuTynpaiite Tpeiicepa ¢ 6,0 ml
JIECTUIIPaHa BOJA.

D. Pa6Goren u3mmBam pastrBop: IloarorBere ajexkBaTeH 00eM OT pabOTHHS
M3MHBAILl Pa3TBOP 4Ype3 pobasiHeTo Ha 69 obema aecTuiMpaHa Boja KbM 1
obem ot uamuBauws pa3rop (70X). M3non3saiire MarHuTeH cenaparop, 3a
ma XoMoreHusupate. VI3XBbpieTe HEymoTpeOCHOTO KOJMYECTBO OT
PabOTHHUSI K3MHBAILL PA3TBOP B Kpasi HA JACHS.

VIII. CbXPAHEHHUE H CPOK HA I'OJHOCT HA PEATEHTHTE

- Bcuuky KOMIIOHEHTH Ha KMTA ca CTAOWJIHY 10 JaTaTa Ha CPOKa Ha TOJHOCT,
MIOCOYCH Ha ONAKOBKaTa, IPH TeMmIepaTypa Ha cbxpaHenue ot 2 °C po 8°C
IPEAU OTBAPSHE MIIM PEKOHCTUTYUPAHE.

- Cuien pastBapsiHe, TpeiichpbT |/ mpocienssamo BewecTo/ TpsOBa aa ce
U3M0J3Ba He3abaBHO WIIM Jla ce ChXpaHsBa mpu Temmeparypa - 20°C no
JlaTaTa Ha CpOKa Ha TOHOCT.

- Cren pa3rBapsiHe KaJluOpaTOPUTE M KOHTPOJMTE Ca MHOTO HECTaOWIIHH,
U3MON3BaliTe TW He3abaBHO ciex pasTBapsHe. [Ipu MO-IPOXBIDKUTETHN
nepuoau Ha CbXpPaHCHHUE TpﬂﬁBa Ja C€ MNPUTOTBAT aJIMKBOTH MU Ja C€
coxpansiBar npu —20°C 3a He mnoBede or 3 Mecena. M30sreaiite
HOCJIEBALINTE [IMKJIM HA 3aMpassiBaHe - Pa3MpassBaHe.

- Ilpsicho mnpurorBeHuss PaGoTeH wu3MuBall pa3TBOp TpsiOBa na Obiae
H3I10JI3BaH ChbIIUsA ACH.

- IlpoMenn BBB (U3MYECKHS BHJ HAa pEAreHTHTE HA KUTa HHAULMpAT
HECTaOMIIHOCT MJIM HETrOJHOCT.

IX. CBBUPAHE HA ITPOFUTE H ObPABOTKA

CepyMbT TpsiOBa fa ce chXpaHsBa IpH Temiepatypu 2-8°C.

AKO TecTBT HE Ce HampaBd B paMKuTe Ha 8 wyaca, ce HpeHopbyBa
chbXpaHeHue npu Temuneparypa -20°C.

W306srBaiiTe nmocieABaliy UKIJIM Ha 3aMpa3siBaHe-pa3MpassiBaHe.

X. IMPOLEAYPA

A. OO GeseRKH

He u3non3Baiite kuta WM KOMIIOHEHTHTE My CJIe]] AaTaTa Ha U3THYaHE CpoKa Ha
rogHoct. He cmecBaiite MaTtepuanu OT pasiuyHuM naprtuau kurtose. Ilpenn
ynoTpeda ocTaBeTe BCHYKH PEareHTH Ha CTaiiHa TemIeparypa.

BHUMATEIHO CMECBalTe BCHUYKH PEArcHTH C MPOOHUTE 4Ype3 HEKHO pakiiallaHe
WIM BBPTEIMBO pa3MecBaHe. 3a 1a H30erHeTe KpbCTOCAHA KOHTAMHMHALWS,
M3M0JI3BAlTE YHMCT MHUIMETEH HaKpallHUK 3a eHOKpaTHA ynoTrpeda 3a 100aBsHETO
Ha BCEKH peareHT KbM ChOTBETHATa pooda.

Bl/lCOKO NPEUU3UPAHUTE NMUNETA WKW aBTOMATUYHUTE IMUIICTH 614xa l'lOLlOﬁpl/lJ'll/l
TouHocTTa. CHOOpa3siBaiiTe ce ¢ BpEMETO 3a HHKyOaLusl.

IMoxrorsere KannOpanMOHHA KPHBA 32 BCSKO H3MEPBAHE U He H3I0JI3BaliTe JaHHU
OT NPEAMIIHU U3MEPBAaHUA.

B. IIpoueaypa

1. Osnauere JBe NO JBE MOKPUTHTE CIPYBETKH 3a BCEKH KaiuOpaTop,
KOHTpOJIa ¥ 1po0ba. 3a onpesersiHe Ha obwust Opoi uMITysicH, o6o3Hauere 2
HOPMAJIHH EIPYBETKH.

2. Pa3knaTtere 3a KpaTko BpeMe KaJnOpaTOpPUTE, KOHTPOJUTE H NpoOUTEe U
pasnpeznenere mo 100 pl oT BCAKO B CbOTBETHUTE SHPYBETKH.

Ta3u onepanusi TpsAdBa Aa ce MU3BBPIIM B PAMKHUTe Ha 15 MUHYTH.

3. Pasupenenere 50 pl thposun C-nenTui, HATOBapeH C “2°HOJ BBB BCSKA
eNpyBETKa, BKIIOYUTEIHO B HEMOKPUTHTE CNPYBETKH 3a 00LIOTO
npedposiBaHe.

4, Pa3kiatere HSKHO C pbKa KOHTEHHEpa ¢ elMpyBETKHTE, 33 Jia 0CBOOOIUTE
BCSIKO OCTAaHAJIO BB3IYIIHO MEXypUe.

5.  HuxyGupaiite 3a 3 yaca npu craifHa Temmeparypa.

6.  Acnupupaiite (1M npeneiTe) ChAbPKAHUETO Ha BCSKA enpyBeTka (OCBEH
eNpyBETKUTE 3a ONpelesaHe Ha obums Opoil uMmyncu). YBepere ce, 4e
IUIACTMACOBHAT Kpail Ha acmuparopa IOCTHra IHHOTO HAa MOKpHUTaTa
eNpyBETKa, 32 1a MOXKE 112 OTCTPAHHU LSUIATa TEIHOCT.

7. Vsmwuiire enpyserkute ¢ 3 ml PaGoren PastBop 3a wu3muBane (c
M3KIIFOYEHHE Ha 061ms Opoil) u acnupupaiite (nm npesneiire). M36srsaiite
pasrieHBaHe 110 BpeMe Ha jgo0aBsiHeTo Ha PaGoTHus Pa3TBop 3a u3MuBaHe.

8. OcraBere eNpyBETKHTE B H3MPABEHO MOJIOKCHHE 32 JBE MHHYTH H
acIUpUPaiTe OCTAHAINTE KAIKH TEIHOCT.

9.  Oruerere enpyBeTkuTe B rama 6posiy 3a 60 cexyHau.

Xl. H3YHCIIABAHE HA PE3YIITATHTE

1. H3uuciere cpeHOTO ApPUTMETUYHO HA PE3YJITATUTE, IIOJIYUYCHH OT ABE 10
JIBE CIPYBETKUTE.

2. V3umciere cBbp3BalaTa PaJMOAKTHBHOCT KAaTo MPOLEHT OT CBBP3BAHETO,
omnpejeseH npu Hynesara kanuOpaunonHa touka (0) cropex cieaHara
dopmyia :

3. Msnomnspaiiku 3 qMKIMYHA ceMU-IorapuTMuuHa win logit-log rpaduuna
xaprusi, Hanecere (B/B0(%)) croiiHocTuTe 32 BCsIKA KaMOpalOHHA TOYKa
kato (yHkuus Ha C-enTH KOHIEHTPALHsTa Ha BCSIKA KaIHOpalnoHHa
TOYKa. OTXB’preTe OYCBHIHUTEC OTKJIOHCHHA. .



B/BO (%) = 6poii (KanuGparop 1 npoba) x 100

D. Tounoct

6poii (Hynes Kanmu6paro) TECT C PA3PEXXJIAHE
Ipoda Pazpexnane TeopeTnyHa H3mepena
4,  KoMIIOTHPHO aCHCTHPAHU METOJM ChIIO MOraT Jia ObJIaT W3M0JIBaHH, 32 1a KO?;;‘;T};:SM KO?;;‘;T};:SM
ce NOCTPOH KalIMOpallMOHHATA KpHBA. AKO Ce HU3I10JI3Ba ABTOMATHYEH METO/
Ha 00paboTKa Ha pe3yaTaTHTe, ce IPernopbyBa MOAXOsmA 4-TapaMeTpoBa Cepym 11 _ 6,99
JIOTHCTUYHA KPUBA. 12 3,50 3,04
5. Upes unrepnonauus Ha (B/BO (%)) croiiHocTHTE OT MpodaTa ce OnpenessT U4 1,75 1,56
C-nenty/ KOHIIEHTPALMKUTE HA IPOOUTE OT KaIMOpaliOHHATA KPHBA. 8 087 0,80
6. IIpoueHTHT Ha OOLIOTO MPOCIIEASBAILO BEIIECTBO, CBHP3aHO MPH JIMIICA Ha vie 044 046
nenatoBapen C-mentua (BO/T), TpsOsa ma ce mpoBepd  3a BCIKO ggi 8ﬁ 83573
u3cle/iBaHe. ' '
IIpoGure 6s1xa pa3peieHu ¢ HyJIeB KalubpaTop
XIl. XAPAKTEPHH /IAHHH
BBH3CTAHOBUTEJIEH TECT
JlaHHHTE, H3JI0XKEHHU MO-JI0JTy Ca CaMO 3a HJIIOCTPALUs ¥ HUKOra He OuBa jaa ce Ipo6a TloGasen C- BhicTanoBen BhicTanoBen
M3I0JI3BaT BMECTO HCTHHCKATA KaJIMOpallnOHHA KpUBa. nenTHx C-nentux (%)
(pmol/ml) (pmol/ml)
C-nentunx cpm B/Bo (%) CepyM 0.14 0.14 100
0.17 0.19 112
061 6poit 75295 0.22 0.22 100
0.39 0.44 113
Kam6parop 0,0 pmol/ml 17690 100,0 114 112 98
0,09 pmol/ml 14319 80,9 3.14 3.02 96
0,29 pmol/ml 11618 65,7
0,95 pmol/ml 6534 36,9
2,98 pmol/ml 3361 190 KonBepcronen hakrop:
9,94 pmol/mi 1379 8 Ot ng/ml no pmol/ml : : 3

XU . A3INBJIHEHHE H OTPAHHYEHUA

A. OnpejesieH TUMUT

JlBasieceT HyJieBH KanuOpatopa ca OMIM M3MHTaHH 33€QHO C KOMIUICKT OT JPYru
kamubpatopu. OnpeneseHus JIMMHT, Ae(pUHAPAH KAaTo sIBHATA KOHLEHTPALHS HA
JIBe CTAHIAPTHH OTKJIOHEHMsS HAaJ CPeAHHs Opoil MpH HyJIeBO CBBP3BaHE, € OHII
0,04 pmol/ml.

B. Cnenn¢gnunocr
IlpoLeHThT Ha KpbCTOCAHA pEAKLHMS, MPEICHEH 4Ype3 CpaBHSIBaHE C
KoHIeHTpalusTa npu 50% noTrckaHe, € CbOTBETHO:

. 3akbCcHeHHe

Kakro e mokasaHo 1o-70iy, pe3yiaraTuTe OT M3[MHTBAHETO OCTABAT TOYHH JOPH
Koraro npobara e pasmnpenencHa 15 MUHYTH ciiell KaTo KanuOpatopbT € Oui
1100aBEeH KbM IIOKPHTATa CIPYBETKA.

3aKbCHEHUE
Cepym o 5 10 15 20 30
pmol/ml
C1 0,66 0,53 0,55 0,61 0,52 041
c2 2,27 2,14 2,58 1,90 1,79 2,07

C'belll/lHeH“e Kp'bcTOcaHa PEAKTHBHOCT
(%)
BHOCHHTETHYCH YOBCLIKU TPOUHCYIIMH 5,6%
YoBewUIKHU III0KaroH -
YoBeLIKU UHCYIIUH -
I'. Ipenusnoct
110 BPEME HA U3IIMTBAHETO MEXY N3IIMTBAHETO
Cepym N <X>*SD CcVv Cepym N <X>+SD CcVv
(pmol/ml) (%) (pmol/ml) (%)

24 | 028003 | 10.7
26 | 121+004 | 33
24 | 018001 | 56
24 | 068004 |59 22 0.65+ 0.05 .7

21 0.28+0.03 10.7
21 112+0.11 9.8
0.17 + 0.02 118

moow?>
moow?>
N

24 | 160011 | 69 22 168+ 0.12 7.1

SD : Crangaprro otkionenue; CV: KoeduuneHnT Ha Bapuans

XIV. BBTPELIIEH KAYECTBEH KOHTPOJI

- Ako pesynrature, nonydenn 3a Konrtpona 1 w/wim Kontpona 2 He ca B
paMKUTE Ha HHUBOTO, YKa3aHO Ha €THKETa Ha ()JIaKOHA, TO PE3YJITATHTE He
Morar Aa ObJaT M3MOJI3BaHH, OCBEH aKO HE Ce PEJOCTaBH 33aI0BOJUTEIHO
00sICHEeHHE HA TOBA HECHOTBETCTBHE.

- Ilo sxenaHue, Besika J1abOpaTOpUsi MOXKE Jla CH HalpaBH COOCTBEH KOMILIEKT
OT KOHTPOJIHH NPOOH, KOMTO TPSOBa [1a ce ChbXPaHsBAT 3aMpPa3eHH B KPaTHH
CbOTHOILICHHUS.

- Kpurepunte 3a mpueMaHe Ha pa3iukaTta OT ABOWHUTE peE3yJNTaTH Ha
npodute TpsiOBa jaa ce onupat Ha JloOpara JlabopatopHa ITpakTuka.

XV. PEQEPEHTHH HHTEPBATH

CTOHOCTHTE, II0Ka3aHU MO-/0JIy, Ca HPEAOCTABEHH CaMO 3a HAIIBTCTBHE; BCSKA
nabopaTopusi TpssOBa Ja yCTAHOBH CBOM COOCTBEH HOpMaJieH 00XBar Ha
CTOHHOCTH.

B rpyma or 79 HopMamHH cyOeKkTa M3YMCICHATa CpEAHAa CTOMHOCT Ha
KOHIeHTpauusta Ha dosewkn C-nentug 6e 1.02 pmol/ml (a ananaszoust - OT
2.5% no 97.5%: 0.59 - 1.56 pmol/ml).

XVI. IIPEJIIA3SHH MEPKH U IIPE/]YIIPEK/ITEHHA

Besonacnoct

Camo 3a in Vitro guarsocTuka.

Tosu HaGop chabpxa 2| (momyxuBotT: 60 fHu), eMutHpa iorm3upamm X (28
keV) u y (35.5 keV) npuenus.

To3u pagnMoOaKTHBEH MPOLYKT MOXE Ja Ce IpeHacss M Ja Ce M3M0J3Ba caMo OT
OTOPH3MPAHH JIMLA; MOKYIKAaTa, ChbXPaHCHHWETO, yrnorpedara M pa3MsHaTa Ha
paJOaKTUBHY MPOAYKTH Ca MPEAMET Ha 3aKOHOJATEJICTBOTO HA JbpKaBaTa, Ha
KpaiiHus notpebuten. To3u npoayKkT He OMBa B HUKAKbB CIydail 1a ce mpuiara
Ha XOpa HUJIk )KUBOTHHU.

BopaBeHeTo ¢ paanakTUBHUS HPOIAYKT TPsiOBa /i@ ce M3BbPIUBA B ONPE/ACIICHa 32
LesTa TePUTOPHsL, aied OT PEeryJisipHU 30HM Ha NpeMuHaBaHe. B maGoparopusita



TpsiOBa Ja ce MOJIbp)Ka [HEBHHK 3a II0JIy4aBAaHETO M CbXPaHEHHETO Ha XVII. OBOBIIIEHHUE HA IIPOTOKOJIA
pasNoaKTHBHU MaTepuanu. JlaboparopHaTta eKMIMPOBKA M CTBKIAPHUs, KOHTO
Morar Ja 0bJaT KOHTAMHHHPAHU C PaJHOAKTUBHHU CyOCTaHLNH, TPs1OBa aa Obaar

OTAeNeHH C Iel Ja ce HM30erHe KpbCTOCAHA KOHTAMMHALMA C PasjMYHH OBLIA KAJIMEPATOPU TPOBA ()
PAIMON30TONIH. AKTUBHOCT ul KOHTPOJIN
BesikakBH  pafMioOaKTHBHM HPBCKH TPsiOBa 1Oa ce IOYMCTBAT He3abaBHO B W W
CHOTBETCTBHE € NPOLEAYPUTE 3a pajHalioHHa Oe30macHOCT. PajnoakTHBHHTE Kam6paropu (0-5) - 100 -
oTmagblM TpsOBa 1a ce U3XBBPILIT, CIEIBAKH MECTHHTE HapeabH U ITpoGu, KoHTpoIH - - 100
PBKOBOJCTBA Ha BIACTHUTE, YHPAKHABSIUM FOPUCIUKLHATA, HAJX J1abopaTopuuTe. Tpeticbp S0 50 50
IlpuaspkaHeTo KbM OCHOBHHUTE MpaBWiIa 33 PaJUIMOHHA OE30MACHOCT .

OCUT'ypsIBaT aJIeKBaTHA 3aILUTA. Unky6auns 8 aca npu craifHa TeMneparypa
YoBemkure KPBbBHU KOMIIOHEHTH, BKJIFOYCHH B KHTa, Ca 6l/lJ'll/l TECTYyBaHU 4YpeE3

onobpenn or Espomneiickn u/mim FDA (AmepukaHcka areHuusi [0 XpaHHUTE H Cermapauns B acimpupaiite (i npesteiite)
JIeKapcTBaTa) METOIM M ca jJand orpuuarened pesynrar 3a HbsAg, antu-HCV, WsMuBan pasteop R 3.0ml
autu-HIV-1 u 2. Hsima u3BecTeH MeToa, KOWTO Ja JaBa bJjHA rapaHiys 3a TOBa, Cenapauust - acripupaiite (nim npeseiire)
4ye YOBELIKUTE KPBbBHU aepuBatd He npeHacsar xenartut, CIIMH wm npyru

nHbekunu. ETo 3a10, 60paBeHETO ChC PEareHTUTE, CEPyMHUTE MM IUIA3MEHUTE Bpoete Oruerete enpyserkirre 3a 60 cekyH

npoou TpsioBa aa Ob/e B ChOTBETCBHE C MECTHHTE MPOLIEAYPH MO 6€30I1aCHOCT.

Benuky JKMBOTHHCKM TPONYKTH W JACPHBATH ca OwiH CbOMpaHH OT 37ApaBH

KUBOTHH. BOJICKMTE KOMIIOHEHTH Ca ¢ IPOH3XO/ OT CTpanH, kbaero BSE (Boicka

cepyMHa eHuedanonartis) He ¢ Ouia ycraHoBsBaHa. HesaBucumo OT TOBa, DIASOUrCe Karaior HoMep: P.l. HoMep: HoMep Ha peBusis:
KOMITOHEHTHTE, ChIbPKAIIN JKUBOTHHCKA CYOCTaHIIMH TPsOBa 1a ce TpEeTHpaT KI1P0409 - KIP0408 1700444/bu 100719/1
KaTo MOTCHIIMAJIHO l/lH(beKLll/l03Hl/l.

W36sirBaiite KakbBTO M Ja OWIIO KOXEH KOHTaKT C peareHTHTe (ChIbpKar

HATPHEB a3u/l KATO KOHCEPBAHT). A3HABT B TO3H KHT MOXE /12 pearupa ¢ 0J0BOTO Jlara na pesusust: 2010-07-19
U ME€ATa BbB BOAOINPOBOJHHUTE MHCTAJALlMM KAaTO IO TO3UW HAYMUH CC IOJy4daBaT

CUJIHO C€KCIUIO3UBHW MCTAJIHU a3uu. HO BpEMEC Ha U3MHUBHHA €Tall, l'lpOMPlﬁTe

ChC CHJIHA M OOMJIHA CTPYsI BOJA KaHAJIM3aLUATA, 32 Aa u3bernere opMHUpPAHETO

Ha a3uau.

He nyuwiere, He mnuiiTe, HE SDKTE M HE CH Cllaraiite Ko3MeTHKa B paboTHaTa

Tepuropus. He munerupaiite ¢ ycra. M3nomnssaiiTe 3aliTHO 00JICKIIO M PhKaBHIIU

3a eHOKpaTHa yrnoTpeoa.
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Used symbols

Symboles utilisés

Consult instructions for use

Consulter lesinstructions d' utilisation

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

LoT] Batch code Numéro de lot

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

In vitro diagnostic medica device

Dispositif médical de diagnostic in vitro

Manufacturer

Fabricant

Contains sufficient for <n> tests

Contenu suffisant pour <n> tests

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

Cadlibrator diluent

Diluant de caibrateur

Reconstitution solution

Solution de reconstitution

Polyethylene glycol

Glycol Polyéthyléne

Extraction solution

Solution d’extraction

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

Neutraization solution

Solution de neutralisation

Tracer buffer

Tampon traceur

Microtiterplate

Microplaque detitration

Conjugeate buffer

Ab | HRP HRP Conjugate HRP Conjugué

Ag | HRP HRP Conjugate HRP Conjugué

Ab | HRP | CONC HRP Conjugate concentrate HRP Conjugué concentré

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

Chromogenic TMB concentrate

Chromogéne TMB concentré

CHROM TMB | CONC

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

Biotin conjugate concentrate

Biotine conjugué concentré

Avidine HRP concentrate

Avidine HRP concentré

Assay buffer

Tampon de test

Biotin conjugate

Biotine conjugué

Specific Antibody

Anticorps spécifique

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

Gebrauchte Symbolen

il Raadpleeg de gebruiksaanwijzing Gebrauchsanweisung beachten

f ] Bewaartemperatuur Lagern bei

= Houdbaar tot Verwendbar bis

LoT] Lotnummer Chargenbezeichnung

REF Catal ogusnummer BestellInummer
[BOHTROL] Controle Kontrolle

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

| Fabrikant Hersteller

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

Wasoplossing, geconcentreerd

Waschl6sung-Konzentrat

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

Extractieoplossing

Extraktionsl6sung

ELU | SOLN Elutieoplossing Eluierungslsung

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

Microtiterplaat Mikrotiterplatte

Ab | HRP HRP Conjugaat HRP Konjugat

Ag | HRP HRP Conjugaat HRP Konjugat

Ab | HRP | CONC HRP Conjugaat geconcentreerd HRP Konjugat Konzentrat

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

SUB | BUF Substraatbuffer Substratpuffer

STOP | SOLN Stopoplossing Stoppl &sung

INC | SR Incubatieserum Inkubationsserum

BUF Buffer Puffer

Ab AP AP Conjugaat AP Konjugat

SUB | PNPP Substraat PNPP Substrat PNPP

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

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

Ab | BIOT Biotine conjugaat Biotin-Konjugat

m Specifiek antilichaam Spezifischer Antikorper

Streptavidine-HRP concentraat

HRP Streptavidinkonzentrat

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

Simbolos utilisados

Consultare leistruzioni per I'uso

Consultar las instrucciones de uso

Limitazioni di temperatura

Limitacion de temperatura

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

Contenuto sufficiente per <n> saggi

Contenido suficiente para<n> ensayos

£\ «at
9 .
g
z

CONC

Tampone di lavaggio concentrato

Solucion de lavado concentrada

CAL 0 Cadlibratore zero Calibrador cero

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

Ag | 1250 Marcato Trazador

Ab | 1280 Marcato Trazador

Ag | 1251 | conc Marcato concentrato Trazador concentrada

Ab 1251 CONC

Marcato concentrato

Trazador concentrada

]

Provette

Tubos

INC | BUF Tampone incubazione Tampdn de incubacion

ACETONITRILE Acetonitrile Acetonitrilo

SERUM Siero Suero

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

Diluente cdibratore

Diluyente de calibrador

RE( SOLN

Soluzione di ricostituzione

Solucion de Reconstitucion

Polietilenglicole

Glicol Polietileno

EXTR [ SOLN

Soluzione di estrazione

Solucion de extraccion

ELU SOLN

Soluzione di eluizione

Solucién de elucion

T

Cartucce di silice bond elut

Cartuchos Bond Elut Silica

PRE SOLN

Soluzionedi pretrattamento

Solucion de Pre-tratamiento

NEUTR | SOLN

:

Soluzione di neutralizzazione

Solucion de Neutralizacion

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

Q
Q
z
&

BUF

Buffer coniugato

Tamp6n de Conjugado

CHROM ™B CONC

Cromogena TMB concentrato

Cromégena TMB concentrada

CHROM | T™MB

Soluzione cromogena TMB

Solucién Cromégena TMB

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

BIOT CONJ | CONC

Concentrato coniugato con biotina

Concentrado de conjugado de biotina

AVID HRP | CONC

Concentrato avidinaHRP

Concentrado avidinaHRP

ASS BUF

Soluzione tampone per test

Tampoén de ensayo

Ab BIOT

Coniugato con biotina

Conjugado de biotina

i

Al

Anticorpo Specifico

Anticuerpo especifico

SAV HRP | CONC

Streptavidina-HRP concentrata

Estreptavidina-HRP Concentrado

N8 Legame non-specifico Uni6n no especifica
2nd Ab 2° Anticorpo Segundo anticuerpo
ESEE Tampone Adidificante Tampon de Acidificacion




Revision nr 070716

P.I. Number : 1701000
Simbolos utilizados Anvanda symboler
il Consulteinstrugdes de utilizagio Lés instruktionerna fére anvandning

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

Contetido suficiente para<n> testes

Innehdllet racker till <n> prover

WASH | SOLN | CONC

Solucdo de lavagem concentrada

Tvéttl6sning, koncentrerad

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

Diluente do calibrador

Kalibratordiluent

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

EXTR | SOLN Solucdo de Extraccéo Extraktionsl&sning

BU | SN Soluggo de Eluicio Elueringsl6sning

Cartuchos de silicaBond Elut

Silikonpatroner for elueringsbindning

Soluggo de pré-tratamento

Forbehandlingsl 6sning

Solugéo de neutralizagéo

Neutraliseringsl ésning

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

CHROM ™B CONC

Cromogénica TMB concentrada

Kromogeniskt TM B-koncentrat

CHROM | T™MB

Solugdo Cromogénica TMB

Kromogenisk TMB-I&sning

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

BIOT CONJ | CONC

Concentrado conjugado de biotina

Biotinkonjugat koncentrat

AVID HRP | CONC

Concentrado HRP de avidina

Avidin HRP-koncentrat

ASS BUF

Tampéo de ensaio

Provbuffert

Ab BIOT

Conjugado de biotina

Biotinkonjugat

Al

Anticorpo especifico

|1

Tampéo de acidificaggo

HRP | CONC Estreptavidina HRP concentrado -

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

Anvendte symboler

ZvpPovievteite Tig 0dNyieg xpriong

Laes brugsvejledningen

Oeppokpacio amobikevong

Opbevaringstemperatur

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

In Vitro Awyvootiké lotpoteyvortytkd mpotdv

Medicinsk udstyr til in vitro-diagnosticering

Kataokevaomg

Fabrikant

Tepeyopevo emapkég yuo «» eEeTdoElg

Indeholder nok til <n> test

ZUUTUKVOUEVO SLHAVLLOL EKTAVONG

Koncentreret vaskeopl gsning

CAL 0 Mndevikog Babpovountg Nul-kalibrator

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

Ag | 125l IynOétng Marker

Ab | 1280 IynOétng Marker

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

INC | BUF Pubpiotikd didhopa endaong Inkubati onsbuffer
ACETONITRILE Axetovirpilio Acetonitril

SERUM Opog Serum

DL | SPE Awihopa apainong detypdtmv Provediluent

DL | BUF Pubpiotikd didhvpo apaioong Fortyndingsbuffer

ANTISERUM Avtiopog Antiserum
IMMUNOADSORBENT AvocompoopoenTikd Immonoadsorbent

Addopa Tpoemeepyaciog

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

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

ZUUTVKVOUEVO avTIdpactiplo cuievypévo pe Protivn

Biotin konjugat koncentrat

Zopmokvopévo dtdivpo ofdivng-HRP

Avidin HRP koncentrat

PuBiotiko stddvpo Tposdopicron

Provebuffer

avTIdPuoTHPLo GLEEVYHEVO ne Plotivn

Biotin konjugat

Ewdwo6 Avticopo

PuBiotiko Atdivpo 6&vo

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

| ACID | BUF | -
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Stosowane symbole

Hasmnalt szimbélumok

Przed zastosowaniem zapoznac si¢ z instrukcja

Olvassa e ahaszndati Gtmutat6t

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

Producent

Gyarto

Zawartos¢ wystarczajaca do <n> testow

Tartalma <n> teszt el végzésére el egendd

WASH | SOLN | CONC

Roztwér ptuczacy stezony

Moso folyadék koncentrétum

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

Ag 1251

Znacznik izotopowy

Nyomjelz6 izotop

Ab 1251

Znacznik izotopowy

Nyomjelz6 izotop

Ag 1251 | CONC

Znacznik izotopowy stezony

Nyomjelz6 izotép koncentrdtum

Ab 1251 CONC

Znacznik izotopowy stezony

Nyomjelz6 izotép koncentrdtum

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

Rozcienczanik kalibratora

Kalibrétor higité

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

EXTR | SOLN Roztwor ekstrakeyjny Extrakci6s ol dat

ELU | SON Roztwor eucyjny Elud 6 oldat

Kolumny krzemionkowe Bond Elut

Bond Elut Silicaszilikagél patronok

Roztwér do przygotowania wstepnego

Elékezel 6 oldat

Roztwér neutralizujacy

Semlegesité oldat

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

CHROM ™B CONC

Koncentrat chromogenu TMB (czterometylobenzydyny)

Kromogén TMB koncentrdum

CHROM | T™MB

Roztwér chromogenu TMB (czterometylobenzydyny)

Kromogén TMB oldat

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

p-nitrofenyl ofosforan substratowy

Szubsztrét PNPP

BIOT CONJ | CONC

Koncentrat koniugatu biotyny

Biotin konjugatum koncentrétum

AVID HRP | CONC

Koncentrat peroksydazy chrzanowej z awidyna

Avidin HRP koncentrdtum

ASS BUF

Bufor do oznaczania

Vizsgdlati puffer

Ab BIOT

Koniugatu biotyny

Biotin konjugdtum

Al

Przeciwciato swoiste

Specifikus ellenanyag

|1

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

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

Karanosxen Homep

Konrpon

W1 BUTPO TMArHOCTHYHO MEMIIMHCKO H3/IeIHe

Ipoussoauren

Cun;p)l(aﬂne JIOCTaTh4HO 3a <N> TecTa

KonueHTprpan u3MHBal pa3sTBop

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

A Tpeiicsp

i i Tpeiicep

Konuenrpupan Mapkep

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

Paspeauten 3a kanubpatopa

Ipecn3naBany pa3Tsop

Tonuerunen rMkomn

ExcrpakToB pa3tBop

PastBop 3a emounpane

CHITHKAreTHH TBJIHUTENTN

Ipen-neueben pazTBOp

Heyrpanusupani parsop

Mapkepen Oydep

MHuKpPOTHTBPHA IIACTHHA

HRP xontorar / Konrorar Ha XpsiHOBa [IepOKCHa3a

HRP xontorar / Konrorar Ha XpsiHOBa [IepOKCHa3a

HRP KoHIOTHpaH KOHLEHTPAT

HRP KoHIOTHpaH KOHLEHTPAT

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

su | BUF Cyb6crparen Oydep

STOP | SOLN Cron pa3TBOp

INC | SR HHKy6armoHeH cepym

suF Bydep
Ab AP

AP kontorar / KoHIOraT Ha ankaiHa gocdaraza

PNPP

Cy6cerpar PNPP / mapa wutpodenun pocdar

buoTnH KOHIOTHpaH KOHLEHTpAT

AVID HRP | CONC

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

AsuanH HRP konueHTpar

Bydep 3a npobure

buotun xoHiorar

crnenupuIHO AHTHTAIIO

crpenrtasuaud HRP koHLeHTpat

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

KHcenuHu3upai oydep
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