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Read entire protocol before use.

1,25(0H),-VIT.D-RIA-CT

INTENDED USE

Radioimmunoassay for the in vitro quantitative measurement of human 1,25(OH),-Vitamin D
(1,25(0OH),-Vit.D) in serum and plasma.

GENERAL INFORMATION

Proprietary name: DIAsource 1,25(0OH)-VIT.D-RIA-CT Kit
Catalog number : KIP1929: 48tests
Manufactured by : DIAsource ImmunoAssays S.A.

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

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

CLINICAL BACKGROUND

Biological activities

Vitamin D3 is mainly synthesized in the skin from 7- dehydrocholesterol and is partially from dietary
origin. In the liver, Vitamin D3 is hydroxylated on carbon 25 to produce the obligatory intermediate
25-OH-D3. 25-OH-D3 must be metabolized further before it can carry out the functions of Vitamin D on
intestine, kidney and bone. This subsequent reaction takes place exclusively in the kidney in the non-
pregnant mammal. Thus 25-OH-D3 is further hydroxylated in the lo-position to produce 1,25
dihydroxyvitamin D3 (10,25-(OH),D3).

In addition to renal tissue, placenta of pregnant women and macrophage cells in case of sarcoidis can also
produce some amount of 1a,25-(OH),D3. 1a,25-(0OH),D3 is the active form of Vitamin D with regard to the
known functions whereas 25-OH-D3 and Vitamin D3 itself can be excluded as being physiologically
functional. Furthermore since 1a,25-(OH),D3 is produced in the kidney and has some of its functions in the
bone and intestine, it must be considered as a hormone. This hormone stimulates the intestinal absorption of
both calcium and phosphorus. It also stimulates bone resorption and mineralization thereby preventing the
development of rickets and osteomalacia.

1a,25-(OH),D3 might also be active in other tissues responsible for Calcium transport (placenta, kidney,
mammary gland, ..) and endocrine glands such as parathyroid glands. 1a,25-(OH),D3 is rapidly
metabolized and its lifetime is approximately 2-4 hin plasma. Its main metabolite is calcitroic acid, a C-23
carboxylic derivative essentially without any biological activity. In addition to this pathway, 1 a,25-
(OH),D3 undergoes 24-hydroxylation to produce 1,24,25-trihydroxy-Vitamin D3. This compound has less
biological activity than its parent and this metabolism is considered as a minor pathway.

The levels of 1a,25-(0OH),D3 in plasma or serum is 100 to 1000 less than that of 25-OH-D3. Dueto itslow
concentrations and the presence of many similar metabolites, the measurement of 1a,25-(OH),D3 requires
extraction and separation either by HPLC or by column chromatography.

Clinical application

The measurement of circulating 1a,25-(OH),D3 is indicated in several disorders affecting calcium
metabolism such as : sarcoidosis, rena failure, hyper and hypo-parathyroidism, rickets, tumor-associated
hypercalcemia, Vitamin-resistant dysfunction and treatment with anti-convul sive medication.



IV. PRINCIPLES OF THE METHOD

Only samples and contrals, not the calibrators, are extracted with a mix of
solvents and applied on cartridges to separate 1,25(0OH) , Vitamin-D from other
Vitamin-D metabolites. After dution of samples and controls, the calibrators,
samples and controls are incubated in coated tubes. A fixed amount of %I
labelled 1,25(0H), Vitamin D competes with the 1,25(0OH), Vitamin D to be
measured present in the sample or in the calibrator for a fixed amount of antibody
sites immobilized on the wall of a polystyrene tube. After an overnight
incubation at room temperature, an aspiration step terminates the competition
reaction. The tubes are then washed with washing solution and aspirated. A
calibration curve is plotted and the 1,25(0OH) , Vitamin D concentrations of the
samples are determined by dose interpolation from the calibration curve.

V. REAGENTS PROVIDED

Reagents 48 Test Kit Colour Reconstitution
Code
Tubes coated with anti 1x48 green | Ready for use
1,25(0H),-Vitamin D
125, 1vial red Add 26 ml
Ag | - S .
lyophilised reconstitution solution
75kBq
TRACER: ®lodine labelled
1,25(0H)2-Vitamin D (HPLC
grade) in phosphate buffer with
bovine casein and gentamycin.
5vials yellow | Add 2 ml elution
CAL N
- lyophilised solution
Calibrators-N=1t05
(see exact values on vial labels) in
phosphate buffer with bovine
casein and gentamycin
| WASH ‘ SOLN | CONC ‘ 1vial brown Dilute 70 x with

10ml distilled water (use a
magnetic stirrer).

Wash solution (TRIS-HCI)

2vids siiver | Add 2 ml distilled water
lyophilised

Controls- N =1or 2
in human plasmawith gentamycin

1vial black Ready for use
| REC ‘ SOLN | 0m
Reconstitution Solution:
phosphate buffer with bovine
casein and azide (<0.1%)

1via green Ready for use

ELU SOLN 30ml
Elution Solution: phosphate
buffer with bovine casein,
methanol and azide (<0.1%)
20 Storeat R.T.

GEL

Bond Elut Silica cartridges

Note: Use dution solution for calibrator 0 and for dilution of samples with
values above the highest calibrator (dilute after separation step).

VI.  SUPPLIESNOT PROVIDED

Thefollowing material isrequired but not provided in the kit:

Distilled water

Diisopropylether (p.a.)

Cyclohexane (p.a)

Ethyl acetate (p.a.)

Ethanol absolute (p.a.)

Dichloromethane (p.a.)

NB: A DIAsource extraction kit containing all these solventsisavailable

under reference: 3019700. This kit contains quantities of solvents

necessary torun 5x 48 tests of 1,25(0H).-VIT.D-RIA-CT.

7  Pipettes for ddivery of: 200 ul, 500 ul, 1 ml and 2 ml (the use of accurate
pipettes with disposable plastic tipsis recommended)

8  Glass tubes (12 x 75 mm) for extraction and for elution. (closed with a cap
for the extraction step)

9  Glass tubes (16 x 100 mm) or (12 x 120 mm), or polypropylene tubes
(falcon 2097), for the washing of the cartridges.
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10
11

13
14

15
16

VII.

VIII.
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Vortex mixer

Magnetic stirrer

Centrifuge operating at 800 g.

Tube shaker (1200 rpm)

5 ml automatic syringe (Cornwall type) for washing

Aspiration system (optional)

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

REAGENT PREPARATION

Calibrators: Reconstitute the calibrators with 2 ml elution solution (just
before theincubation step).

Controls: Reconstitute the controls with 2 ml distilled water.

I 1,25(0H),-Vitamin.D : Reconstitute with 26 ml of reconstitution
solution.

Working Wash solution: Prepare an adequate vol ume of Working Wash
solution by adding 69 volumes of distilled 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.

Extraction solvent : 2 ml for each control or sample to be tested, are
needed. Prepare a fresh solution of diisopropylether, cyclohexane, ethyl
acetate, (50, 40, 10 v/v).

Washing solvent : 1 ml for each control or sample to be tested, are needed.
Prepare a fresh solution of diisopropylether, cyclohexane, ethyl acetate,
ethanol absolute (50, 40,10, 1 v/v).

STORAGE AND EXPIRATION DATING OF REAGENTS

Before opening or reconstitution, all kits components are stable until the
expiry date, indicated on the label, if kept at 2 to 8°C; except the cartridges
which must be stored at room temperature.

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

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

Use freshly prepared extraction solvent and washing solvent, do not
storethem.

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

SPECIMEN COLLECTION AND PREPARATION

Serum and plasma samples must be kept at 2-8°C.

If the test is not run within 24 hrs, storage in aiquots, a - 20°C is
recommended.

Avoid subsequent freeze-thaw cycles.

After thawing, the samples should be vortexed and centrifuged.

Serum or plasma (EDTA and heparin) provides similar results.

PROCEDURE

Handling notes

Do not use the kit or components beyond expiry date.

Do not mix materials from different kit lots.

Bring all the reagents to room temperature prior to use.

Thoroughly mix all reagents and samples by gentle agitation or swirling.
Use a clean disposable pipette tip for addition of e ach 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 cdlibration curve for each run, do not use data from previous
runs.

Procedure

Extraction step : ! Only for controlsand samples.

Label glass tubes (12x75 mm) for extraction: 2 controls and up to 16
samples.

Add 0.5 ml control or sample in the respective tubes.

Dispense 2 ml extraction solvent in each tube.

Tubes are closed with a cap and placed on a shaker for 1 hour at 1200 rpm.
Centrifuge each tube for 5 minutes at room temperature (at 800 g).
Supernatants are needed for the next step of separation.

Separation step : ! Only for controlsand samples

Label glass tubes (16 x 100 mm) or (12 x 120 mm), or polypropylene
tubes (falcon 2097), for washing cartridges: 2 controls and up to 16
samples.

Put one "Bond Elut" cartridge in each tube.



3. Apply 1.6 ml of supernatant (2 x 0.8 ml), obtained after extraction step, on
cartridge.

4. Then, wash cartridges with 1 ml washing solvent (cfr reagent preparation).
! Be careful never apply vacuum on cartridges, just let solvent draw by
gravity.

5. Add 300 pl dichloromethane on each cartridge, let draw by gravity.

6. Add 300 pl of distilled water on each cartridge.

7 Centrifuge each tube for 5 minutes at room temperature (at 800 g).

8 Label glass tubes (12 x 75 mm) for elution of 1,25(0H) ,-Vitamin D. After
centrifugation, transfer cartridges in the corresponding glass tubes.

9. Apply 400 pl elution solution on each cartridge to elute 1,25 (OH) -
Vitamin D and centrifuge 5 minutes at room temperature (at 800 g).

10. Vortex theduted fraction.

Note: After this step, samples must be incubated in coated tubes as soon as
possible to avoid degradation.

1. Incubation step :

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

2. Briefly vortex calibrators (use elution solution as zero calibrator), extracted
controls and samples and dispense 150 ul of each into the respective tubes.

3. Dispense 500 pl of *lodine labelled 1,25(0H)2-Vitamin D into each tube,

including the uncoated tubes for total counts.

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

Incubate overnight at room temperature

Aspirate (or decant) the content of each tube (except total counts). Be sure

that the plastic tip of the aspirator reaches the bottom of the coated tube in

order to remove al theliquid.

7.  Wash tubes with 2 ml Working Wash solution (except total counts) and
aspirate (or decant). Avoid foaming during the addition of the Working
Wash solution.
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XI11. 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 counts at zero binding, was 1.4 pg/ml.

B. Specificity

The percentage of cross-reaction estimated by comparison of the concentration
yielding a 50% inhibition are respectively:

Compound Cross-Reactivity
(%)
1,25(0OH).-Vitamin.D3 100
1,25(OH).-Vitamin.D2 92.31
250H-Vitamin-D3 0.001
24,25(0OH),-Vitamin.D3 0.005
25,26(0OH),-Vitamin.D3 0.20

Note: this table shows the cross-reactivity for the anti 1,25(0OH)2-Vitamin D

The assay performance is not affected by hemolysis ( 5 g/L hemogl obin tested),
bilirubinemia (1 g/L bilirubin tested) or triglycerides (2.5 g/L tested).

Ascorbic acid (Vitamin C )( 1g/L tested) and bilirubin conjugate (1g/L tested)
don't interfere with this assay.

C. Precision

INTRA-ASSAY PRECISION INTER-ASSAY PRECISION

8.  Aspirate (or decant) the content of each tube (except total counts).
9.  Wash tubes again with 2 ml Wash solution (except total counts) and aspirate Serum | N | <X>#SD cv Serum | N <X>+SD cv
(or decant). (pg/ml) (%) (pg/ml) (%)
10. After the last washing, let the tubes stand upright for two minutes and
35p| rate the remai ning drop of ||qu|d A 20 246+ 1.7 7.1 A 10 136+1.7 12.7
11.  Count tubes in agamma counter for 60 seconds. B 20 | 786+ 39 50 B 10 | 323x36 | 113
SD: Standard Deviation; CV: Coefficient of variation
XI.  CALCULATION OF RESULTS
7. D. Accuracy
1.  Calculate the mean of duplicate determinations.
2. Calculate the bound radioactivity as a percentage of the binding determined DILUTION TEST
at the zero calibrator point (0) according to the following formula: Sample Theoritical M easured Recovery
. dilution concent. concent.
_ Counts (Calibrator or sample)
BIBO (%) = Counts (Zero Calibrator ) X1 (pg/mi) (pg/mi) (%)
3. 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 1,25(0H)2- n 700 700 100%
Vitamin D concentration of each calibrator point. Reject obvious outliers. 2 350 357 102%
4. Computer assisted methods can also be used to construct the calibration 4 17.5 145 83%
curve. If automatic result processing is used, a 4-parameter logistic function 18 8.8 7.8 89%
curve fitting is recommended. 1/16 4.4 4.6 105%
5. By interpolation of the sample (B/B0 (%)) values, determine the 1,25(0H)2- The sample was diluted with Elution solution.
Vitamin D concentrations of the samples from the calibration curve.
6. For each assay, the percentage of total tracer bound in the absence of RECOVERY TEST
unlabelled 1,25(0H)2-Vitamin D (BO'T) must be checked. Added Measured 1,25(0OH)2 Vit.D concentrations Recovery
1,25(0H)2-Vit.D Total Blanked
XIl. TYPICAL DATA (pg'ml) (pg/ml) (pg/ml) (%)
0.0 225
The following data are for illustration only and should never be used instead of 25.0 46.3 238 95.2%
thereal time calibration curve. 50.0 70.0 475 95.0%
100.0 122.7 100.2 100.2%
1,25(0H),-Vitamin D cpm B/Bo (%) Added . Measured 1,25(0OH)2 Vit.D concentrations Recovery
1,25(0H)2-Vit.D Total Blanked
Total count 43937 (pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (%)
0.0 225
Calibrator 0.0 pg/ml 16687 100.0 25.0 52.1 206 118.4%
6.0 pg/ml 15268 915
200 ngl 123e 740 50.0 70.4 47.9 95.8%
63.0 pymi 8033 81 100.0 112.9 90.4 90.4%
230.0 pg/ml 3554 213
430.0 pg/ml 2148 12.9 Conversion factor :

From pg/ml topmoal/L : x 24
From pmol/L topg/ml :  x 0.42

To the best of our knowledge, no international reference material exists for
this parameter.



XIV. INTERNAL QUALITY CONTROL

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

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

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

XV. REFERENCE INTERVALS

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

The observed ranges are based on 2.5% to 97.5% percentiles.

Population Range Mean SD n

(pg/ml)

4. Jongen M.JM., Van Ginkd F.C., Vander Vijgh W.JF., Kuiper S,
Netelenbos J.C. and Lips P, (1984). An international comparison of
Vitamin D metabolites measurements. Clin. Chem., 30:399-403

5. DelucaH.F. (1979). The Vitamin D system in the regulation of calcium
and phosphorus metabolism. Nutritional Rev., 37:161-193

6. Haussler, M.R., McCain, T.A. (1977). Basic and clinical concepts
related to Vitamin D metabolism and action. N. Engl. J. Med,,

Normal subjects 19.6-54.3 353 10.6 51

XVI. PRECAUTIONS AND WARNINGS

Safety

For in vitro diagnostic use only.

This kit contains | (half-life: 60 days) , emitting ionizing X (28 keV) and vy
(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 legisation of the end user's country. In no case the
product must be administered to humans or animals.

All radioactive handling should be executed in a designated area. away from
regular passage. A logbook for receipt and storage of radioactive materials must
be kept in the lab. Laboratory equipment and glassware, which could be
contaminated with radioactive substances, should be segregated to prevent cross
contamination of different radioisotopes.

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

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

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

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

Do not smoke, drink, eat or apply 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 CONTROLES

pl ul ul
EXTRACTION
Calibrators - - -
Samples/ Controls - - 500
Extraction solvent - - 2000
Shaking 1 hour at 1200 rpm
Centrifugation 5 minutesat 800 g
SEPARATION
Supernatant from
extraction step - - 1600
CARTRIDGE
Supernatant 1600 pl
Washing Solvent 1000 pl
Dichloromethane 300 pl
Distilled water 300 pl
Centrifugation 5 minutes at 800 g
Elution solution 400 pl
Centrifugation 5 minutes at 800 g

Vortex

INCUBATION
Calibrators - 150 -
Extracted samples - - 150
Tracer 500 500 500
Incubation Overnight at R.T.
Separation - Aspirate (or decant)
Washing Solution - 2ml
Separation - Aspirate (or decant)
Washing Solution - 2ml
Separation - Aspirate (or decant)
Counting Count tubes for 60 seconds in a gamma counter.

DIAsource Catalogue Nr : P.I. Number : Revision nr :
K1P1929 1700602/en 140108/1

Revision date : 2014-01-08



g

Lireentiérement le protocole avant utilisation.

1,25(0H),-VIT.D-RIA-CT

[. BUT DU DOSAGE

Trousse de dosage radio-immunol ogique pour |la mesure quantitative in vitro de la 1,25(0OH),-Vitamine
D (1,25(0H),-Vit.D) dans e sérum et |le plasma humain.

[I. INFORMATIONS GENERALES
A. Nom du produit : DIlAsource 1,25(0H)-VIT.D-RIA-CT Kit
B. Numérodecatalogue: KIP1929: 48 tests

C. Fabriquépar : DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue du Bosquet, 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgique.

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

[11. CONTEXTE CLINIQUE

A. Activités biologiques

La vitamine D3 est synthétisée principalement dans la peau a partir du 7-déhydrocholestérol et celle d'origine
diététique est hydroxylée sur le carbone 25 dans le foie principalement, pour produire I'intermédiaire obligatoire
25-OH-D3. La 25-OH-D3 doit étre encore métabolisée avant qu'elle puisse effectuer les fonctions de la vitamine D
dans l'intestin, les reins et os. Cette réaction a lieu exclusivement dans les reins de mammiféres non enceintes.
Ainsi la25-OH-D3 est encore hydroxylée en position 14 pour produire la 14,25 dihydroxyvitamine D3 (14, 25-
(OH)2D3). En plus du tissu rénal, le placenta des femmes enceintes et les cellules de macrophage en cas de
sarcoides peuvent également produire une certaine quantité de 14, 25-(OH)2D3.

La 14, 25-(OH)2D3 est laforme active de lavitamine D en ce qui concerne |es fonctions connues, tandis que la 25-
OH-D3 et la vitamine D3 elles-mémes ne sont pas consi dérées comme physiol ogiquement fonctionnelles. De plus,
comme la 14, 25-(OH)2D3 est produite dans les reins et agit dans les os et I'intestin, elle doit étre considérée
comme une hormone. Cette hormone stimule I'absorption intestinale du calcium et du phosphore. Elle stimule
également la résorption et la minéralisation des os, empéchant de ce fait le développement du rachitisme et
d'ostéomalacie. La 14, 25-(OH)2D3 pourrait également étre en activité dans d'autres tissus responsables du
transport de calcium (placenta, rein, glande mammaire, etc...) et glandes d'endocrine telles que les glandes
parathyroides. La 14, 25-(OH)2D3 est rapidement métabolisée et sa vie est approximativement de 2-4 h dans le
plasma. Son métabolite principal est I'acide de calcitroide, un dérivé carboxylique C-23, sans activité biologique
essentielle.

En plus de cette voie, la 13, 25-(OH)2D3 subit une 24-hydroxylation pour produire la 1,24,25-trihydroxy-vitamine
D3. Ce composé a une activité biologiqgue moins importante que son ascendant et est considéré comme voie
mineure. Les niveaux en 14, 25-(OH)2D3 plasma ou sérum étant 100 a 1000 moins gque concentré que la 25-OH-
D3 et dO a la présence de beaucoup de métabolites semblables, le dosage de la 1425-(OH)2D3 exige une
extraction et séparation par HPLC ou par chromatographie sur cartouche.

B-  Application clinique

Le dosage de la 14, 25-(OH)2D3 circulante est indiquée dans plusieurs désordres affectant |e métabolisme calcique
comme: sarcoidose, insuffisance rénale, hyper et hypo-parathyroidisme, rachitisme, tumeur associée a une
hypercal cémie, dysfonctionnement vitamino-résistant et traitement avec médication anti-convulsive.

I



V.

PRINCIPE DU DOSAGE

Uniquement les échantillons et contr6les sont extraits, pas les étalons, avec un
mélange de solvants et sont appliqués sur les cartouches pour séparer la 1,25-
(OH)2 vitamine D des autres métabolites de la vitamine D. Aprés |’ @ution des
échantillons et controles, les éalons, échantillons et contrdles sont incubés dans
des tubes coatés. Une quantité fixe I'1,25(0H) , Vitamin-D marquée a1’ | est en
compétition avec 1'1,25(0OH), Vitamin-D a mesurer et présent dans I’ échantillon
ou dans le calibrateur pour une quantité fixe d'anticorps immobilisés sur les
parois du tube en polystyréne. Aprés une nuit d'incubation a température
ambiante, leliquide est aspiré pour terminer laréaction de compétition. Les tubes
sont lavés avec la Solution de Lavage et aspirés a nouveau. Une courbe de
calibration est rédisée et la concentration en 1,25(0OH), Vitamin-D des
échantillons est déerminée par interpolation de la dose sur la courbe de

calibration.
V. REACTIFSFOURNIS
Réactifs 48Tests Code Reconstitution
couleur
1x48 Vert Prét al’emploi
Tubes recouverts avec |’ anti
1,25(0OH), Vitamin-D
1f|agan Rouge | Aj oqter 26 ml dela
lyophilisé solution de
75 kBg reconstitution
TRACEUR: 1,25(0OH), Vitamin-D
marquée al’ *lodine (grade HPLC)
dans un tampon phosphate avec de la
caséine bovine et de la gentamycine
5 flacons Jaune Ajouter 2 ml de
. - Lyophilisés Solution d’ Elution
Calibrateurs 1,25(0OH; Vitamin-D - N
=1a5(cfr. valeurs exactes sur
chaque flacon) dans un tampon
phosphate avec de la caséine bovine et
de lagentamycine
| WASH | SOLN | CONG | 1 flacon Brun Diluer 70x avec de
10 ml I’eau distillée
. (utiliser un agitateur
Solution de lavage (TRIS-HCI) magnétique).
CONTROL 2 flacons Gris Ajouter 2 ml d’'eau
_ Lyophilisés distillée
Contréles- N = 1 ou 2 dans du plasma
humain et de la gentamycine
1 flacon noir Prét al’emploi
REC 30ml
Solution de Recongtitution: un
tampon phosphate avec de la caséine
bovine et de I’ azide de sodium
(<0,1%)
1 flacon vert Prét al’emploi
ELU SOLN 30ml
Solution d'Elution: un tampon
phosphate avec de la caséine bovine,
du méthanol et de I'azide de sodium
(<0,1%)
GEL 20 Garder aT.A.
Cartouches Bond Elut Silica

VI.

Note:

Utiliser la solution d’'éution comme calibrateur O et pour la dilution
des échantillons avec des valeurs au-dessus du calibrateur le plus éevé
(diluer aprés la phase de séparation).

MATERIEL NON FOURNI

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

OuThwWNE

Eau distillée

Di-isopropyléther. (p.a.)

Cyclohexane. (p.a.)

Ethylacetate. (p.a.)

Ethanol absolu. (p.a.)

Dichlorométhane (p.a.)

DiaSource dispose d'une trousse d'extraction contenant tous ces
solvants, sous la référence 3019700. La quantité des solvants de la
trousse est suffisante pour réaliser 5 x 48 analyses 1,25(0H)2-VIT.D-
RIA-CT.

Pipettes pour distribuer: 200 pl, 500 pl, 1 ml et 2 ml (I’ utilisation de pipettes
précises et de pointes jetables en plastique est recommandée)

VIII.

-w

Tubes en verre (12 x 75 mm) pour I'extraction et I'élution (fermés par un
bouchon pour la phase d’ extraction)

Tubes en verre (16 x 100 mm) ou (12 x 120 mm), ou tubes propylénes
(falcon 2097), pour le lavage des cartouches.

Agitateur vortex

Agitateur magnétique

Centrifugeuse adaptée pour 800 g.

Agitateur de tubes (1200 rpm)

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

Systeme d’ aspiration

Tout compteur gamma capable de mesurer I'1251 peut étre utilisé
(rendement minimum 70%).

PREPARATION DESREACTIFS

Calibrateurs: Reconstituer les calibrateurs avec 2 ml de Solution d Elution
(immédiatement avant la phase d’incubation).

Controles: Reconstituer les controles avec 2 ml d' eau distillée.

1'% 1,25(0H).-Vitamine.D : Reconstituer avec 26 ml de la solution de
reconstitution.

Solution de Lavage : Préparer un volume adéquat de Solution de Lavage en
gjoutant 69 volumes d’ eau distillée & 1 volume de Solution de Lavage (70x).

Utiliser un agitateur magnétique pour homogénéiser. Eliminer la Solution de
Lavage non utilisée alafin delajournée.

Solvant d’extraction: on a besoin de 2 ml pour chague contréle ou
échantillon a tester. Préparer une fraiche solution de di-isopropyléther,
cyclohexane, ethylacetate, (50, 40, 10 v/v).

Solvant de lavage : on abesoin de 1 ml pour chaque contrdle ou échantillon
atester.

Préparer une fraiche solution de di-isopropyléther, cyclohexane,
ethylacetate, éthanol absolu (50, 40,10, 1 v/v).

STOCKAGE ET DATE D’EXPIRATION DESREACTIFS

Avant |"ouverture ou la reconstitution, tous les composants de la trousse
sont stables jusqu’'a la date d' expiration, indiquée sur I’ &iquette, si la
trousse est conservée entre 2 et 8°C; sauf les cartouches qui doivent ére
gardées a température ambiante.

Les cdlibrateurs et les contrOles sont trés instables, utilisez- les
immédiatement aprés la reconstitution, congelez- les immédiatement dans
des aliquots et garder-les a —20°C pendant 3 mois. Eviter des cycles de
congélation et décongélation successifs.

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

Apres la premiére utilisation, le traceur est stable jusgu’a la date
d'expiration, s celui-ci est conservé entre 2 et 8°C dans e flacon d’ origine
correctement fermé.

Utiliser un solvant d’extraction et de lavage fraichement préparés, ne pas
les stocker.

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

PREPARATION ET STABILITE DE L’ECHANTILLON

Les échantillons de sérum ou de plasma doivent étre gardés entre 2 et 8°C.
Si le test n'est pas réalisé dans les 24 heures, un stockage a - 20°C est
recommandé.

Eviter des cycles de congélation et décongélation successifs.

Apres la décongélation, les échantillons doi vent é&re vortexés et
centrifugés.

Le sérum ou le plasma (héparine ou EDTA) donne des résultats smilaires.

MODE OPERATOIRE

Notes de manipulation

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

Mélanger a fond tous les réactifs et les échantillons sous agitation douce.
Pour éviter toute contamination croisée, utiliser une nouvelle pointe de
pipette pour |’ addition de chague réactif et échantillon.

Des pipettes de haute précision ou un équipement de pipetage automatique
permettent d’ augmenter laprécision. Respecter les temps d’incubation.
Préparer une courbe de cdibration pour chague nouvelle série
d’ expériences, ne pas utiliser les données d’ expériences précédentes.

Mode opératoire

Phased’extraction : ! Seulement pour les contréles et les échantillons.
Identifier les tubes en verre (12x75 mm) pour I’ extraction: 2 controles et
jusqu’ a 16 échantillons.

Ajouter 0.5 ml du contréle ou de I’ échantillon dans les tubes respectifs.
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Dispenser 2 ml du solvant d’ extraction dans chaque tube.

Les tubes sont fermés par un bouchon et mis sur un agitateur pendant 1
heure 21200 rpm.

Centrifuger chague tube pendant 5 minutes & température ambiante (a 800
q).

L es surnageants sont nécessaires pour la phase prochaine de la séparation.

Phase de séparation : ! Seulement pour lescontrdles et les échantillons
Identifier les tubes en verre (16 x 100 mm) ou (12 x 120 mm), ou tubes
propylénes (falcon 2097) pour le lavage des cartouches : 2 controles et
jusqu’ a 16 échantillons.

Disposer une cartouche "Bond Elut" dans chaque tube.

Appliquer 1,6 ml du surnageant (2 x 0,8 ml), obtenu aprés la phase
d’ extraction, sur la cartouche.

Puis laver les cartouches avec 1 ml du solvant de lavage (voir préparation
des réactifs). | Attention : ne jamais appliquer le vide sur les cartouches,
juste laisser e solvant passer par gravité.

Ajouter 300 pl de dichlorométhane a chague cartouche, laisser couler par
gravité.

Ajouter 300 pl d' eau distillée & chaque cartouche.

Centrifuger chague tube pendant 5 minutes a température ambiante (a 800

Identifier les tubes en verre (12 x 75 mm) pour |'éution de la 1,25(0H) »-
Vitamine D. Apres la centrifugation, transférer les cartouches auix tubes en
verre appropriés.

Appliguer 400 pl de solution d’ éution sur chaque cartouche pour |’ @ution
de la 1,25 (OH),-Vitamine D et centrifuger 5 minutes a température
ambiante (2800 g).

Vortexer

: Aprés cette phase, les échantillons doivent étre incubés dans des tubes

recouvertsle plusvite possible afin d’ éviter une dégradation.

Phase d’incubation :

Identifier les tubes recouverts fournis dans la trousse en double pour
chague calibrateur, échantillon, contréle. Pour la détermination de

I activité totale, identifier 2 tubes non recouverts.

Agiter au vortex briévement les calibrateurs (utiliser la solution d’ éution
comme calibrateur 0), les échantillons extraits et les controles. Puis
distribuer 150 pl de chacun d’ eux dans leurs tubes respectifs.

Distribuer 0,5 ml de 1,25(0H), Vitamin-D marquée al’ *lodine dans
chaque tube, y compris les tubes sans anticorps pour la détermination de
I’ activité totale.

Agiter gentiment le portoir de tube pour libérer toute bulle d' air
emprisonnée.

Incuber pendant une nuit a température ambiante.

Aspirer le contenu de chaque tube (a1’ exception des tubes utilisés pour la
détermination de |’ activité totale). Assurez-vous que la pointe utilisée
pour aspirer le liquide des tubes atteint le fond de chacun d’ eux pour
éiminer toute trace de liquide.

Laver lestubes avec 2 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.
Aspirer le contenu de chaque tube (a1’ exception des tubes utilisés pour la
détermination de I activité totale).

Laver les tubes a nouveau avec 2 ml de Solution de Lavage (al’ exception
des tubes utilisés pour la détermination de |’ activité total€) et aspirer.
Apresledernier lavage, laisser les tubes droits pendant 2 minutes et
aspirer lereste deliquide.

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

CALCUL DES RESULTATS
Calculer lamoyenne de chaque détermination réalisée en double.

Calculer la capacité de liaison de I’ essai comme un pourcentage de liaison
déterminé au point de calibration (0) en suivant la formule ci-dessous :

moyennedescpm (CAL ou échantillon) %100

moyennedescpm (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(%0)) de chaque point de calibration et en abscisse leur concentration
respective en 1,25(0H), Vitamin-D, écarter les valeurs aberrantes.
Des méthodes informatiques peuvent auss étre utilisées pour construire 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 chagque échantillon (B/B0(%)) détermine les
concentrations en 1,25(0OH), Vitamin-D a partir de la courbe de
calibration.
Pour chaque essai, le pourcentage total de traceur lié en absence de
1,25(0OH), Vitamin-D non marquée (BO/T) doit &re vérifié.

B/BO(%) =

Xll. DONNEESTYPES

Les données représentées ci-dessous sont données pour informati on et ne peuvent
amais étre utilisées ala place d' une courbe de calibration.

1,25(0H)2 VITAMIN-D cpm B/Bo (%)

Activité totale 43937

Calibrateur 0,0 pg/ml 16687 100,0

6,0 pg/ml 15268 91,5

20,0 pg/ml 12345 74,0

63,0 pg/ml 8033 48,1

230,0 pg/ml 3554 21,3

430,0 pg/ml 2148 12,9

XIIl. PERFORMANCE ET LIMITESDU DOSAGE

A. Limite de détection

Vingt calibrateurs zéro ont été 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, était de 1,4 pg/ml.

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

Composé Réactivité Croisée
(%)
1,25(0H),-Vitamine. D3 100
1,25(0OH).-Vitamine.D2 92,31
250H-Vitamine-D3 0,001
24,25(0H),-Vitamine.D3 0,005
25,26(0H),-Vitamine.D3 0,20

Note: cette table montre laréactivité croisée pour I’ anti-1,25(0OH) , Vitamin-D

La performance de |'essai n'est pas affectée par I'hémolyse (5 g/L d'hémoglobine a
été testé), la bilirubinémie (1 g/L de bilirubine a été testé) ou lestriglycérides (2,5
g/L a éétesté). L'acide ascorbique (vitamine C) (1 g/L a é&é testé) et la bilirubine
conjuguée (1 g/L a é&tétesté) n'interférent pas avec cet essai.

C. Précision

INTRA-ESSAI INTER-ESSAI
Sérum N <X>+SD CcVv Sérum N <X>+SD CcVv
(pg/ml) (%) (pg/ml) (%)
A 20 246+ 1,7 7,1 A 10 136+17 12,7
B 20 786+ 39 50 B 10 32,3+ 3,6 11,3

SD : Déviation Standard; CV: Coéfficient de variation

D. Exactitude
TEST DE DILUTION
Concentration Concentration s
Dilution del'échantillon théorique mesur ée Récuperation
(pg/ml) (pg/ml) (%)
1/1 70,0 70,0 100%
12 35,0 357 102%
1/4 17,5 145 83%
/8 838 78 89%
1/16 4.4 4,6 105%

L’ échantillon a été dilué avec la Solution d’ élution.



TEST DE RECUPERATION

1,25(0H)2-Vit.D Concentrationsen 1,,25(OH)2 Vit.D Récupération
mesur ées
ajoutée Total Récupéré
(pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (%)
0,0 22,5
25,0 46,3 238 95,2%
50,0 70,0 475 95,0%
100,0 122,7 100,2 100,2%
1,25(0H)2-Vit.D Concentrationsen 1,,25(OH)2 Vit.D Récupération
mesur ées
ajoutée Total Récupéré
(pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (%)
0,0 22,5
25,0 52,1 29,6 118,4%
50,0 70,4 47,9 95,8%
100,0 112,9 90,4 90,4%
Facteur de conversion :
De pg/ml apmol/L : x24
De pmol/L apg/ml : x 0,42

A notre connaissance, aucun matériel de référence internationale n’ existe pour ce
paramétre.

XIV. CONTROLE QUALITE INTERNE
- Si les résultats obtenus pour le(s) contréle(s) 1 et/ou 2 ne sont pas dans

I"intervalle spécifié sur I’ étiquette du flacon, les résultats ne peuvent pas
étre utilisés a moins que I'on ait donné une explication satisfaisante de la

des composés explosifs, il est nécessaire de nettoyer abondamment a I'eau le
matériel utilisé.

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

non-conformité.
- Chague laboratoire est libre de faire ses propres stocks d'échantillons ACTIVITE CALIBRA | ECHANTILLON(S)
controles, lesquels doivent étre congelés aiquotés. TOTALE TEURS CONTROLES
- Les critéres d'acceptation pour les écarts des valeurs en duplicat des (W) (CU) )
échantillons doivent étre basés sur les pratiques de laboratoire courantes.
EXTRACTION
XV. VALEURSATTENDUES Calibrateurs . B 506
Echantillons, . B
Les valeurs sont données a titre d’information; chaque laboratoire doit établir ses contréles ) ) 2000
propres écarts de valeurs. Solvant d’ Extraction
La portée observée est basée sur des pourcentages de 2,5% a97,5%.
Agitation 1 heure 21200 rpm
Centrifugation 5 minutes 2800 g
Population Portée Moyenne SD n
(pg/mi) SEPARATION
Sujets normaux 19,6543 353 106 51 Surnageant de la
phase d’ extraction - - 1600
CARTOUCHE
XVI. PRECAUTIONS ET AVERTISSEMENTS Surnageant 1600 pl
o Solvant de lavage 1000 pl
Securite _ S ‘ Dichlorométhane 300 pl
Pour utilisation en (_jlagnostlc’ 1|2nsvnro ur_uq_ue.zmmt._ N - Eau distillée 3004l
Cette trousse contient de I' I (demi-vie: 60 jours), une matiére radioactive Centrifugation 5 minutes 800 g
émettant des rayonnementsionisants X (28 keV) et y (35,5 keV). Solution d’ éution 400 pl
Ce produit radioactif peut uniquement étre recu, acheté, possédé ou utilisé par des Centrifugation 5 minutes 2800 g
personnes autorisées; I'achat, le stockage, I’ utilisation et I'échange de produits Vortex
radioactifs sont soumis alalégislation du pays de I'utilisateur final. Ce produit ne
peut en aucun cas ére administré a I’homme ou aux animaux. Toutes les
manipulations radioactives doivent &re exécutées dans un secteur désigné, INCUBATION
éoigné de tout passage. Un journal de réception et de stockage des matiéres Calibrateurs . - 150 -
radioactives doit étre tenu & jour dans le laboratoire. L'équipement de laboratoire Echantillons extraits - - 150
et la verrerie, qui pourrait ére contaminée avec des substances radioactives, Traceur 500 500 500
doivent étre isolés afin d’ éviter la contamination croisée de plusieurs i sotopes. . R j )
Toute contamination ou perte de substance radioactive doit &re réglée Incubation une nuit a température ambiante
conformément aux procédures de radio sécurité. Les déchets radioactifs doivent
étre placés de maniére a respecter les réglementations en vigueur. L'adhésion aux | . o .
régles de base de sécurité concernant les radiations procure une protection Separtion - aspiration (ou décanter)
adéquate Solution de Lavage - 2ml
Les composants de sang humain inclus dans ce kit ont éé évalués par des Séparation - aspiration (ou décanter)
méthodes approuvées par I’ Europe et/ou la FDA et trouvés négatifs pour HBSAQ, Solution de Lavage - o 2ml )
I"anti-HCV, I'anti-HIV-1 et 2. Aucune méthode connue ne peut offrir I'assurance Séparation - aspiration (ou decanter)
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 locales de sécurité. Comptage Temps de comptage des tubes : 60 secondes
Tous les produits animaux et leurs dérivés ont éé collectés d'animaux sains. Les (radioactivité)
composants bovins proviennent de pays ou I'ESB n'a pas é&é détectée

Néanmoains, les composants contenant des substances animales devront étre traités
comme patentiellement infectieux.

L’azide de sodium est nocif Sil est inhalé, avalé ou en contact avec la peau
(I'azide de sodium est utilise comme agent conservateur). L'azide dans cette
trousse pouvant réagir avec le plomb et le cuivre dans les canalisations et donner
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1,25(0H),-VIT.D-RIA-CT

BEOOGD GEBRUIK

Radioimmunoassay voor de kwantitatieve bepaling in vitro van menselijke 1,25(OH),-Vitamine D
(1,25(0OH),-Vit.D) in serum en plasma.

ALGEMENE INFORMATIE

Gedeponeerd handelsmerk: DlAsource 1,25(0H),-VIT.D-RIA-CT Kit
Catalogusnummer: KIP1929 : 48 testen
Geproduceerd door: DIAsource ImmunoAssays S.A.

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

Voor technische assistentie of voor bestelinformatie
kunt u contact opnemen met :
Tel: +32 (0) 10 84.99.11 Fax: +32 (0) 10 84.99.91

KLINISCHE ACHTERGROND

Biologische activiteiten

Vitamine D3 wordt vooral gesynthetiseerd in de huid van 7- dehydrocholesterol en vindt zijn
oorsprong gedeeltelijk in het dieet. In de lever wordt Vitamine D3 gehydroxyleerd op koolstof 25 om
de verplichte tussenstap 25-OH-D3 te produceren. 25-OH-D3 moet verder gemetboliseerd worden voor
het de functies van Vitamine D op de darm, de nier en de beenderen kan uitoefenen. Deze volgende reactie
vindt enkel plaats in de nier van een niet zwanger zoogdier. Zo wordt 25-OH-D3 verder gehydroxyleerd in
de lo-positie om 1a,25 dihydroxyvitamine D3 (1a,25-(OH),D3) te produceren.

Naast het nierweefsel kunnen ook de placenta van zwangere vrouwen en macrofage cellen in geval van
sarcoiden een hoeveelheid 1a,25-(0OH),D3 produceren. 1a,25-(OH),D3 is de actieve vorm van Vitamine D
in verband met de gekende functies waarvan 25-OH-D3 en Vitamine D3 zelf kunnen worden uitgesloten als
zijnde fysiologisch functioneel. Daarenboven, gezien 10,25-(OH),D3 geproduceerd wordt in de nier en
enkele van zijn functies in de beenderen en de darm heeft, moet het beschouwd worden als een hormoon. Dit
hormoon stimuleert de intestinale absorptie van zowel calcium als fosfor. Het stimuleert ook de
beenderresorptie en —mineralisatie en voorkomt zo de ontwikkeling van rachitis en osteomalacie.
1a,25-(OH),D3 kan ook actief zijn in andere weefsels verantwoordelijk voor calciumtransport (placenta,
nier, borstklier, ...) en endocriene klieren zoals de bijschildklier. 1a,25-(OH),D3 wordt snel gemetaboliseerd
en zijn levensduur is ongeveer 2-4 h in plasma. Zijn voornaamste metboliet is calcitroisch zuur, een C-23
carboxyl derivaat hoofdzakelijk zonder enige biologische activiteit. Naast deze pathway, ondergaat 1a,25-
(OH),D3 een 24-hydroxylatie om 1,24,25-trihydroxy-Vitamine D3 te produceren. Deze component heeft
minder biologische activiteit dan zijn voorganger en zijn metabolisme wordt beschouwd als een mindere
pathway.

De gehaltes van 10,25-(OH),D3 in plasma of serum zijn 100 tot 1000 minder dan die van 25-OH-D3. Door
zijn lage concentraties en de aanwezigheid van vele gelijkaardige metabolieten, vraagt de meting van 1a,25-
(OH),D3 extractie en scheiding ofwel door HPLC ofwel door patroonchromatografie.

Klinische toepassing

De meting van circulerend 1a,25-(OH),D3 wordt aangewezen bij verschillende kwalen die het
calciummetabolisme aantasten zoals : sarcoidose, nierinsufficiéntie, hyper en hypo-parathyroidisme, rachitis,
tumor- geassocieerde hypercalcemie, Vitamine-resistente disfunctie en behandeling met anti-convulsieve
medicatie.

N



V.

BESCHRIJVING VAN DE METHODE

Enkel de monsters en de controles, niet de kalibrators, worden geéxtraheerd met
een mengeling van solventen en toegepast op patronen om 1,25(0OH); Vitamine-D
van andere Vitamine-D metabolieten te scheiden. Na elutie van de monsters en
de controles worden de kalibrators, de monsters en de controles geincubeerd in

gecoate buisjes.

Een vaste hoeveelheid **I gelabeld 1,25(0H), Vitamin-D

concurreert met 1,25(0OH), Vitamin-D 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 buisje van polystyreen.

Na een

overnacht incubatie bij kamertemperatuur, wordt de concurrentiereactie beéindigd
door een aspiratiefase. Daarna worden de buisjes gewassen met 2 ml werk-
wasoplossing en opnieuw afgezogen. Een kalibratiecurve wordt uitgezet en de
concentraties van 1,25(0OH), Vitamin-D van de monsters worden bepaald door
dosisinterpolatie van de kalibratiecurve.

V. GELEVERDE REAGENTIA
Reagens Kit voor Kleur- Reconstitutie
48 testen code
Buisjes gecoat met anti 1x48 Groen Klaar voor gebruik
U 1,25(0H), Vitamin-D
. 1 flacon Rood Voeg 26 ml
Ag ! gevries- reconstitutieoplossing
droogd toe
Tracer : 1,25(0OH) , Vitamin-D 75 kBq
gelabeld met **jood (HPLC-
kwaliteit) in fosfaat buffer met
bovien caseine en gentamycine
CAL 5 flacons, Geel 2 ml Elutieoplossing
gevries- toevoegen
Kalibrators 1,25(0H) , Vitamin-D: droogd
N =1 tot 5 (zie de exacte waarden
op de flaconetiketten) in fosfaat
buffer met bovien caseine en
gentamycine
| WASH | SOLN | CONC | 1 flacon Bruin | 70x met gedistilleerd
10 ml water verdunnen
. . (gebruik een
Wasoplossing 70x : TRIS-HCI magnetische roerder)
CONTROL N 2 flacons, Zilver 2 ml gedestilleerd water
— gevries- toevoegen
_Controlles *N=1of2 droogd
in humaan plasma met
gentamycine
1 flacon Zwart Klaar voor gebruik
Reconstitutieoplossing: fosfaat
buffer met bovien caseine en azide
(<0,1%)
1 flacon Groen Klaar voor gebruik
ELU somi
Elutieoplossing: fosfaat buffer met
bovien caseine, methanol en azide
(<0,1%)
GEL 20 Bewaar bij
. kamertemperatuur
Bond Elut Silica-kolom

Opmerking: Gebruik de elutieoplossing als kalibrator 0 en voor de verdunning

van

monsters met waarden boven de hoogste kalibrator (verdunnen na de

scheidingsfase).

VI.
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NIET MEEGELEVERDE MATERIALEN

De volgende materialen zijn noodzakelijk maar worden niet meegeleverd
met de kit:

Gedestilleerd water

Diisopropylether (p.a.)

Cyclohexaan (p.a.)

Ethyl acetaat (p.a.)

Zuivere ethanol (p.a.)

Dichloromethaan (p.a.)

NB: Een DIlAsource extractie kit, die al deze solventen bevat, is
beschikbaar via referentie: 3019700. Deze kit bevat hoeveelheden van

VIII.

solventen noodzakelijk om 5 x 48 testen van 1,25(0OH)2-VIT.D-RIA-
CT uit te voeren.

Pipetten voor een volume van 200 pl, 500 pl, 1 ml en 2 ml (het gebruik
van nauwkeurige pipetten met plastic wegwerptips wordt aanbevolen)
Glazen buisjes (12 x 75 mm) voor de extractie en voor de elutieoplossing.
(gesloten met een dop voor de extractiefase)

Glazen buisjes (16 x 100 mm) of (12 x 120 mm), of buisjes uit
polypropyleen (falcon 2097), voor het wassen van de patronen
Vortexmenger

Magnetische roerder

Centrifuge werkend bij 800 g

Schudder voor de buisjes (1200 rpm)

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

Een gammateller die geschikt is voor de bepaling van 1251. Een maximale
telefficiéntie moet worden gegarandeerd

BEREIDING VAN HET REAGENS

Kalibrators: Reconstitueer de controles met 2 ml Elutieoplossing (juist voor
de incubatiefase).

Controles: Reconstitueer de controles met 2 ml gedestilleerd water.
I'®  1,25(0OH),-Vitamine.D Reconstitueer met 26 ml
reconstitutieoplossing.

Werk-wasoplossing: Bereid een voldoende hoeveelheid werk-wasoplossing
door 69 eenheden gedestilleerd 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-wasoplossing afgevoerd
worden.

Extractiesolvent : 2 ml voor elke te testen controle of monster is nodig.
Bereid een verse oplossing van diisopropylether, cyclohexaan, ethyl
acetaat, (50, 40, 10 v/v).

Wassolvent : 1 ml voor elke te testen controle of monster is nodig.

Bereid een verse oplossing van diisopropylether, cyclohexaan, ethyl
acetaat, zuivere ethanol (50, 40, 10, 1 v/v).

van de

OPSLAG EN VERVALDATUM VAN REAGENTIA

Véér opening of reconstitutie zijn alle kitcomponenten houdbaar tot de
vervaldatum, zoals vermeld op het etiket, indien zij bewaard werden bij 2
tot 8°C; behalve de patronen, zij moeten bewaard worden Dbij
kamertemperatuur.

De kalibrators en controles zijn erg onstabiel, gebruik hen onmiddellijk na
reconstitutie, bevries onmiddellijk 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.

Na het eerste gebruik is de tracer houdbaar tot de vervaldatum, indien
bewaard bij 2 tot 8°C in de oorspronkelijke, goed afgesloten flacon.

Gebruik vers bereide extractiesolvent en wassolvent, bewaar ze niet.
Wijzigingen in het fysieke aspect van Kitreagentia kunnen wijzen op
instabiliteit of op een kwaliteitsvermindering.

MONSTERAFNAME EN MONSTERBEREIDING

Serum en plasmamonsters moeten bij 2-8°C bewaard worden.

Indien de bepaling niet binnen 24 uur uitgevoerd wordt, dan wordt
aanbevolen om ze bij -20°C te bewaren.
Vermijd herhaalde invriezing en ontdooiing.
Na het ontdooien moeten de monsters
gecentrifugeerd.

Serum en plasma (heparine en EDTA) leveren vergelijkbare resultaten op.

gevortexed worden en

PROCEDURE

Opmerkingen bij de procedure

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

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

Pipetten met een grote precisie of geautomatiseerde pipetteerapparatuur
zullen de precisie verhogen. Respecteer de incubatietijden.
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Bereid een Kkalibratiecurve voor elke run; men mag geen gegevens
gebruiken van voorafgaande runs.

Procedure

Extractiefase : ! Enkel voor controles en stalen.

Label de glazen buisjes (12x75 mm) voor extractie: 2 controles en tot 16
monsters.

Voeg 0.5 ml controle of monsters toe aan de respectievelijke buisjes.
Verdeel 2 ml extractiesolvent in elk buisje.

De buisjes worden met een dop gesloten en op een schudder gezet
gedurende 1 uur tegen 1200 rpm.

Centrifugeer elk buisje gedurende 5 minuten bij kamertemperatuur (bij 800
9).

Supernatanten zijn nodig voor de volgende stap van de scheiding.

Scheidingsfase : ! Enkel voor controles en monsters

Label de glazen buisjes (16 x 100 mm) of (12 x 120 mm), of buisjes uit
polypropyleen (falcon 2097) voor het wassen van de patronen: 2 controles
en tot 16 monsters.

Doe één "Bond Elut" kolom in elk buisje.

Breng 1,6 ml van de supernatant (2 x 0,8 ml) bekomen na de extractiefase
aan op het patroon.

Was de kolommen dan met 1 ml wassolvent (cf bereiding van het reagens).
! Let erop nooit vacuum toe te passen op de patronen, laat de solvent
gewoon inwerken door de zwaartekracht.

Voeg 300 pl dichloromethaan toe aan elk kolom , laat inwerken door de
zwaartekracht.

Voeg 300 pl gedestilleerd water toe aan elk kolom .

Centrifugeer elk buisje gedurende 5 minuten bij kamertemperatuur (bij 800

g).
Label glazen buisjes (12 x 75 mm) voor de elutie van 1,25(0OH),-Vitamine
D. Breng de kolommen na het centrifugeren over in de overeenkomstige
glazen buisjes.

Breng 400 pl elutieoplossing aan op elk kolom voor de elutie van 1,25
(OH),-Vitamine D en centrifugeer 5 minuten op kamertemperatuur (bij 800

9).
Vortex the eluted fraction.

Nota : Na deze fase moeten de monsters zo snel mogelijk geincubeerd worden

1.
1.

w

o

10.

11.

XL

in gecoate buisjes om degradatie te vermijden.

Incubatiefase :

Etiketteer de gecoate buisjes in duplo voor elke kalibrator, voor elk monster,
voor elke controle. Etiketteer 2 normale buisjes voor de bepaling van de
totaaltellingen.

Vortex de Kkalibrators (Gebruik de elutieoplossing als kalibrator 0),
geéxtraheerde controles en monsters gedurende Korte tijd en distribueer 150
ul van elk in het desbetreffende buisje.

Distribueer 0,5 ml 1,25(0OH), Vitamin-D de totaaltellingen.

Schud het rek met de buisjes voorzichtig zodat eventuele ingesloten
luchtbellen vrijkomen.

Incubeer overnacht bij kamertemperatuur

Zuig de inhoud van elk buisje (met uitzondering van de totaaltellingen) op
Zorg ervoor dat de plastic tip van de aspirator tot aan de bodem van het
gecoate buisje komt zodat alle vloeistof verwijderd wordt.

Was de buisjes met 2 ml werk-wasoplossing (met uitzondering van de
totaaltellingen). Vermijd schuimvorming tijdens toevoeging van de werk-
wasoplossing.

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

Was de buisjes nogmaals met 2 ml werk-wasoplossing (met uitzondering
van de totaaltellingen) en zuig op (of -decanteer ).

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

Tel de buisjes in een gammateller gedurende 60 seconden.

BEREKENING VAN DE RESULTATEN

Bereken het gemiddelde 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 (%) = X100

Zet de (B/B0(%)) waarden uit voor elk kalibratorpunt, als een functie van de
1,25(0H), Vitamin-D concentratie van elk kalibratorpunt, op 3-cyclisch
semi-logaritmisch of dubbellogaritmisch papier, verwerp hierbij de
duidelijke 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.

5. Bepaal de 1,25(0OH), Vitamin-D concentraties van de monsters uit de
referentiecurve door de monsterwaarden (B/B0(%)) te interpoleren.

6. Voor elke bepaling moet het totaalpercentage van de tracer, gebonden in
afwezigheid van ongelabeld 1,25(0OH), Vitamin-D (BO/T), gecontroleerd
worden.

XIl.  KENMERKENDE GEGEVENS

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

1,25(0OH)2 VITAMIN-D cpm B/Bo (%)

Totaaltelling 43937

Kalibrator 0,0 pg/ml 16687 100,0

6,0 pg/ml 15268 91,5

20,0 pg/ml 12345 74,0

63,0 pg/ml 8033 48,1

230,0 pg/ml 3554 21,3

430,0 pg/ml 2148 12,9

XIIl. EIGENSCHAPPEN EN GRENZEN

A.  Detectielimiet
Twintig nulkalibrators werden bepaald, samen met de serie andere
kalibrators. De detectielimiet, omschreven als de schijnbare concentratie
van twee standaarddeviaties onder de gemiddelde tellingen bij nulbinding,
bedroeg 1,4 pg/ml.

B.  Specificiteit

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

Bestanddeel Kruisreactiviteit
(%)
1,25(0OH),-Vitamine.D3 100
1,25(0OH),-Vitamine.D2 92,31
250H-Vitamine-D3 0,001
24,25(0OH),-Vitamine.D3 0,005
25,26(0OH),-Vitamine.D3 0,20

Nota: deze tabel toont de kruisreactiviteit voor het anti 1,25(0OH)2 Vitamin-D

Het testresultaat wordt niet beinvioed door hemolyse (getest op 5 g/L
hemoglobine), bilirubinemie (getest op 1 g/L bilirubine) of triglyceriden (getest
op 2,5g/L).

Ascorbinezuur (Vitamin C ) (getest op 1 g/L) en bilirubine conjugaat (getest op
1g/L) zorgen niet voor storingen met deze test.

C. Precisie

PRECISIE BINNEN EEN TEST PRECISIE TUSSEN TESTEN
Serum N <X>+SD VC Serum N <X>+SD VC
(pg/ml) (%) (pg/ml) (%)
A 20 24,6+ 1,7 71 A 10 136+ 1,7 12,7
B 20 78,6+ 3,9 50 B 10 32,3+ 3,6 11,3

SD: standaarddeviatie; VVC: variatiecoéfficiént

D. Nauwkeurigheid
VERDUNNINGSTEST

Verdunning Theoretische Gemeten Recovery
monster concentratie concentratie
(pg/ml) (pg/ml) (%)
11 70,0 70,0 100%
1/2 35,0 35,7 102%
14 17,5 14,5 83%
1/8 8,8 78 89%
1/16 4,4 4,6 105%

Monsters werden verdund met de Elutieoplossing



RECOVERY-TEST

Toegevoegd Gemeten 1,25(0OH)2 Vit.D concentraties Recovery
1,25(0H)2-Vit.D Totaal Zonder blanco
(pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (%)
0,0 22,5
25,0 46,3 23,8 95,2%
50,0 70,0 47,5 95,0%
100,0 122,7 100,2 100,2%
Toegevoegd Gemeten 1,25(0OH)2 Vit.D concentraties Recovery
1,25(0OH)2-Vit.D Totaal Zonder blanco
(pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (%)
0,0 22,5
25,0 52,1 29,6 118,4%
50,0 70,4 47,9 95,8%
100,0 112,9 90,4 90,4%

Conversiefactor :
Van pg/ml naar pmol/L : x 2,4
Van pmol/L naar pg/ml: x 0,42

Naar ons beste weten bestaat er geen internationaal referentiemateriaal voor deze
parameter.

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 elk laboratorium zijn eigen pools voor
controlemonsters maken, die dan in aliquots bewaard moeten worden in de
diepvriezer.

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

XV. REFERENTIE-INTERVALS

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

Het geobserveerde bereik is gebaseerd op 2,5% tot 97,5% percentielen..

deze kit kan reageren met lood en koper in de afvoerleidingen en op die manier
zeer explosieve metaalaziden vormen.  Tijdens de wasfase moeten de
afvoerleidingen ruimschoots met water nagespoeld worden om ophoping van
azide te vermijden.

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

Populatie Bereik Gemiddeld sD n
(pg/ml)
Normale individuen 19.6 -54.3 353 10.6 51

XVI. VOORZORGSMAATREGELEN EN WAARSCHUWINGEN

Veiligheid

Uitsluitend voor in vitro diagnostisch gebruik.

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

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

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

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

Alle producten en derivaten van dierlijke oorsprong zijn afkomstig van gezonde
dieren. Boviene componenten komen uit landen waar BSE niet gerapporteerd
werd. Toch moeten componenten die bestanddelen van dierlijke oorsprong
bevatten, behandeld worden als potentieel besmettelijk.Vermijd dat de reagentia
(natriumazide als conserveermiddel) in contact komen met de huid. Azide in

TOTAAL- | KALIBRATORS MONSTER(S)
TELLINGEN CONTROLES
(CU] (u) (kD

EXTRACTIE
Kalibrators ; ; i
Monster_s, Controles B B 500
Extractiesolvent B B 2000
Schudden 1 uur aan 1200 rpm
Centrifugatie 5 minuten aan 800 g
SCHEIDING
Supernatant van
extractiefase - - 1600
PATROON
Supernatant 1600 pl
Wassolvent 1000 pl
Dichloromethaan 300 pl
Gedestilleerd water 300 pl
Centrifugatie 5 minuten aan 800 g
Elutieoplossing 400 pl
Centrifugatie 5 minuten aan 800 g

Vortex
INCUBATIE
Kalibratoren - 150 -
Geéxtraheerde stalen - - 150
Tracer 500 500 500
Incubatie overnacht bij kamertemperatuur
Scheiding _ opzuigen (of decanteren)
Werk-wasoplossing - 2,0ml
Scheiding - opzuigen (of -decanteren)
Werk-wasoplossing - 2,0ml
Scheiding ) opzuigen (of -decanteren)
Telling Tel buisjes gedurende 60 seconden

DIAsource catalogusnummer: Bijsluiternummer : Revisienummer :
KIP1929 1700602/l 140108/2

Revisiedatum: 2014-05-16
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1,25(0H),-VIT.D-RIA-CT

VERWENDUNGSZWECK

Ein Radio-Immunoassay fur die quantitative in vitro Bestimmung von humanem 1,25(0OH) ,-Vitamin D
(1,25(0OH),-Vit.D) in Serum und Plasma.

ALLGEMEINE INFORMATION
Handelsbezeichnung: DIAsource 1,25(0H),-VIT.D-RIA-CT Kit
Katalognummer : KIP1929: 48 tests

Hergestellt von: DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue du Bosguet, 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgien.

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

Tel : +32(0)1084.99.11 Fax : +32 (0)10 84.99.91
Fur Deutschland : Kostenfreie Rufnummer : 0800 1 00 85 74 - K ostenfreie Faxnummer : 0800 1 00 85 75
E-mail Ordering : ordering@diasour ce.be

KLINISCHER HINTERGRUND

Biologische Aktivitéat

Das Vitamin D3 wird hauptsachlich in der Haut aus 7-Dehydrocholesterin gebildet und stammt teilweise aus
der aufgenommenen Nahrung. Durch Hydroxylierung auf Kohlenstoff 25 in der Leber entsteht das obligaten
Zwischenprodukt 25-OH-D3. Bevor 25-OH-D3 die Funktionen des Vitamins D in Darm, Niere und in den
Knochen erfiillen kann, muss es weiter verstoffwechselt werden. Diese Reaktion findet beim nichttrachtigen
Saugetier ausschlielich in der Niere statt. Auf diese Weise wird 25-OH-D3 an der lo-Position weiter
hydroxyliert, sodass 1a,25 Dihydroxyvitamin D3 (1a,25-(OH),D3) entsteht.

AuRer dem renalen Gewebe sind auch die Plazenta schwangerer Frauen sowie Makrophagen bei Sarkoidose
in der Lage, eine bestimmte Menge 10,25-(OH),D3 herzustellen. 1a,25-(0H),D3 stellt in Bezug auf die
bekannten Funktionen die aktive Form des Vitamins D dar, wahrend ausgeschlossen werden kann, dass das
25-OH-D3 sowie Vitamin D3 selbst physiologisch aktiv sind. Da das 1 a,25-(OH),D3 in der Niere produziert
wird und einige seiner Funktionen in Knochen und Darm erflllt, ist es ferner als Hormon zu betrachten.
Dieses Hormon stimuliert die Aufnahme von sowohl Kazium als auch Phosphor in den Darm. Es regt
weiterhin die Knochenresorption und -mineralisierung an, wodurch der Entwicklung von Rachitis und
Osteomal azie vorgebeugt wird.

1a,25-(OH),D3 kénnte auch in anderen, fir den Kalziumtransport zustdndigen Geweben (Plazenta, Niere,
Brustdriisen usw.) und in endokrinen Driisen wie Nebenschilddriisen aktiv sein. Es wird sehr schnell
abgebaut; die Haltbarkeit im Plasma betrégt ca. 2 - 4 Stunden. Der Hauptmetabolit des 1 a,25-(0OH),D3 ist
die Calcitroidsaure, ein C-23-Karboxyl-Derivat, welches eigentlich ohne irgendeine biologische Aktivitét
ist. Zusétzlich zu diesem Weg unterliegt das 1a,25-(OH),D3 auch einer 24-Hydroxylierung, die zum
1,24,25-Trihydroxy-Vitamin D3 fuhrt. Dieses Produkt hat eine geringere biologische Aktivitdt als seine
Eltern und ist als ein unbedeutender Abkdmmling zu betrachten.

Da die Konzentrationen des 1a,25-(OH),D3 in Plasma oder Serum 100- bis 1.000-fach geringer als die des
25-OH-D3 sind und wegen der Anwesenheit zahlreicher hnlicher Metaboliten, erfordert die Bestimmung
des 10,25-(OH),D3 eine Extraktion sowie ene Separation entweder durch HPLC oder
Séulenchromatografie.

Klinische Anwendung

Die Messung des zirkulierenden 10,25-(OH),D3 ist bei verschiedenen den Kalziumstoffwechsel
betreffenden Erkrankungen angezeigt wie: Sarkoidose, Nierenversagen, Uber- bzw. Unterfunktion der
Schilddriisen, Rachitis, tumorvermittelte Hyperkal z&mie, vitaminresistente Mangel funktion und Behandlung
mit antikonvulsiven Medikamenten.
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V.

GRUNDSATZLICHES ZUR DURCHFUHRUNG

Zunéchst werden Proben und Kontrollen, nicht jedoch die Kalibratoren mit einem
Lésungsmittelgemisch extrahiert und anschlieRend auf Kartuschen aufgetragen,
um das 1,25(0OH),-Vitamin D von anderen Vitamin-D-Metaboliten zu trennen.
Nach der Eluierung der Proben und Kontrollen werden Kalibratoren, Proben und
Kontrollen in den beschichteten Rohrchen inkubiert. Eine festgesetzte Menge an
25| markiertem 1,25(0H), Vitamin-D konkurriert mit dem zu messenden, in der
Probe oder in dem Kalibrator vorhandenen 1,25(0OH) , Vitamin-D um eine Menge
an Antikdrperbindungsstellen, die an der Wand des Polystyren Réhrchens fixiert
sind. Nach Inkubation Giber Nacht bei Raumtemperatur, beendet das Absaugen die
Verdréngungsreaktion. Die Rohrchen werden anschliessend mit Waschlésung
gewaschen, danach wird nochmals abgesaugt. Eine Standardkurve wird gedruckt
und die 1,25(0H), Vitamin-D -Konzentrationen der Proben werden Uber Dosis
Interpolation der Kalibrationskurve bestimmt.

V. MITGELIEFERTE REAGENZIEN
Reagenz 48 Test Kit | Farbcode Rekonstitution
Mit anti 1,25(OH), 1x48 grin Gebrauchsfertig
H Vitamin-D- beschichtete
Rohrchen
1 Gefal rot 26 ml
lyophilisiert Rekonstitutionsl dsung
Tracer : *lod markiertes 75kBq zugeben
1,25(0OH), Vitamin-D (HPLC
grade) in Phosphatpuffer mit
Rindercasein und Gentamycin
CAL 5 Gefélle gelb 2 ml Eluierungslésung
lyophilisiert zugeben
Kalibratoren 1,25(0OH), Vitamin-
D:N=1bhis5 (genaue Werte auf
Gefal3-Etiketten) in
Phosphatpuffer mit Rindercasein
und Gentamycin
| WASH | SOLN | CONG | 1 Gef&l braun  |70x mit dest. Wasser
10ml (Magnetrihrer
Waschiosung (TRIS-HCI) verwenden) verdunnen.
2 Gefdte silber |2 ml dest. Wasser
lyophilisiert zugeben
Kontrollen: N = 1 oder 2
in Humanplasma und Gentamycin
1 Gefal? schwarz |Gebrauchsfertig
REC SOLN 30ml
Rekonstitutionslsung:
Phosphatpuffer mit Rindercasein
und Azid (<0,1%)
1 Gefél3 grin Gebrauchsfertig
ELU 30ml
Eluierungslésung:
Phosphatpuffer mit Rindercasein,
Methanol und Azid (<0,1%)
GEL 20 Bei Raumtemperatur
aufbewahren
Bond Elut Silikakartuschen

Bemerkung: Verwenden Sie Eluierungsésung als Null-Kalibrator und Zur
Verdinnung der Proben mit Werten Uber dem hdchsten Kalibrator (nach

Separationsschritt verdiinnen).

VI.  ZUSATZLICH BENOTIGTES MATERIAL

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

1. Dest. Wasser

2. Diisopropyléther (p.a.)

3. Cyclohexan (p.a.)

4. Ethylazetat (p.a.)

5. Athanol, absolut (p.a.)

6. Dichloromethan (p.a.)
NB: Ein DIAsource Extraktions Kit, der alle diese Lésungen enthalt,
ist erhéltlich unter Bestellnummer: 3019700. Dieser Kit enthélt die
bendtigten Volumina der Losungsmittel, um 5x48 Tests des
1,25(0H)2-VIT.D-RIA-CT durchzufihren.

7. Pipetten: 200 pl, 500 pl, 1 ml und 2 ml (Verwendung von
Prézisionspipetten mit Einwegpipettenspitzen wird empfohlen)

8. Glasrohrchen (12 x 75 mm) fir Extraktion und Eluierung (fur

Extraktionsschritt mit Verschluss).

VIII.

Glasrohrchen (16 x 100 mm) oder (12 x 120 mm) oder
Polypropylenréhrchen  (z.B. Falcon 2097) fir das Waschen der
Kartuschen.
V ortexmixer
Magnetrihrer
Zentrifuge fur Betrieb mit 800 g
Schiittler fur Réhrchen(1200 rpm)
5 ml automatische Spritze (Cornwall-Typ) zum Waschen
Absaugsystem (optional)
Jeder Gamma-Counter, der *°| messen kann, kann verwendet werden.
Maximale M esseffizienz sollte gewdahrleistet sein.
VORBEREITUNG DER REAGENZIEN
Kalibratoren: Rekonstituieren Sie die Kalibraoren mit 2 ml
Eluierungslésung (ger ade vor dem I nkubationsschritt).
Kontrollen: Rekonstituieren Sie die Kontrollen mit 2 ml dest. Wasser.
I 125(0H),-Vitamin D: Rekongtituieren Sie mit 26 ml
Rekonstitutionsl dsung.
Waschldsung: Zur Vorbereitung eines angemessenen Volumens nutzbarer
Waschldsung, mischen Sie zu einem Volumen Waschldsung (70x) 69
Volumen digtillietes Wasser. Benutzen Sie enen Magnetrihrer.
Entsorgen Sie nach jedem Arbeitstag die UberflUssige Waschl6sung.
Extraktionslosungsmittel: Es werden je Kontrolle bzw. Probe 2 ml
benétigt.
Vorbereitung einer frischen L dsung aus Diisopropylédther, Cyclohexan,
Athylacetat (50, 40, 10 V/V)
Waschlosungsmittel: Es werden je Kontrolle bzw. Probe 1 ml benétigt.
Vorbereitung einer frischen L ésung aus Diisopropyléther, Cyclohexan,
Athylacetat, Athanol absolut (50, 40, 10, 1 V/V).

AUFBEWAHRUNG UND LAGERUNG DER REAGENZIEN

Vor dem Offnen und Rekonstituieren sind alle Kitkomponenten bei 2 bis
8°C bis zu dem auf dem Etikett angegebenen Verfallsdatum haltbar; auller
Kartuschen, diese beiden Komponenten sind bei Raumtemperatur zu
lagern.

Die Kalibratoren und Kontrollen sind sehr instabil, sie sind sofort nach der
Rekonstitution zu verwenden oder sofort zu aliquotieren und enzuf rieren,
dann sind sie bei —20°C 3 Monate haltbar. Vermeiden Sie wiederholtes
Einfrieren und Auftauen.

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

Wenn der Tracer nach der ersten Benutzung wieder im gutverschlofenen
Originalgefal bei 2 bis 8°C aufbewahrt wird, ist er bis zum angegebenen
Verfallsdatum haltbar.

Es wird empfohlen, Extraktions- und Waschlésungsmittel jeweils frisch
herzustellen und nicht zu lagern.

Verénderungen im Aussehen der Kitkomponenten kénnen auf Instabilitét
bzw. Zerfall hindeuten.

PROBENSAMMLUNG UND -VORBEREITUNG

Serum- oder Plasmaproben miissen bel 2-8 °C aufbewahrt werden.

Falls der Test nicht innerhalb von 24 Std. durchgefiihrt wird, mussen die
Proben bel —20°C aufgehoben werden.

Vermeiden Sie wiederholtes Einfrieren und Auftauen.

Nach dem Auftauen missen die Proben auf dem Vortex gemischt und
zentrifugiert werden.

Serum- oder Plasmaproben (hepariniertes und EDTA) liefern dhnliche
Ergebnisse

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 alle Reagenzien vor der Verwendung auf
Raumtemperatur.

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

Prézisionspipetten oder ein automatisches Pipettiersystem erhthen die
Prézision. Achten Sie auf die Einhaltung der Inkubationszeiten.

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

Durchfuihrung

Extraktionsschritt: ! Nur fir Kontrollen und Proben
Beschriften Sie die Glasréhrchen (12 x 75 mm) fiir Extraktion: 2 Kontrollen
und bis zu 16 Proben.
Pipettieren Sie 0,5 ml Kontrollen oder Proben in die entsprechenden
Rahrchen.



3. Geben Sie 2 ml Extraktionsldsungsmittel in alle Réhrchen.

4.  Roéhrchen mit Verschluss schlief3en und 1 Stunde auf einem Schiittler (1200
rpm) inkubieren.

5. Zentrifugieren Sie alle Réhrchen 5 min. bei Raumtemperatur (800 g).

6. Verwenden Siedie Uberstande firr den néchsten Arbeitsschritt.

. Separationsschritt: ! Nur fir Kontrollen und Proben

1. Label Glasréhrchen (16 x100 mm) oder (12 x 120 mm), oder
Polypropylenréhrchen (Falcon 2097), fur das Waschen der Kartuschen : 2
Kontrollen und bis zu 16 Proben.

2. Stecken Sieeine,Bond Elut’ Kartusche in jedes Rohrchen.

3. Tragen Sie 1,6 ml des Uberstandes (2 x 0,8 ml) aus dem Extraktionsschritt
auf die Kartuschen.

4. Waschen Sie die Kartuschen mit 1 ml Waschlésungsmittel (Herstellung
s.0.). ! Niemals Vakuum an die Kartuschen anlegen, sondern L&sungsmittel
allein durch Schwerkraft passieren lassen.

5. Pipettieren Sie 300 pl Dichlormethan auf die Kartuschen; durch Schwerkraft

passieren lassen.

Pipettieren Sie 300 pl dest. Wasser auf die Kartuschen.

Zentrifugieren Sie alle Rdhrchen 5 min. bei Raumtemperatur (800 g).

Beschriften Sie die Glasréhrchen (12 x 75 mm) fur das Eluieren von

1,25(0H),-Vitamin D beschriften. Ubertragen Sie die Kartuschen nach dem

Zentrifugieren in die entsprechenden Glasréhrchen.

9. Tragen Sie 400 pl Eluierungslosung auf jede Kartusche, um 1,25(0OH) -
Vitamin D zu eluieren und zentrifugieren Sie 5 min. bei Raumtemperatur
(800 g).

10. Vortexmischen Siedie eluierte Fraktion.

© N

Bemerkung: Nach diesem Schritt missen die Proben unverziiglich in die
beschichtete Rohrchen uberfihrt werden um einen Abbau zu
vermeiden.

1. Inkubationsschritt:

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

2. Vortexen Sie Kdibratoren (Verwenden Sie Eluierungslosung as Null-
Kalibrator), extrahierte Proben und Kontrollen kurz und geben Sie 150 pl
von jedem in ihre Rohrchen.

3. Geben Sie 0,5 ml des 125lod markierten 1,25(0OH)2 Vitamin-D in jedes
Rohrchen, einschliellich  der unbeschichteten Rohrchen fur die
Gesamtaktivitét.

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

5. Inkubieren Sie Uber Nacht bei Raumtemperatur.

6. Saugen Sie den Inhat jedes Rohrchens ab (auler Gesamtaktivitét).
Vergewissern Sie sich, dass die Plastikspitze des Absaugers den Boden des
beschi chteten Réhrchens erreicht, um die gesamte Fliissigkeit zu entfernen.

7.  Waschen Sie die Réhrchen mit 2 ml Waschldsung (auf3er Gesamtaktivitét)
und saugen Sie a. Vermeiden Sie Schaumbildung bei Zugabe der
Waschldsung.

8.  Saugen Sieden Inhalt jedes Rohrchens ab (aufler Gesamtaktivitét).

9.  Waschen Sie die Réhrchen mit 2 ml Waschlésung (auRer Gesamtaktivitat)
und saugen Sie ab.

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

11. Werten Sie die Rdhrchen in enem Gamma-Counter Uber 60 Sekunden aus.

Xl.  BERECHNUNG DER ERGEBNISSE

1.  Berechnen Sie den Durchschnitt aus den Doppel bestimmungen.

2. Berechnen Sie die gebundene Radioaktivitét als Prozentsatz des am Null-
Kalibratorpunkt (0) bestimmten Wertes nach folgender Formel:

Aktivitdt (Kalibrator oder Probe)

Aktivitat (Null-Kalibrator)

3. Vewenden Sie semi-logarithmisches oder doppelt-logarithmisches
Millimeterpapier (Uber 3 GroRenordnungen) drucken Sie die (B/B0(%))
Werte fur jeden Kalibratorpunkt als Funktion der 1,25(0OH), Vitamin-D -
Konzentration fir jeden Kalibratorpunkt, schlieBen Sie offensichtliche
»Ausreif3er aus.

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

5. Bestimmen Siedie 1,25(0OH), Vitamin-D -Konzentrationen der Proben tiber
Interpolation der Probenwerte B/BO(%)) der Referenzkurve.

6. Be jedem Assay muss der Prozentsatz des gesamten gebundenen Tracers
ohne unmarkiertes 1,25(0OH), Vitamin-D (BO/T) geprift werden.

B/BO (%) =

XIl.  TYPISCHE WERTE

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

1,25(0OH)2 VITAMIN-D Cpm B/Bo (%)

Gesamtaktivitét 43937

Kalibrator 0,0 pg/ml 16687 100,0

6,0 pg/ml 15268 91,5

20,0 pg/ml 12345 74,0

63,0 pg/ml 8033 48,1

230,0 pg/ml 3554 21,3

430,0 pg/ml 2148 12,9

XI1. LEISTUNGSMERKMALE UND GRENZEN DER METHODIK

A. Nachweisgrenze
Zwanzig Null-Kalibratoren wurden zusammen mit einem Satz anderer
Kalibratoren gemessen.
Die Nachweisgrenze, definiert als die scheinbare Konzentration bei zwel
Standardabweichungen unterhalb des gemessenen Durchschnittswerts bel
Nullbindung, entsprach 1,4 pg/ml.

B. Spezifitat

Der Prozentsatz der Kreuzreaktion, der im Vergleich der Konzentration geschétzt
wurde, welche eine 50%ige Inhibition ergibt, betrégt respektive:

Substanz Kreuz-Reaktivitat
(%)
1,25(OH).-Vitamin D3 100
1,25(OH).-Vitamin D2 92,31
250H-Vitamin D3 0,001
24,25(0OH),-Vitamin D3 0,005
25,26(0OH),-Vitamin D3 0,20

Bemerkung: Diese Tabelle zeigt die Kreuz-Reaktivitat fir die anti-1,25(0H) ,
Vitamin-D.

Die Leistung des Tests wird nicht durch Hamolyse (5g/ Hamoglobin getestet),
Bilirubindmie (1g/l Bilirubin getestet) oder Triglyceride (2,5 g/l getestet)
beeinfluf:.

Ascorbinsdure (Vitamin C ) (1g/l getestet) und Bilirubinkonjugat (1g/l getestet)
interferieren nicht mit diesem Testsystem.

C. Préazision

INTRA-ASSAY PRAZISION INTER-ASSAY PRAZISION

Serum | N | <X>*SD cv || Serum | N <X>*SD cv
(pg/mi) (%) (pg/mi) (%)

A 20 | 246+17| 71 A 10 | 136%17 12,7

B 20 | 786+39| 50 B 10 | 32336 11,3

SD : Standardabweichung; CV: Variationskoeffizient

D. Genauigkeit

VERDUNNUNGSTEST
Theoretische Gemessene R K
Probenverdiinnung Konzentration | Konzentration | 'V'ederfindungsra
(%)
(pg/ml) (pg/ml)
v 70,0 700 100%
vz 350 357 102%
va 175 145 83%
s 88 7.8 89%
/16 44 46 105%

Die Proben wurden mit Eluierungsldsung verdinnt.

WIEDERFINDUNGSTEST

Gemessene 1,25(0H)2 Vit.D
Konzentrationen
Hinzugefligtes

- Gesamt Geloscht Wieder findungsr at
R (pg/m) (pg/m) (%)
0,0 225
25,0 46,3 23,8 95,2%
50,0 70,0 47,5 95,0%

100,0 122,7 100,2 100,2%



Gemessene 1,25(0H)2 Vit.D
Konzentrationen
Hinzugeflgtes . Wiederfindungsrate
1,25(0!3)2—3it.D %ﬁ; (?sg‘;:gt (%) s
(pg/mi)
0,0 22,5
25,0 52,1 29,6 118,4%
50,0 704 47,9 95,8%
100,0 112,9 90,4 90,4%

Umrechnungsfaktor:
Von pg/ml in pmol/L: x 2,4
Von pmol/L in pg/ml: x 0,42

Laut unserem Wissen, gibt es keine internationale Referenzen zu diesen
Parametern.

XIV. INTERNE QUALITATSKONTROLLE

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

- Falls Extra-Kontrollen erwiinscht sind, kann jedes Labor seinen eigenen
Pool herstellen, der in Aliquots eingefroren werden sollte.

- Akzeptanzkriterien fur die Differenz zwischen den Resultaten der
Wiederholungstests anhand der Proben missen auf Guter Laborpraxis
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XVI.ZUSAMMENFASSUNG DES PROTOKOLLS

beruhen.
GESAMT- KALIBRA- PROBE(N)-
XV. 7U ERWARTENDER BEREICH AKTIVITAT TOREN KONTROLLEN
(n) (ul) (1)
Diese Werte sind nur Richtwerte; jedes Labor muss seinen eigenen EXTRAKTION
Normalwertbereich ermitteln. Kalibratoren - - -
) ) ) Proben, Kontrollen - - 500
Der beobachtete Bereich war, auf Grundlage der Perzentilen 2,5% bis 97,5%. Extraktiongl6sungs- . . 2000
Population Bereich Mittelwe SD n mittel
(py/ml) it
Schiitteln 1 Std. bei 1200 rpm
Normale Themen 19.6-54.3 353 10.6 51 Zentrifugierung 5 Minuten (800 g)
XV. VORSICHTMASSNAHMEN UND WARNUNGEN SEEARATION
Uberstand aus dem
Sicherheit Extraktionsschritt - - 1600
Nur fur diagnostische Zwecke.
Dieser Kit enthalt 2| (Halbwertzeit: 60 Tagen) , dasionisierende X (28 keV) und KARTUSCHE
v (355 keV) Strahlungen emittiert. Uberstand 1600 ul
Dieses radioaktive Produkt kann nur an autorisierte Personen abgegeben und darf Waschlgsungsmittel 1000 pl
nur von diesen angewendet werden; Erwerb, Lagerung, Verwendung und Dichloromethan 300
Austausch radioaktiver Produkte sind Gegenstand der Gesetzgebung des Landes Dest. Wasser 300 ul
des jeweiligen Endverbrauchers. In keinem Fall darf das Produkt an Menschen Zentrifugierung 5 Minuten (800 g)
oder Tieren angewendet werden. Eluierungsldsung 400 p
Der Umgang mit radioaktiven Substanzen sollte fern von Durchgangsverkehr in Zentrifugierung 5 Minuten (800 g)
einem speziell ausgewiesenen Bereich stattfinden. Ein Logbuch fir Protokolle Vortex
und Aufbewahrung muss im Labor sein. Die Laborausriistung und die
Glasbehélter, die mit radioaktiven Substanzen kontaminiert werden konnen, INKUBATION
milssen ausgesondert werden, um Kreuzkontaminationen mit unterschiedlichen Kalibratoren - 150 -
Radioisotopen zu verhindern. Extrahierte Proben - - 150
Verschiittete radioaktive Substanzen miissen sofort den Sicherheitsbestimmungen Tracer 500 500 500
entsprechend entfernt werden. Radioaktive Abfélle miissen entsprechend den
lokalen Bestimmungen und Richtlinien der fur das Labor zustandigen Behdrden Inkubation Uber Nacht bei Raumtemperatur
gelagert werden. Das Einhalten der Sicherheitsbestimmungen fir den Umgang
mit radioaktiven Substanzen gewahrleistet ausre chenden Schutz.
Die menschlichen Blutkomponenten in diesem Kit wurden mit européischen und Separation - absaugen (oder dekant)
in USA erprobten FDA-Methoden getestet, sie waren negativ fir HBsAg, anti- Waschl6sung - 2ml
HCV und anti-HIV 1 und 2. Keine bekannte Methode kann jedoch vollkommene Separation - absaugen (oder dekant)
Sicherheit liefern, dass menschliche Blutbestandteile nicht Hepatitis, AIDS oder Waschigsung - 2ml
andere Infektionen (ibertragen. Deshalb sollte der Umgang mit Reagenzien, Separation - absaugen (oder dekant)
Serum oder Plasmaproben in Ubereinstimmung mit den Sicherheitsbestimmungen Auswertung Messen der Réhrchen 60 Sekunden
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 DI Asource Katalognummer : Be'packze“.e" Nummer der _
enthalten, als potentiell ansteckend behandelt werden. KIP1929 nummer - Originalausgabe :
Vermeiden Sie Hautkontakt mit den Reagenzien (Natriumazid as 1700602/de 140108/1

Konservierungsmittel). Das Azid in diesem Kit kann mit Blei oder Kupfer in den
Abflurohren reagieren und so hochexplosive Metallazide bilden. Spillen Sie
wahrend der Waschschritte den Abflul? grindlich mit viel Wasser, um die
Metallazidbildung zu verhindern.

Bitte rauchen, trinken, essen oder wenden Sie Kosmetika nicht in Ihrem
Arbeitsbereich an. Pipettieren Sie nicht mit dem Mund. Tragen Sie
Schutzkleidung und Wegwerfhandschuhe.

Revisionsdatum: 2014-01-08
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L eggeretuttoil protocollo prima dell’ uso

1,25(0H),-VIT.D-RIA-CT

USO PREVISTO

Radioimmunodosaggio per la determinazione quantitativa in vitro della 1,25(OH),-Vitamina D
(1,25(0OH),-Vit.D) nel siero e nel plasma.

I1. INFORMAZIONI GENERALI

A. Nome commerciale: DIAsource 1,25(0H)-VIT.D-RIA-CT Kit
B. Numero di catalogo: KIP1929: 48test
C. Prodotto da: DIAsource ImmunoAssays S.A.

Rue du Bosguet, 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgio

Per informazioni tecniche o su come ordinareil prodotto contattare:
Tel: +32 (0) 10 84.99.11 Fax: +32 (0) 10 84.99.91

INFORMAZIONI CLINICHE

Attivita biologiche

La vitamina D3 €& sintetizzata principamente a livello cutaneo a partire da 7-deidrocolesterolo e
parzialmente ricavata dall’ alimentazione. Nel fegato la vitamina D3 viene idrossilata sul carbonio 25 per
produrre il necessario intermedio 25-OH-D3, il quale deve subire ulteriori modifiche prima di poter svolgere
le funzioni della vitamina D a livello intestinale, renale e osseo. Nei mammiferi non gravidi, questa seconda
reazione avviene solo nel rene. Pertanto, la 25-OH-D3 subisce un’ ulteriore idrossilazione in posizione 1a a
darela la,25 diidrossi-vitamina D3 (1a,25-(0OH),D3).

Oltre a tessuto renae, la 10,25-(OH),D3 pud essere prodotta anche da parte della placenta di donne in
gravidanza e, in presenza di sarcoidosi, dai macrofagi. La 1a,25-(OH),D3 rappresenta la forma attiva della
vitamina D in relazione ale funzioni note, mentre la 25-OH-D3 e la vitamina D3 stessa possono essere escluse
in quanto fisiologicamente funzionali. Inoltre, poiché la 1a,25-(0OH),D3 & prodotta dal rene ed esercita parte
dellapropriaazione alivello di ossa e intestino, va considerata un ormone. Tale ormone stimola |’ assorbimento
intestinale del calcio e del fosforo, oltre a favorire il riassorbimento e la mineralizzazione ossei, prevenendo
dunque lo sviluppo di rachitismo e osteomalacia.

La 1a,25-(OH),D3 potrebbe essere attiva anche in altri tessuti responsabili del trasporto di calcio (placenta,
rene, ghiandola mammaria, ...) e nelle ghiandole endocrine, quali le paratiroidi. La 1a,25-(OH),D3 &
metabolizzata rapidamente e la sua permanenza nel plasma ammonta a circa 2-4 h. |l suo metabolita principale
e I'acido calcitroico, un derivato carbossilico C-23, essenzialmente privo di attivita biologica. Oltre a questa
vig, la 1a,25-(OH),D3 subisce un’idrossilazione in posizione 24 a dare la 1,24,25-triidrossi-vitamina D3,
caratterizzata da un'’ attivita biologica minore rispetto a suo progenitore, pertanto questa viene considerata
come una via metabolica minore.

I livelli di 1 a,25-(OH),D3 nel plasma o nel siero sono da 100 a 1000 volte inferiori a quelli della 25-OH-D3.
Considerando la sua bassa concentrazione e la presenza di molti metaboliti simili, la misurazione di 10,25
(OH),D3 richiede I’ estrazione e la separazione tramite HPLC o cromatografia su colonna.

Applicazione clinica

La misurazione dei livelli circolanti di 1a,25-(OH),D3 € indicata in diversi disturbi che interessano il
metabolismo del calcio quali: sarcoidosi, insufficienza renale, iper- e ipo-paratiroidismo, rachitismo,
ipercal cemia associata a tumori, rachitismo vitamina D-resistente e trattamento con farmaci anticonvulsivanti.



IV.  PRINCIPIO DEL METODO

Solo i campioni ei controlli, manoni calibratori, vengono estratti utilizzando una

miscela di solventi e vengono applicati su cartucce per separare la 1,25(0OH)
Vitamina D dagli altri metabaliti dellavitaminaD. Dopo I’ luizione dei campioni

edei contralli, i calibratori, i campioni ei controlli vengono incubati in provette

rivestite. Una quantita fissa di 1,25(0H), Vitamina D marcata con | compete
con la 1,25(0OH), Vitamina D da misurare presente nel campione o nel caibratore
per il legame a un numero fisso di siti sugli anticorpi immobilizzati sulla parete
della provetta di polistirene. Dopo un’incubazione per tutta la notte a temperatura
ambiente, la reazione di competizione viene interrotta tramite aspirazione della
miscela di reazione. Le provette vengono quindi lavate con soluzione di lavaggio

easciugate. Si costruisce unacurvadi calibrazione e tramite la sua interpolazione
si calcola concentrazione di 1,25(0OH y, Vitamina D presente nel campioni.

V. REATTIVI FORNITI

Reattivi Kit da 48 Codice Volumedi
test colore ricostituzione
Provette rivestite con ,
anticorpo anti-1,25(0H)» 1x48 verde Pronte per I’ uso
VitaminaD
Ag b 1 flacone, rosso g?l?;ggg dei 26midi
liofilizzato SO
75kBq ricostituzione
RADIOMARCATO: 1,25(0H),
Vitamina D marcato con ‘#| (per
HPLC), in tampone fosfato con
caseina bovina e gentamicina
CAL 5 gialo | Aggiungere2midi
Calbratori —N =daLa5 ivalori | fieeorint soluzione d elizione
esatti sono riportati sull’ etichetta
dei flaconcini), in tampone fosfato
con caseina bovina e gentamicina
WASH SOLN CONC ilui
| | ‘ | 1 marrone 3|Iyl|lre 70 x con acqua
Soluzione di lavaggio concentrata | flaconcino, istillata (usare un
(TRIS-HCI) 10 ml agitatore magnetico)
| CONTROL | N | 2 argento | Aggiungere 2 ml di
Controlli - N =102, inplasma f!ac_o_nm n, acqua distillata
- liofilizzati
umano con gentamicina
REC SOLN
1 ggrglne nero Pronta per I'uso
Soluzione di ricostituzione:
tampone fosfato con caseina
bovina e azoturo (<0,1%)
ELU SOLN
1 flacone verde Pronta per I' uso
30ml
Soluzione di eluizione: tampone
fosfato con caseina bovina,
metanolo e azoturo (<0,1%)
GEL 20 Conservare a
temp. amb.
Cartucce di silice Bond Elut

Note: Utilizzarela Soluzione di eluizione come calibratore O e per la diluizione
dei campioni con valori superiori a calibratore piu elevato (diluizione
dopo lafasedi separazione).

VI. REATTIVI NON FORNITI

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

1.  Acquadistillata

2. Diisopropiletere (p.a.)

3. Cicloesano (p.a)

4. Etilacetato (p.a.)

5. Etanolo assoluto (p.a.)

6. Diclorometano (p.a.)
NB: con il numero di riferimento 3019700 e disponibile un kit di
estrazione DIAsource contenente tutti questi solventi. |l kit contiene
quantita di solventi sufficienti per eseguire 5 x 48 test per 1,25(0H)2-
VIT.D-RIA-CT.

7.  Pipette per erogare 200 pl, 500 mi, 1 ml e 2 ml (si raccomanda di utilizzare
pipette accurate con puntale di plastica monouso).

8.  Provette di vetro (12 x 75 mm) per I’ estrazione e |’ eluizione (chiuse con un
tappo per lafase di estrazione).

9. Provettedi vetro (16 x 100 mm) o (12 x 120 mm) o di polipropilene (Falcon
2097) per il lavaggio delle cartucce.

VIII.

AwN

Agitatore tipo vortex.

Agitatore magnetico.

Centrifuga funzionante a 800 g.

Agitatore rotatorio (1200 rpm)

Siringaautomaticada 5 ml (tipo Cornwall) per i lavaggi.
Sistemadi aspirazione dei campioni (opzionale).

Contatore gamma con finestra per 1 (efficienza minima 70%).

PREPARAZIONE DEI REATTIVI

Calibratori: ricostituire i calibratori con 2 ml di Soluzione di euizione
(subito prima della fase di incubazione).

Contralli: ricostituirei controlli con 2 ml di acqua distillata.

[ 1,25(0H),-Vitamina D: ricostituire con 26 ml di Soluzione di
ricostituzione.

Soluzione di lavaggio diluita: preparare la quantita necessariadi Soluzione
di lavaggio diluita aggiungendo 69 volumi di acqua distillataa 1 volume di
Soluzione di lavaggio concentrata (70x). Usare un agitatore magnetico per
rendere la soluzione omogenea. La soluzione di lavaggio va scartata al
termine della giornata.

Solvente di estrazione: sono necessari 2 ml per ogni controllo o campione
da controllare.  Preparare una soluzione fresca di diisopropiletere,
cicloesano, etilacetato, (50, 40, 10 v/v).

Solvente di lavaggio: € necessario 1 ml per ogni controllo o campione da
analizzare.

Preparare una soluzione fresca di diisopropiletere, cicloesano, etilacetato,
etanolo assoluto (50, 40, 10, 1 v/v).

CONSERVAZIONE E SCADENZA DEI REATTIVI

Prima dell’ apertura o della ricostituzione, tutti i componenti del kit sono
stabili fino alla data di scadenza indicata sulle rispettive etichette se
mantenuti a 2-8°C, ad eccezione delle cartucce che vanno conservate a
temperatura ambiente.

| calibratori ei controlli sono molto instabili: vanno utilizzati subito dopo la
ricostituzione e congelati immediatamente in aliquote e mantenuti a— 20°C
per 3 mesi. Evitare cicli ripetuti di congelamento-scongelamento.

La Soluzione di lavaggio diluita va preparata fresca ogni volta e us ata nello
stesso giorno della preparazione.

Dopo I'apertura del flacone, il radiomarcato € stabile fino alla data di
scadenza, se conservato a 2-8°C nel flacone originale ben chiuso.

Il Solvente di estrazione e il Solvente di lavaggio vanno sempre
prepar ati freschi e non vanno conservati.

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

RACCOLTA E PREPARAZIONE DEI CAMPIONI

Conservarei campioni di siero e plasmaa2-8°C.

Se il test non viene eseguito entro 24 ore dal prelievo, si raccomanda di
aliquotare i campioni e conservarli a—20°C.

Evitare cicli ripetuti di congelamento-scongelamento.

Dopo lo scongelamento, i campioni vanno vortexati e centrifugati.

Il siero eil plasma (eparinao EDTA) forniscono risultati simili.

PROCEDURA

Note generali

Non usareil kit o suoi componenti oltre ladatadi scadenza.

Non mescolare materiai di lotti di kit diversi.

Primadell’ uso portare tutti i resttivi atemperatura ambiente.

Mescolare bene tutti i reattivi e i campioni mediante delicata inversione o
rotazione. Per evitare contaminazioni incrociate, cambiare il puntale del la
pipetta ogni volta che s usa un nuovo reattivo o campione. L’'uso di
pipette ben tarate o di pipette automatiche migliora la precisione del
dosaggio.

Rispettarei tempi di incubazione.

Preparare una curva di calibrazione per ogni sessione di analisi, non
riutilizzarei dati ottenuti da sessioni di analis precedenti.

Procedura

Fase di estrazione: NB: solo per controlli e campioni

Etichettare le provette di vetro (12x75 mm) per I’ estrazione: 2 controlli e
16 campioni a massimo.

Aggiungere 0,5 ml di controllo o campione nelle rispettive provette.
Erogare 2 ml di Solvente di estrazione in ogni provetta.

Chiudere le provette con un tappo e inserirl e in un agitatore per 1 ora a
1200 rpm.

Centrifugare ogni provetta per 5 minuti atemperatura ambiente (a 800 g).
Per la successivafase di separazione sono necessari i supernatanti.
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XI.

XI1.

Fase di separazione: NB: solo per controlli e campioni

Etichettare le provette di vetro (16 x 100 mm) o (12 x 120 mm) o di
polipropilene (Falcon 2097) per il lavaggio delle cartucce: 2 controlli e 16
campioni a massimo.

Inserire unacartuccia"Bond Elut" in ogni provetta.

Applicare sulla cartuccia 1,6 ml di supernatante (2 x 0,8 ml) ottenuto dopo
lafase di estrazione.

Quindi, lavare le cartucce con 1 ml di Solvente di lavaggio (vedere la
preparazione dei reattivi). NB: fare attenzione a non applicare mai il vuoto
alle cartucce, lasciare semplicemente che il solvente scenda per gravita
Aggiungere 300 pl di diclorometano su ogni cartuccia, lasciare scendere
per gravita.

Aggiungere 300 ul di acquadistillata su ogni cartuccia

Centrifugare ogni provetta per 5 minuti atemperatura ambiente (a 800 g).
Etichettare le provette di vetro (12 x 75 mm) per I'éluizione della
1,25(0OH).-Vitamina D. Dopo la centrifugazione, trasferire le cartucce
nelle corrispondenti provette di vetro.

Applicare 400 ul di Soluzione di eluizione su ciascuna cartuccia per eluire
1,25 (OH).-Vitamina D e centrifugare 5 minuti a temperatura ambiente (a
800 g).

Vortexare lafrazione euita.

: Dopo questa fase, i campioni devono essere incubati in provette

rivestite non appena possibile per evitarne la degradazione.

Fasedi incubazione:

Etichettare le provette rivestite necessarie per dosare in duplicato ogni
calibratore, campione e controllo. Etichettare 2 provette non rivestite per la
determinazione dell’ attivita totale.

Vortexare brevemente i calibratori (utilizzare la Soluzione di eluizione
come calibratore 0), i contralli e i campioni estratti ed erogare 150 i di
ognuno di nelle rispettive provette.

Erogare 500 m di 1,25(0H), Vitamina D marcata con *®I in tutte le
provette, comprese quelle per I attivita totale.

Scuotere delicatamente il portaprovette per liberare eventuali bolle d’ aria.
Incubare per tuttala notte atemperatura ambiente

Aspirare (o far decantare) il liquido contenuto in tutte le provette, trannein
quelle per I’ attivita totale, facendo attenzione che il puntale dell’ aspiratore
raggiungail fondo delle provette e che aspiri tutto il liquido.

Lavare tutte le provette, tranne quelle per I'attivita totale, con 2 ml di
Soluzione di lavaggio diluita e aspirare (0 far decantare), evitando la
formazione di schiuma.

Aspirare (o far decantare) il liquido contenuto in tutte le provette, trannein
quelle per I'attivitatotale.

Lavare ancora tutte le provette, tranne quelle per I’ attivita totale, con 2 ml
di Soluzionedi lavaggio e aspirare (o far decantare).

Dopo I'ultimo lavaggio, lasciare decantare le provette in posizione
verticale per due minuti circa e aspirare eventuali gocce di liquido residue.
Contare tutte le provette per 1 minuto con il contatore gamma.

CALCOLO DEI RISULTATI

Calcolare la media delle determinazioni in duplicato.

Calcolareil rapporto (rapporto di competizione) tra radioattivita legata alle
provette dei calibratori 1-5, campioni e contralli (B) e la radioattivita
legata alle provette del calibratore zero (BO).

cpm (Calibratore, campioni o controlli)

B/B0 (%) =
0 cpm (Zero Cdlibratore)

x100

Usando carta semilogaritmica a 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 1,25(0OH), Vitamina D, tracciare la curva di
calibrazione, scartando i valori palesemente discordanti.

E possibile utilizzare un sistema di interpolazione dati automatico. In tal
caso, utilizzare una curva a4 parametri.

Per interpolazione sulla curva di calibrazione dei rapporti di competizione
dei campioni e dei controlli, determinare le rispettive concentrazioni di
1,25(0OH), VitaminaD.

Per ogni dosaggio determinare la capacita legante BO/T.

CARATTERISTICHE TIPICHE

| dati sotto riportati sono forniti atitolo di esempio e non devono essere utilizzati
per calcolare le concentrazioni di 1,25(0OH) , Vitamina D nei campioni e controlli
al posto della curvadi calibrazione eseguita a momento.

1,25(0H)2 VITAMINA D cpm B/BO (%)

Attivitatotale 43937

Calibratore 0,0 pg/ml 16687 100,0

6,0 pg/ml 15268 91,5

20,0 pg/ml 12345 74,0

63,0 pg/ml 8033 48,1

230,0 pg/ml 3554 21,3

430,0 pg/ml 2148 12,9

X1,

A.

B.

CARATTERISTICHE E LIMITI DEL METODO

Sensibilita

Sono stati analizzati venti replicati di calibratore zero, insieme a una serie di
altri calibratori.

La sensibilita, calcolata come concentrazione apparente di un campione con
cpm pari alamediameno 2 deviazioni standard, € risultata essere 1,4 pg/ml.

Specificita

Le percentuali di reattivita incrociata stimata rispetto alla concentrazione in grado
di produrre un’inibizione del 50% sono riportate nella tabella.

Reattivitaincrociata
(%)

Composto

1,25(0H).-VitaminaD3 100,00
1,25(0H),-Vitamina D2 92,31
250H-Vitamina D3 0,001
24,25(0OH),-Vitamina D3 0,005
25,26(0OH).-Vitamina D3 0,20

Nota: questatabella mostralareattivitaincrociata relativa all’ anticorpo anti-

1,25(0OH), VitaminaD

Le prestazioni dell’analis non sono influenzate dall’emolisi ( emoglobina
andlizzata: 5 g/L), dalla hilirubinemia (bilirubina analizzata: 1 g/L ) o dai
trigliceridi (analizzati: 2,5 g/L).

L’ acido ascorbico (Vitamina C, analizzati: 1g/L) e il coniugato della bilirubina
(analizzati: 1g/L) non interferiscono con questa analisi.

C. Precisione
INTRA-SAGGIO INTER-SAGGIO
Siero N <X>+DS cv Siero N <X>*DS cv
(pg/mi) (%) (pg/mi) (%)
A 20 | 246 %17 71 A 10 136+ 1,7 12,7
B 20 | 78639 5,0 B 10 323+36 11,3

DS: Deviazione Standard; CV: Coefficientedi Variazione

D. Accuratezza
TEST DI DILUIZIONE
Diluizione Concentraz. Concentraz. Recupero
del campione teorica misurata

(pg/ml) (pg/ml) (%)
1 70,0 70,0 100%
12 35,0 35,7 102%
s 175 145 83%
1/8 8.8 78 89%
1/16 4.4 4.6 105%

Il campione é stato diluito con la Soluzione di eluizione.



TEST DI RECUPERO

. ncentr i 1,25(0H)2 Vit.D total
1,25(0H)2-Vit.D Concentraz, dm; ;j’ﬁgta) tDtotale Recupero
aggiunta Totale Con sottraz. bianco
(pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (%)
0,0 225
25,0 46,3 238 95,2%
50,0 70,0 475 95,0%
100,0 1227 100,2 100,2%
. ncentr i 1,25(0H)2 Vit.D total
1,25(0H)2-Vit.D Concentraz, dm; ;j’ﬁgta) LD totale Recupero
aggiunta Totale Con sottraz. bianco
(pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (%)
0,0 225
25,0 52,1 29,6 118,4%
50,0 70,4 479 95,8%
100,0 112,9 90,4 90,4%
Fattore di conversione:
Da pg/ml apmol/l: x 24
Dapmol/l apg/ml : x 0,42

Al momento non risulta disponibile un calibratore di riferimento internazionale
per questo parametro.

XIV. CONTROLLO DI QUALITA INTERNO

- Sei risultati ottenuti per il Controllo 1 €/oil Controllo 2 non rientrano nei
limiti riportati sull’ etichetta dei flaconi non vanno utilizzati, salvo vi sia
una giustificazione soddisfacente per tale discrepanza.

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

- | criteri di accettazione delle differenze tra i risultati dei campioni in
duplicato devono basarsi sulla buonaprassi di laboratorio.

XV.INTERVALLI DI RIFERIMENTO

Questi valori sono puramente indicativi, ciascun laboratorio dovra stabilire i
propri intervalli normali.

L’intervallo analizzato € basato sui percentili da 2,5% a 97,5%.

scarichi.

Ne luoghi dove si usano sostanze radioattive non & consentito consumare ci bi o
bevande, fumare o applicare cosmetici. Non pipettare i reattivi con pipette a
bocca. Utilizzare indumenti protettivi e guanti monouso.
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XVIIl. SCHEMA DEL PROTOCOLLO

Popolazione Intervallo Media DS n
(pg/ml)
Soggetti sani 19,6 -54,3 353 10,6 51

XVI. PRECAUZIONI E AVVERTIMENTI

Sicurezza

Il kit e solo per uso diagnostico in vitro.

Il kit contiene I (emivita: 60 giorni) che emette radiazioni X (28 keV) e y (35.5
keV) ionizzanti. Questo prodotto radioattivo puo essere inviato a e utilizzato solo
da personale autorizzato. L’acquisto, la detenzione, I'utilizzo e il trasporto di
materiale radioattivo sono soggetti alle normative vigenti nel paese
ddl’ utilizzatore finale. In nessun caso il prodotto pud essere somministrato a
esseri umani o animali.

Tutte le manipolazioni di materidle radioattivo vanno eseguite in un’'area
riservata, lontano da vie di passaggio comuni. Nel laboratorio deve essere
presente un registro di carico e scarico del materiale radioattivo aggiornato
regolarmente. Le apparecchiature di laboratorio e la vetreria, potenzialmente
contaminati da sostanze radioattive, devono essere dedicati al’ uso esclusivo del
divers isotopi, per evitare contaminazioni incrociate traisotopi.

In caso di contaminazione o dispersione di materiadle radioattivo bonificare
immediatamente seguendo le procedure di sicurezza locali in materia di
radioprotezione. | rifiuti radioattivi devono essere smaltiti secondo le normative e
le linee guida locali. Lo scrupoloso rispetto delle norme per I'uso di sostanze
radioattive fornisce una protezione adeguata agli utilizzatori.

| derivati da sangue umano presenti nel kit sono stati analizzati con metodi
approvati da organismi di controllo europel o dalla FDA e s sono rivelati negativi
per gli anticorpi HBs Ag, anti-HCV, anti-HIV 1 e anti-HIV2. Nessun metodo noto
puo offrire la certezza assoluta che un derivato da sangue umano non possa
trasmettere epatite, AIDS o altre infezioni. Manipolare questi reattivi 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 paesi dove non sono stati segnalati
casi di BSE. E comunque necessario considerare i prodotti di origine animale
come potenziali fonti di infezioni.

Evitare qualsias contatto dell’epidermide con reattivi contenenti come
conservante I’ azoturo di sodio. L’azoturo di sodio pud reagire con il piombo, il
rame o |'ottone presenti nelle tubature di scarico, formando azoturi metallici
esplosivi. Smaltire questi reattivi facendo scorrere abbondante acqua negli

Attivitatotale Calibratori Campioni
Controlli
m m m
ESTRAZIONE
Calibratore - - -
Campioni, controlli - - 500
Solvente di estrazione - - 2000
Agitazione 1 oraa 1200 rpm
Centrifugazione 5 minuti 2800 g
SEPARAZIONE
Supernatante dalla fase
di estrazione - - 1600
CARTUCCIA
Supernatante 1600 pl
Solvente di lavaggio 1000 pl
Diclorometano 300 pl
Acquadistillata 300 pl
Centrifugazione 5minuti a800 g
Soluzione di €luizione 400 pl
Centrifugazione 5 minuti 2800 g
Vortexare
INCUBAZIONE
Calibratore - 150 -
Campioni estratti - - 150
Tracciante radioattivo 500 500 500
Incubazione Per tutta la notte a temperatura ambiente
Separazione - Aspirare (o far decantare)
Soluzione di lavaggio - 2ml
Separazione - Aspirare (o far decantare)
Soluzione di lavaggio - 2ml
Separazione - Aspirare (o far decantare)
Conteggio Contare |le provette per 1 minuto

Numero di catalogo di DIAsource : Numero P.I.: Revisionen. :
KIP1929 1700602/t 140108/1

Datadi revisione : 2014-01-08
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L eer € protocolo completo antesde usar.

1,25(0H),-VIT.D-RIA-CT

INSTRUCCIONES DE USO

Radioinmunoensayo para la determinacién cuantitativa in vitro de la 1,25(0OH),-Vitamina D
(1,25(0H),-Vit.D) humana en suero y plasma.

INFORMACION GENERAL
Nombre: DIAsource 1,25(0H)-VIT.D-RIA-CT Kit
NumerodeCatalogo: KIP1929: 48tests

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

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

INFORMACION CLINICA

Actividades biol6gicas

La vitamina D3 es principalmente sintetizada en la piel de 7- dehidrocolesterol y es parcialmente de
origen dietético. En € higado, la vitamina D3 es hidroxilada sobre el carbono 25 para producir €l
intermediario necesario 25-OH-D3. La 25-OH-D3 se debe metabolizar méas antes de que pueda efectuar
las funciones de la Vitamina D en €l intestino, € rifion y el hueso. Esta reaccion se efectua solamente en el
rifion de un mamifero no embarazado. Asi la 25-OH-D3 es hidroxilada més en la posicion 1o para producir
la 1a,25 dihidroxivitamina D3 (1a,25-(OH),D3).

Ademas ddl tejido renal, la placenta de mujeres embarazadas y las células macrofagas en caso de sarcoidis
también pueden producir una cantidad de 1a,25-(OH),D3. La 1a,25-(OH),D3 es la forma activa de la
Vitamina D en relacion con las funciones conocidas, mientras que la 25-OH-D3 y la Vitamina D3 misma
pueden ser excluidas como factores fysiol ogicamente funcionales. Visto que la 1a,25-(OH),D3 es producida
en €l rifion y tiene unas funciones en el hueso y en el intestino, debe ser considerada como una hormona
Esta hormona estimula la absorcién intestinal del calcio y del fésforo. Estimula también la resorcion y la
mineralizacion 6seasy evitaasi e desarrollo del raquitismo y de la osteomalacia.

La 10,25-(OH),D3 también puede ser activa en otros tejidos responsables del transporte del calcio (placenta,
rifion, gléndula mamaria, ...) y en gladndulas endocrinas como las gladndulas paratiroideas. La 1 ¢,25-(0OH),D3
es metabolizada rapidamente y la duracidn de su vida en plasma es aproximadamente 2-4 h. Su metabolito
principal es el &cido calcitroico, un derivado carboxilico con 23 C sin actividad biol 6gica particular. Ademas
de esta via, la 10,25-(OH),D3 experimenta una 24-hidroxilacion para producir la 1,24,25-trihidroxi-
Vitamina D3. Este componente tiene menos actividad bioldgica que su antecesor y su metabolismo es
considerado como unaviainferior.

Los niveles de la 10,25-(OH),D3 en plasma o en suero son 100 a 1000 menos que los de la 25-OH-D3.
Debido a sus concentraciones bgjas y a la presencia de muchos metabolitos similares, la medicion de la
1a,25-(0OH),D3 necesita extraccion y separacién por HPLC o por cromatografia en columna.

Aplicaciones clinicas

La medicion de la 1a,25-(OH),D3 es indicada con unas enfermedades que afectan el metabolismo de calcio
como : sarcoidosis, deficienciarenal, hiper y hipo-paratiroidismo, raquitismo, hipercal cemia asociada con un
tumor, disfuncidn resistente alavitaminay tratamiento con medicacion anti-convulsiva.



IV. PRINCIPIOS DEL METODO

Solamente las muestras y los controles, no los calibradores, son extraidos con una
mezcla de solventes y aplicados a los cartuchos para separar la 1,25(0OH)
Vitamina-D de otros metabolitos de Vitamina-D. Después de la elucién de las
muestras y de los controles, los calibratores, las muestras y los controles son

incubados en tubos recubiertos. Una cantidad fija de 1,25(0OH) , Vitamin-D
marcada con 1'% compite con & 1,25(0H), Vitamin-D a medir, presente en la
muestra 6 en € calibrador, por los puntos de union del anticuerpo inmovilizado en

las paredes de un tubo de poliestireno. Después de una noche de incubacion a
temperatura ambiente, una aspiracion termina con la reaccién de competicion.

Los tubos se lavan con 2 ml de Solucion de lavado y se aspiran otra vez. Se dibuja

la curva de calibracion y las concentraciones de 1,25(0OH) , Vitamin-D de las
muestras se determinan por interpolacion dela dosis en la curvade calibracion.

V. REACTIVOS SUMINISTRADOS

Reactivos Kit 48 test Cédigo | Reconstitucion
de Color
Tubos recubiertos con anti 1x48 Verde | Listoparauso
1,25(0OH), Vitamin-D
P 1via Rojo Afiadir 26 ml
Ag ! liofilizados de solucién de
75kBq reconstitucion
TRAZADOR:1,25(0H), Vitamin-D
marcado con I'% (grado HPLC) en tampén
fosfato con caseina bovinay gentamicina
cAL “ Svisles | amarillo | Afiadir 2ml de
liofilizados Solucion de
Calibradores 1,25(0H), Vitamin-D - N = 1 elucion
a 5 (mirar los valores exactos en las
etiquetas) en tampodn fosfato con caseina
bovinay gentamicina
1via marrén | Diluir 70 x con
| WASH | SOLN | cone | 10ml agua destilada
- (utilizar
Solucion de lavado ( TRIS-HCI) agitador
magnético)
2viales plateado | Afadir 2 ml de
liofilizados agua destilada
Controles-N=102
en plasma humano y gentamicina
1via Negro Listo para uso
[ rec [ son 30ml
Solution de reconstitucion: tampoén
fosfato con caseina bovina y azida
(<0,1%)
1via Verde Listo parauso
ELU SOLN 30ml
Solucion de elucion:  tampén fosfato con
caseina bovina, metanol y azida (<0,1%)
GEL 20 Guardar a
T.A.

Cartuchos Bond Elut Silica

Nota: Utilizar la solucién de elucion como e calibrador 0 y para diluir las
muestras con valores superiores a calibrador mas elevado (diluir después

de lafase de separacion).

VlI.  MATERIAL NO SUMINISTRADO

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

Agua destilada
Diisopropiléter. (p.a.)
Ciclohexano. (p.a.)
Acetate deetilo. (p.a.)
Alcohol etilico puro. (p.a)
Diclorometano. (p.a.)

oA~ wNE

NB: Un kit de extraccion de DIAsource que contiene todos estos
solventes esta disponible con la referencia: 3019700. Este kit contiene
las cantidades de solvente necesarias para realizar 5 x 48 pruebas de

1,25(0H)2VIT.D-RIA-CT.

7. Pipetas de 200ul, 500m, 1 ml y 2 ml (Se recomienda € uso de pipetas
precisas con puntas desechables de pléstico)
8. Tubos de cristal (12 x 75 mm) para la extraccion y la elucion (cerrados
con un tapdn paralafase de extraccion)

VIII.

AW

Tubos de cristal (16 x 100 mm) o (12 x 120 mm), o tubos de polipropileno
(falcon 2097), para e lavamiento de los cartuchos.

Vortex

Agitador magnético

Centrifugador funcionando a800 g.

Agitador de tubos (1200 rpm)

Jeringa automética5 ml (tipo Cornwall) para el lavado

Sistema de aspiracion (opcional)

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

PREPARACION REACTIVOS

Calibradores: Reconstituir calibradores con 2 ml del Solucién de elucién
(justo antesdelafase deincubacion).

Controles: Reconstituir los controles con 2 ml de agua destilada.

1'% 1,25(0H),-Vitamina.D : Reconstituir con 26 ml de la solucién de
reconstitucion.

Solucién de lavado de trabajo: Preparar € volumen necesario de Solucion
de lavado de trabajo mezclando 69 partes de agua destilada por 1 parte de
Solucién de lavado (70x). Utilizar un agitador magnético para
homogeneizar. Desechar la solucion de lavado de trabajo no utilizada a

final del dia.

Solvente de extraccién : 2 ml es necesario para cada muestra o control que
debe ser probado. Prepare una solucién fresca de diisopropiléter,
ciclohexano, acetate de etilo, (50, 40, 10 v/v).

Solvente de lavamiento : 1 ml es necesario para cada muestra o control que
debe ser probado.

Prepare una solucion fresca de diisopropiléter, ciclohexano, acetate de
etilo, alcohal etilico puro (50, 40, 10,1 v/v).

ALMACENAJE Y CADUCIDADES DE LOS REACTIVOS

Antes de abrir 6 reconstituir todos los componentes de los kits son estables
hasta la fecha de caducidad indicada en la etiqueta, si se guardan a 2-8°C;
excepto los cartuchos que deben ser guardados a temperatura ambiente.

Los calibradores y controles son muy inestables, utilizar inmediatamente
después de la recongtitucién, congelar inmediatamente en alicuotas y
guardar a —20°C durante 3 meses. Evitar congelar y descongelar
sucesivamente.

La solucion de lavado de trabajo recién preparada solo debe utilizarse en €l
mismo dia

Después del primer uso, € trazador es estable hastala fecha de caducidad, s
seguardaen el vial original cerrado a 2-8°C.

Utilizar los solventes de extraccion y de lavamiento frescos, no pueden ser
guardados.

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

RECOGIDA Y PREPARACION DE MUESTRAS

Las muestras de suero 6 plasma deben ser guardadas a 2-8°C.

Si d ensayo no seredlizaen 24 hrs., amacenar las muestras a—20°.

Evitar congelar y descongelar sucesivamente.

Después de la descongelacion, las muestras deben ser vortexadas y
centrifugadas.

Suero 6 plasma (en heparina® EDTA) presentan resultados similares

PROTOCOLO

Notas de manejo

No utilizar el 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 contaminacién
utilizar puntas de pipetas desechables y limpias para la adicion de cada
reactivo y muestra.

El uso de pipetas de precision 6 equipamiento de dispensacién automética
mejorara la precision. Respetar los tiempos de incubacion.

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

Protocolo

Fase deextraccion : | Solamente para controlesy muestras.

Marcar los tubos de cristal (12x75 mm) para la ex traccion: 2 controles y
hasta 16 muestras.

Afiadir 0.5 ml del control o delamuestra alos tubos respectivos.

Dispensar 2 ml del solvente de extraccién en cada tubo.

Los tubos son cerrados con un tapén y puestos en un agitador durante 1 h.
a1200 rpm.

Centrifugar cada tubo durante 5 minutos a temperatura ambiente (a 800 g).
Supernatantes son necesarios para la fase siguiente de la separacion.
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Nota:

10.

11

XI.

XI1.

Fase de separacién : ! Solamente para controlesy muestras

Marcar los tubos de cristal (16 x 100 mm) o (12 x 120 mm), o tubos de
polipropileno (falcon 2097) para € lavamiento de los cartuchos : 2
controles y hasta 16 muestras.

Afiadir un cartucho "Bond Elut" a cada tubo.

Aplicar 1,6 ml del supernatante (2 x 0,8 ml) obtenido después de la fase
de extraccion al cartucho.

Lavar los cartuchos con 1 ml de solvente de lavamiento (cf preparacion). !
Nunca aplicar un vacio a los cartuchos, degjar penetrar € solvente a causa
delagravedad.

Afiadir 300 pl de dichlorometano a cada cartucho, dejar penetrar a causa
delagravedad.

Afiadir 300 pl de agua destilada a cada cartucho.

Centrifugar cadatubo durante 5 minutos a temperatura ambiente (a 800 g).
Marcar los tubos de cristal (12 x 75 mm) para la €lucién de la 1,25(0H) -
Vitamina D. Después de la centrifugacion, trasladar los cartuchos a los
tubos de cristal apropiados.

Aplicar 400 pl de la solucién de elucién a cada cartucho parala €lucién de
la 1,25 (OH).-Vitamina D y centrifugar durante 5 minutos a temperatura
ambiente (a800 g).

Vortexar lafraccion.

Depués de esta fase, las muestras deben ser incubadas en tubos
recubiertoslo mas pronto possible para evitar una degradacion.

Fase deincubacion :

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

Agitar brevemente los calibradores (Utilizar la solucién de elucion como el
calibrador 0), muestras extraidas y controles y dispensar 150 m de cada
uno en sus respectivos tubos.

Dispensar 0,5 ml de 1,25(0H), Vitamin-D marcad6 con 1'% en cada tubo,
incluyendo los tubos descubiertos alas Cuentas Totales.

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

Incubar durante UnanocheaT.A.

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

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

Aspirar € contenido de cada tubo (excepto |os de Cuentas Totales).

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

Después dd dltimo lavado, dejar 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 lamediade los duplicados.

Calculer la radiactividad enlazada como un porcentgje de la unién con
Cuentas (Calibrador 6 muestra)
Cuentas( Calibrador Cero)

respecto a calibrador cero (0) de acuerdo con la siguiente formula:
Utilizando papel 3 ciclo semilogaritmico 6 logit-log, representar los
valores de (B/B0%) de cada calibrador frente a las contraciones del
1,25(0OH), Vitamin-D de cada calibrador, rechazando |os extremos claros.
Métodos computarizados de computacion de resultados pueden ser
utilizados para la construccion de la curva de calibracion. Si se utiliza un
sistema automético de calculo de resultados, se recomienda usar la
representacion grafica“ 4 parametros’.

Por interpolacion 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 de trazador en ausencia de 1,25(0OH) ,
Vitamin-D no marcado (BO/T) debe ser calculado en cada ensayo.

B/BO (%) = X100

EJEMPLO DE RESULTADOS

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

XI1.

A.

B.

REALIZACION Y LIMITACIONES

Limite de deteccion

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

El limite de deteccion, definido como la concentracion aparente resultante
de dos desviaciones estandares debajo de la media de enlace del calibrador
cero, fuede 1,4 pg/ml.

Especificidad

El porcentsje de reaccion cruzada estimada por la comparacion de la
concentracion (indicando unainhibicién de 50 %) es respectivamente :

Componente Reaccién-cruzada
(%)
1,25(0OH),-VitaminaD3 100
1,25(0H),-Vitamina.D2 92,31
250H-Vitamina-D3 0,001
24,25(0OH),-Vitamina.D3 0,005
25,26(0H).-Vitamina.D3 0,20

Nota:

esta tabla presentala reaccion cruzada para € anti 1,25(0OH)2 Vitamin-D

El rendimiento del ensayo no esta afectado por lahemdlisis (5 g/l de hemoglobina
analizada), bilirrubinemia (1 g/l de hilirrubina analizada) o triglicéridos (2,5 g/l
analizado).

Acido

ascorbico (Vitamina C)(1 ¢/l analizado) y bilirrubina conjugada (1 g/l

analizada) no interfieren con este ensayo.

C.

PRECISION INTRA-ENSAYO

Precision

PRECISION INTER-ENSAYO

Suero N <X>+SD CcVv Suero N <X>+SD CcVv
(pg/ml) (%) (pg/ml) (%)
A 20 246+ 1,7 71 A 10 13617 12,7
B 20 786+ 3,9 50 B 10 323+36 11,3
SD : Desviacion Estandar; CV: Coeficiente de Variacion

D.

Exactitud
TEST DILUCION

o Concer)t_raci 6n Concent_r acion Recuperacién
Dilucién dela Tebrica medida (%)
muestra (pg/ml) (pg/ml)
171 70,0 70,0 100%
1/2 35,0 35,7 102%
14 17,5 14,5 83%
1/8 8,8 78 89%
1/16 4,4 4,6 105%

Las muestras fueron diluidas con la Solucion de elucién

TEST DE RECUPERACION

1,25(0OH)2 VITAMIN-D cpm B/Bo (%)

Cuentas Totales 43937

Calibrador 0,0 pg/ml 16687 100,0

6,0 pg/ml 15268 91,5

20,0 pg/ml 12345 74,0

63,0 pg/ml 8033 48,1

230,0 pg/ml 3554 21,3

430,0 pg/ml 2148 12,9

Concentracion medida de 1,25(0H)2 Vit.D Recuper acion
LSOHZVIED | gy Neta
(pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (%)
0,0 22,5
250 46,3 238 95,2%
50,0 70,0 475 95,0%
100,0 122,7 100,2 100,2%
Concentracion medida de 1,25(0H)2 Vit.D Recuper acion
125(QH)2 Vit.D Total Neta
(pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (%)
0,0 22,5
250 52,1 29,6 118,4%
50,0 70,4 47,9 95,8%
100,0 112,9 90,4 90,4%
Factor de conversion:
De pg/ml apmol/L : x24
De pmoal/L apg/ml : x 0,42

De acuerdo con nuestros conocimientos, no existe ninguna preparacion de
referenciainternacional de este parametro.



XIV. CONTROL DE CALIDAD INTERNO

- Si los resultados obtenidos para e Control 1 y/6 Control 2 no estan dentro
del rango especificado en la etiqueta del vial, los resultados obtenidos no
podrén 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 | os resultados in duplo de
las muestras se apoyan en |as précticas de laboratorio corrientes.

XV. INTERVALOS DE REFERENCIA

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

El alcance, basado en percentilos de 2,5% a 97,5%..

6. Haussler, M.R., McCain, T.A. (1977). Basic and clinical concepts
related to Vitamin D metabolism and action. N. Engl. J. Med,,
297:974-983

XVII1.RESUMO DO PROTOCOLO

Poblacién Alcance Medio SD n
(pg/ml)
Temas normales 19,6 -54,3 353 10,6 51

XVI. PRECAUCIONESY ADVERTENCIAS

Seguridad

Para uso solo en diagnéstico in vitro.

Este kit contiene 1'® (vidamedia : 60 dias) emisor de rayos X (28 keV) y derayos
v (35.5 keV) ionizantes.

Este producto radiactivo solo puede ser mangiado y utilizado por personas
autorizadas; la compra, almacenaje, uso y cambio de productos radiactivos estan
sujetos alalegislacion del pais del usuario. En ninglin caso € producto debera ser
suministrado ahumanos y animales.

Todo & mango 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 materia de laboratorio, vidrio que podria estar
contaminado radiactivamente deberd de descontaminarse para evitar la
contaminacién con otros i sotopos.

Cualquier derramamiento radiactivo debera ser limpiado de inmediato de acuerdo
con los procedimientos de seguridad. Los desperdicios radiactivos deberan ser
almacenados de acuerdo con las regulaciones y normativas vigentes de la
legislacion alacual pertenezca e laboratorio. El gjustarse alas normas bésicas de
seguridad radiol6gica facilita una proteccion adecuada.

Los componentes de sangre humana utilizados en este kit han sido testados por
meétodos 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 €
manejo de los reactivos y muestras se hara de acuerdo con los procedimientos de
seguridad locales.

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

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

No fumar, beber, comer 6 utilizar cosméticos en e area de trabgjo. No pipetear
con laboca. Utilizar ropa de proteccion y guantes.
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CUENTAS CALIBRADORES | MUESTRA(S)
TOTALES (ul) CONTROL(S)
(nl) (nl)
EXTRACCION
Calibradores - - -
Muestras, controles - - 500
Solvente de - - 2000
Extraccion
Agitacion 1 horaa 1200 rpm
Centrifugacion 5 minutos a800 g
SEPARACION
Supernatante dela
fase de extraccion - - 1600
CARTUCHO
Supernatante
Solvente de 1600 pl
lavamiento 1000 pl
Diclorometano 300 pl
Agua destilada 300 pl
Centrifugacion 5 minutos a800 g
Solucién de elucién 400 pl
Centrifugacion 5 minutosa800 g
Vortexar
INCUBACION
Calibradores - 150 -
Muestras extraidas - - 150
Trazador 500 500 500
Incubacion UnanocheaT.A.
Separacion - aspirar (0 decantar)
Solucién de lavado - 2ml
detrabgjo
Separacion - aspirar (0 decantar)
Solucién de lavado - 2ml
detrabgjo
Separacion - aspirar (0 decantar)
Contgje Contar los tubos durante 60 segundos
DIAsource Catalogo Nr : P.I. Numero : Revision nr :
K1P1929 1700602/es 140108/1

Fechade larevision : 2014-01-08
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1,25(0H),-VIT.D-RIA-CT

UTILIZACAO PREVISTA

Radioimunoensaio para a determinacdo quantitativa in vitro da 1,25(OH),-Vitamina D (1,25(0OH)»-
Vit.D) humana no soro e no plasma.

INFORMACOES GERAIS
Nomedo proprietéario: DIAsource VitaminaD 1,25(0OH), -CT Kit
Numerodocatdlogo: KIP1929: 48testes

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

Para obter infor magdes sobre aquisi¢do ou assisténcia técnica, contacte:
BélgicaTel : +32(0)10 84.99.11 Fax : +32(0)10 84.99.91

Ou o representante local

SIGNIFICADO CLiNICO

Actividades Bioldgicas

A Vitamina D3 é maioritariamente sintetizada na pele a partir do 7—dehidrocolesterol e é obtida
parcialmente através da dieta. No figado, a Vitamina D3 € hidroxilada em carbono 25 para produzir o
seu intermediério obrigatério, 0 25-OH-D3. O 25-OH-D3 tem de ser posteriormente metabolizado antes
de poder desempenhar qualquer uma das func¢Bes da Vitamina D no intestino, rim e o0ssos. Esta reaccéo
subsequente acontece apenas no rim nos mamiferos ndo-grévidos. Deste modo o 25-OH-D3 é novamente
hidroxilado na posi¢céo 1a- para produzir adihidroxivitaminaD3 1a, 25 (1a,25-(OH),D3).

Para além do tecido renal, a placenta das mulheres gravidas e as células dos macréfagos, em caso de
sarcoidose, podem também produzir alguma quantidade de 1a, 25-(OH),D3. A 1a, 25-(OH),D3 é a forma
activa da Vitamina D, tendo em conta as suas fungdes conhecidas, ao passo que a 25-OH-D3 e a propria
Vitamina D3 podem ser excluidas como sendo fisiologicamente funcionais. Para aém disto, uma vez que a
1a,25-(0OH),D3 é produzida no rim e desempenha algumas das suas fungdes no 0sso e intestino, esta terd de
ser considerada como uma hormona. Esta hormona estimula a absor¢do intestinal de ambos, célcio e
fosforo. Além disso, estimula a reabsorcdo e mineralizagdo Osseas, prevenindo deste modo o
desenvolvimento de raguitismo e de osteomal &cia.

A 1la, 25-(OH),D3 também podera actuar noutros tecidos responsaveis pelo transporte de célcio (placenta,
rim, glandula maméria, ...) e noutras glandulas endécrinas com as glandulas paratirdideias. A 1a, 25-
(OH),D3 é rapidamente metabolizada e 0 seu tempo de vida é de aproximadamente 2-4 h no plasma. O
principal metabolito a que dé origem € o &cido calcitroico, um derivado carboxilico do C-23, sem qual quer
tipo de actividade biolégica. Para além deste percurso, a 1a, 25-(OH),D3 passa por 24 hydroxilactes para
produzir a 1,24,25-trihidréxi-Vitamina D3. Este composto tem menos actividade bioldgica do que aguele
que lhe deu origem e 0 seu metabolismo é considerado como uma via acessoria

Os niveis de 1a, 25-(OH),D3 no plasma ou no soro sdo entre 100 a 1000 vezes menores do que os de 25-
OH-D3. Devido as suas baixas concentracdes e a presenca de muitos metabolitos semelhantes, as andlises
da 1o, 25-(OH),D3 requerem a sua extraccdo e separacdo feita por Cromatografia Liquida de Alta Pressdo
(HPLC) ou por cromatografia de coluna.

Aplicacéo clinica

A medicdo da 1a, 25-(OH),D3 circulante esta indicada em diversas doengas que afectam o metabolismo do
célcio, tais como: sarcoidose, falénciarenal, hiper e hipoparatiroidismo, raquitismo, hipercalcemia associada
atumor, disfuncdo vitamino-resistente e tratamento com medicacdo anticonvulsivante.



V.

PRINCIPIO DO METODO

Apenas as amostras e os controlos e ndo os calibradores, sdo extraidos com uma
mistura de solventes e aplicados em cartuchos para se proceder a separagdo da
Vitamina D 1,25(0OH), de outros metabolitos da Vitamina D. Concluido o
processo de euicdo das amostras e controlos, os calibradores, amostras e
controlos sdo incubados em tubos revestidos.

Uma quantidade fixa de Vitamina D 1,25(0H)2, marcada com I, compete com
a Vitamina D 1,25(0OH)2 a ser medida, que estgja presente na amostra ou no
calibrador, para uma quantidade fixa de locais de anticorpo, que € imobilizado nas
paredes dos tubos de poliestireno. Ap6s permanecer de um dia para 0 outro em
incubagdo a temperatura ambiente, a reaccdo de competicdo termina com a
operagdo de aspiragdo. A seguir, os tubos sd0 lavados com 2 ml de solucdo de
lavagem de trabalho e novamente aspirados. Traga-se uma curva de calibragéo e
as concentracdes de Vitamina D 1,25(0OH)2 nas amostras sdo determinadas por
interpolagéo da dose a partir da curva de calibracao.

V. REAGENTES FORNECIDOS
Reagentes Kit 48 Cadigo Reconstituicdo
Testes de cor
Tubos revestidos com anti 1x48 verde Pronto para utilizar
H VitaminaD 1,25(0H),
Ag 125) 1recipiente | vermelho | Adicione 26 ml de
liofilizado solucéo de
. 75kBq reconstitui¢éo
Marcador: Vitamina D 1,25(0OH),
marcado com | (grau HPLC)
em tampdo fosfato com caseina
bovina e gentamicina
CAL “ 5 amarelo | Adicione2 ml de
. —— recipientes Solucéo de Eluigéo
Calibradores VitaminaD liofilizados
1,25(0H)2 N =1para5 (veros
valores exactos nos rétulos do
recipiente) em tampao fosfato
com caseinabovina e
gentamicina
| WASH | SOLN |CONC | Lrecipiente | castanho | Dilua70 x com agua
10ml destilada (use um
Solugéo de lavagem (TRIS-HCI) agitador magnético).
2 prateado | Adicione2 ml de &gua
recipientes destilada
Controlos- N =1o0u2 liofilizados
No plasma humano e gentamicina
1 recipiente preto Pronto para utilizar
REC 30ml
Solugéo de Reconstituicéo: em
tampéo fosfato com caseina
bovina e azida (<0,1%)
1 recipiente verde Pronto para utilizar
ELU 30ml
Solucdo de Eluigdo: em tampdo
fosfato com caseina bovina,
metanol e azida (<0,1%)
GEL 20 Armazenar aT.A.
Cartuchos Bond Elut Silica

Note: Utilize a solugéo de eluicdo como o Calibrador O e para diluigdo de

amostras com concentragdes superiores, aos do calibrador mais elevado
(proceda a diluig&o apbs concluir afase de separacdo).

MATERIAL NAO FORNECIDO

O seguinte material seré necessario, mas nao é fornecido com o kit:

Nota:Um kit de extragdo DI Asour ce contendo todos estes solventes esta
disponivel sob a referéncia: 3019700. Este kit contém quantidades de
solventes necessarios para realizar 5 x 48 testes de 1,25 (OH) 2-VIT.D-

VI.

1. Aguadestilada

2. Diisopropiléter. (p.a)

3. Ciclohexano. (p.a.)

4. Acetato deetilo. (p.a.)

5. Etanol absoluto. (p.a.)

6. Diclorometano (p.a.)
RIA-CT.

7.

Pipetas autométicas: 200 pl, 500 pl, 1 ml e 2 ml (recomenda-se a utilizagdo
de pipetas precisas, com pontas descartavels)

VIHI.

IX.

AW

Tubos de vibro (12 x 75 mm) para proceder a extracgdo e eluicdo (fechados
com uma tampa durante o processo de extraccao).

Tubos de vidro (16 x 100 mm) ou (12 x 120 mm), ou tubos em
polipropileno (falcon 2097), para alavagem dos cartuchos.

Misturador de vortice

Agitador magnético

Centrifugadoraa 800 g

Agitador de tubos (1200 rpm)

Pipeta autométicade 5 ml paralavagem (tipo Cornwall)

Sistema de aspiracéo (opcional)

Qualquer contador de raios gama capaz de medir | pode ser utilizado
(alcance minimo de 70%).

PREPARAGAO DOS REAGENTES

Calibradores: Reconstitua os controlos com 2 ml de Solugio de Eluigio
(imediatamente antes deiniciar o processo deincubacao).

Controlos: Reconstitua os controlos com 2 ml de &gua destilada.

1'% Vitamina D 1,25(0H),: Reconstituir com 26 ml de solugdo de
reconstituicao.

Solugao de lavagem de trabalho: Prepare um volume adequado de Solugéo
de lavagem de trabalho adicionando 69 volumes de égua destilada para 1
volume de solugéo de lavagem (70x). Use um agitador magnético para
homogeneizar. Rejeite a solugdo ndo utilizada no final do dia.

Solvente de extracgiio: E necessério 2 ml por cada controlo ou amostra que
forem testados. Prepare uma solucdo fresca com diisopropiléter,
ciclohexano e acetato de etilo (50, 40, 10 v/v).

Solvente de Lavagem: S&0 necess&rios 1 ml por cada controlo ou amostra
que forem testados. Prepare uma solucdo fresca com diisopropiléter,
ciclohexano, acetato de etilo e etanol absoluto (50, 40, 10, 1 v/v).

ARMAZENAMENTO E PRAZO DE VALIDADE DOS REAGENTES

Antes de serem abertos e reconstituidos, todos os componentes do kit sdo
estaveis até ao fina do prazo de validade, indicado no rétulo, desde que
sgiam mantidos em temperaturas entre 2 e 8°C; isto ndo é aplicavel aos
cartuchos, que deverdo ser armazenados a temperatura ambiente.

Os calibradores e os controlos sdo muito instévels, utilize- os imediatamente
ap6s a sua recongtituicdo, congele-os logo de seguida em aliquotas e
mantenha-0s a temperatura de —20°C durante trés meses. Evite realizar
ciclos de congelamento e descongelamento destes elementos posteriormente
aisto.

A solucéo de lavagem de trabalho deve ser feita e utilizada no mesmo dia
Depois da 12 utilizagio o marcador é estavel até final do prazo de validade,
desde que mantido no recipiente original, bem fechado entre 0s 2 e os 8°C.
Utilize solventes de extraccéo e solventes de lavagem preparados de fresco,
nao os armazene.

Alteracdes no aspecto dos reagentes do kit podem indicar instabilidade ou

degradacéo.

RECOLHA E PREPARACAO DE AMOSTRAS

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

Se aandlise ndo for realizada em 24 h, recomenda-se conservar a -20°C.
Evite ciclos de congelamento e descongelamento sucessivos.

Apbs o descongelamento, as amostras devem ser agitadas no vortex e
centrifugadas.

Soro ou Plasma (heparinizado ou EDTA) dao resultados similares

PROCEDIMENTO

Notas de manipulacao

N&o utilize o kit ou qualquer componente depois da expiragdo 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 agitagdo ou rotacdo suaves.
Para evitar contaminagdes cruzadas utilize uma ponta de pipeta limpa e
descartavel, para adic&o de cada componente.

Pipetas de ata precisio ou equipamento automético de pipetagem
melhoram a precisdo. Respeite os periodos de incubag&o.

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

Procedimento

Procedimento de extracgao: ! Apenas para controlos e amostr as.

Tubos de vidro graduados (12x75 mm) para proceder a extracgdo de 2
controlos e de, até, 16 amostras.

Adicione 0.5 ml de controlo ou de amostra nos tubos respectivos.

Verta 2 ml do solvente de extracgdo em cada tubo.

Encerre os tubos com uma tampa e coloque- os no misturador durante uma
hora a 1200 rpm.



10.

11.

XI.

Proceda a centrifugacdo de cada tubo durante 5 minutes a temperatura
ambiente (a800 g).

Os sobrenadantes serdo utilizados durante o proximo passo, O
procedimento de separagdo.

Procedimento de separagéo: | Apenas para controlos e amostras
Tubos de vidro etiquetados (16 x 100 mm) ou (12 x 120 mm), ou tubos
polipropileno (falcon 2097), para lavagem dos cartuchos: 2 controles e,
até, 16 amostras.

Coloque um cartucho "Bond Elut" em cada tubo.

Verta no cartucho 1,6 ml da matéria flutuante (2 x 0,8 ml) obtida no final
do procedimento de extracgao.

Apobs isto, lave os cartuchos utilizando 1 ml de solvente de lavagem (cf
preparacéo dos reagentes). ! Cuidado, nunca faga a aplicacdo de vécuo nos
cartuchos, permita que o solvente escorra apenas pela forca da gravidade.
Adicione 300 pl de diclorometano em cada cartucho e deixe equilibrar,
utilizando a forga da gravidade.

Adicione 300 pl de dgua destilada em cada cartucho.

Proceda a centrifugacdo de cada tubo durante 5 minutos a temperatura
ambiente (a800 g).

Rotule os tubos de vido graduados (12 x 75 mm) para a €luicdo de
Vitamina D 1,25(0OH),. Apo6s a centrifugacdo faca a transferéncia do
contetido dos cartuchos para 0s seus correspondentes tubos de vidro.
Verta400 pl de solugdo de eluigdio em cada um dos cartuchos para eluicao
da Vitamina D 1,25 (OH), e proceda a sua centrifugagdo durante 5
minutos a temperatura ambiente (a 800 g).

Agite afraccao eluida no vortex.

: No final deste procedimento as amostras deverdo ser incubadas em

tubos revestidos, t&o rapidamente quanto possivel, de modo a evitar a
sua degradacéo.

Procedimento de I ncubagao:
Rotule os tubos revestidos em duplicado, para cada calibrador, amostra,
controlo. Para a determinaco das contagens totai's, rotule 2 tubos normais.
Agite ligeiramente no vértice calibradores (Utilize a solugéo de eluigdo
como o Calibrador 0), amostras extraidas e controlos e verta 150 pl de cada,
para 0s tubos respectivos.
Verta 0,5 ml de Vitamina D 1,25(0H)2 marcado com | ' para cada tubo,
incluindo os tubos normais para as contagens totais.
Agite suavemente o suporte dos tubos, para libertar possivels bolhas de ar.
Proceda a sua incubagéo de um dia para o outro (Overnight) a temperatura
ambiente
Aspire (ou decante) o contelido de cada tubo (excepto as contagens totais).
Certifique-se que a ponta de pléstico do aspirador atinge o fundo do tubo
revestido, pararemogao de todo o liquido.
Lave os tubos com 2 ml de Solucdo de Lavagem de Trabalho (excepto as
contagens totais). Evite a formacdo de espuma durante a adi¢do de Solucéo
de Lavagem de Trabalho
Aspire (ou decante) o contelido de cada tubo (excepto as contagens totais).
Lave novamente os tubos com 2 ml da Solucgdo de Lavagem de Trabaho
(excepto as contagens totais) e aspire (ou decante).
Apbs a Ultima lavagem deixe os tubos na posicéo vertical durante 2 minutos
e aspire até a Ultima gota de liquido.
Conte os tubos num contador de radiagdo gama durante 60 segundos.

CALCULO DOSRESULTADOS

Calcule amédia das determinagdes 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)
Utilizando um papel de gré&fico semi-logaritmico de 3 ciclos ou logit-log
trace os valores (B/BO(%)) para cada ponto de calibragdo como uma fungéo
da concentragdo do Vitamina D 1,25(0OH)2 em cada ponto, rejeitando os

“outliers’ (casos aberrantes) dbvios.

Os méodos informéticos também podem ser utilizados para construir a
curva de calibragdio. Se o processamento dos resultados for automético,
recomenda-se a utilizagdo de uma funcéo logistica de 4 pardmetros para a
construcdo da curva.

Por interpolagdo dos valores das amostras (B/B0(%)), determine as
concentragbes de Vitamina D 1,25(0OH)2 das amostras da curva de
referéncia

Para cada andlise, a percentagem de marcador total ligado na auséncia de
VitaminaD 1,25(0OH)2 (BO/T) marcado, deve ser verificada.

B/BO(%) = X100

XIl. DADOSTIPICOS

Os dados seguintes sao apenas para exemplificagdo e nunca devem ser utilizados
em detrimento dos dados reais da curva de calibracao.

VitaminaD 1,25(0H)2 -RIA-CT cpm B/Bo (%)
Contagens total 43937
Calibrador 0,0 pg/ml 16687 100,0
6,0 pg/ml 15268 91,5
20,0 pg/ml 12345 74,0
63,0 pg/ml 8033 48,1
230,0 pg/ml 3554 21,3
430,0 pg/ml 2148 12,9
XIIl. DESEMPENHO E LIMITES
A. Limite de detecgdo
Foram analisados 20 calibradores zero, juntamente com um conjunto de
outros calibradores.
O limite de detecgao, definido como a concentracdo aparente, 2 DP abaixo
das contagens médias com zero ligagoes, foi de 1,4 pg/ml.
B. Especificidade

As percentagens de reacgdes cruzadas obtidas por comparagdo com as
concentragdes que atingem uma inibicdo de 50% sdo, respectivamente, as
gue seguidamente se apresentam:

Reactividade Cruzada
(%)

Composto

Vitamina D3 1,25(0H)5. 100
Vitamina D2 1,25(0CH)5. 92,31
Vitamina D3 250H. 0,001
Vitamina D3 24,25(0OH)., 0,005
Vitamina D3 25,26(0OH).. 0,20

Nota: estatabela mostraareactividade cruzadadaanti VitaminaD 1,25(0H) »

@)

desempenho do ensaio ndo é afetado pela hemdlise (5 g / L de hemoglobina

testado), bilirrubinemia (1 g/ L de bilirrubina testados) ou triglicéridos (2,5g/ L
testado).

Acido ascorbico (vitamina C) (1 g/ L testado) e conjugado de bilirrubina (1 g/ L
testado) ndo interferem com este ensaio.

C. Precisdo
PRECISAO INTRA-ENSAIO PRECISAO INTER-ENSAIO
Soro N <X>=+*DP Cv Soro N <X>=+*DP CcVv
(pg/ml) (%) (pg/ml) (%)
A 20 246+ 17 71 A 10 13617 12,7
B 20 786+ 3,9 50 B 10 323+36 11,3
DP: Desvio Padréo; CV: Coeficiente de variagdo
D.  Exactiddo .
TESTE DE DILUICAO
A Concentragdo Concentracéo
Diluicdo da amostra tedrica medida Recuperado
(pg/ml) (pg/ml) (%)
1 70,0 70,0 100%
172 35,0 357 102%
s 17,5 145 83%
/8 88 738 89%
1/16 4,4 4,6 105%

As amostras foram diluidas com Solucéo de Eluig&o.

TESTE DE RECUPERACAO
Adicionado Concentracdes M edidas 1,25(0H)2 Vit.D Recuperado
1,25(0H)2-Vit.D Total Em branco
(pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (%)
0,0 225
250 46,3 238 95,2%
50,0 70,0 475 95,0%
100,0 122,7 100,2 100,2%




Adicionado Concentragdes medidas 1,25(0H)2 Vit.D Recuperado
1,25(0OH)2-Vit.D Total Em branco
(pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (%)
0,0 225
25,0 52,1 29,6 118,4%
50,0 70,4 479 95,8%
100,0 112,9 90,4 90,4%

Factor de conversdo:
Depg/ml parapmol/L :  x 24
Depmoal/L parapg/ml : x 0,42

N&o existe material de referéncia internacional para este parametro, que sga do
nosso conhecimento

XIV. CONTROLO DE QUALIDADE INTERNO

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

- Se for desgjavel, cada laboratério pode fazer 0s seus proprios conjuntos de
amostras de controlo, que podem ser mantidas congeladas em aliquotas.
Néo faca ciclos de congel agao/descongelagdio mais do que 2 vezes.

- Os critérios de aceitacdo para a diferenca entre os resultados duplicados
das amostras devem basear-se nas Boas Préticas de Laboratorio.

XV. INTERVALOS DE REFERENCIA

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

A margem alcangada observada, baseada em percentis situados entre os 2,5% e os
97,5%.

2. Igbal, S.J. (1994). Vitamin D metabolism and the clinical aspects of
measuring metabolites. Ann. Clin. Biochem., 31:109-124

3. Mawer E.B. (1980). Clinical implications of measurements of
circulating vitamin D metabolites. Clinicsin Endocr. Metabol., 9:63-79

4. Jongen M.J.M., Van Ginkd F.C., Vander Vijgh W.JF., Kuiper S,
Netelenbos J.C. and Lips P, (1984). An international comparison of
Vitamin D metabolites measurements. Clin. Chem., 30:399-403

5. Deluca H.F. (1979). The Vitamin D system in theregulation of calcium
and phosphorus metabolism. Nutritional Rev., 37:161-193

6. Hausser, M.R., McCain, T.A. (1977). Basic and clinical concepts
related to Vitamin D metabolism and action. N. Engl. J. Med,
297:974-983

XVIII.RESUMO DO PROTOCOLO

Populagéo Intervalo MEDIA sSD n
(pg/ml)
Assuntos nor mais 19.6-54.3 353 10.6 51

XVI. AVISOSE PRECAUQOES

Seguranca

Apenas para uso em diagndstico in vitro.

Este kit contém *#| (meia-vida: 60 dias), emitindo radiagtes X (28 keV) e v (35.5
keV) ionizantes. Este produto radioactivo pode apenas ser transportado e utilizado
por pessoal autorizado: a compra, armazenamento, utilizag8o e troca de produtos
radioactivos estdo sujeitas a legislacdo naciona vigente. Em nenhum caso, este
produto pode ser administrados a seres humanos ou aanimais.

Toda a manipulacéo radioactiva deve ser efectuada em local préprio e exclusivo
para tal. 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 istopos. Qualquer
derrame de material radioactivo deve ser imediatamente limpo, de acordo com os
procedimentos de radioprotecgdo. O lixo radioactivo deve ser rejeitado de acordo
com a legislagdo vigente e as regras do laboratério. A adesdo as regras basicas da
seguranga com radioactividade, fornece a proteccéo adequada.

Os componentes de sangue humano incluidos neste kit foram testados por
métodos aprovados pela legislacio europeia e/ou FDA e dados como negativos
para o HBsAg, anti-HCV, anti-HIV-1 e 2. N&o existe nenhum método, até agora
conhecido, que oferega total seguranga quanto a impossibilidade de transmisséo
de hepatite, HIV ou outras infecgdes, 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 materiais potencial mente infecciosos.

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

Evite o contacto da pele e mucosas com os reagentes (azida sodica como
conservante). A azida pode reagir com o chumbo e com o cobre das candlizagdes
e formar compostos explosivos. Rejeitar com abundante quantidade de agua
corrente para evitar acumulagdes destes compostos.

N&o fume, coma, beba ou aplique cosméticos na &rea de trabalho. N&o pipete com
o0 auxilio daboca. Use vestuério adequado de proteccéo e luvas.

XVII. BIBLIOGRAFIA
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Vitamin D status in eldery; season substrate deficiency causes 1,25-
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Am. J. Clin, Nutr., 45:755-763

CONTAGENS | CALIBRA- CONTROLOSDAS
TOTAIS DORES AMOSTRAS
(nl)
(ul) (ul)

EXTRACCAO i i i
Calibradores ] ) 500
Controlos, Amosiras ] ) 2000
Solvente de extraccéo
Mistura 1 horaa 1200 rpm
Centrifugagéo 5 minutosa 800 g
SEPARACAOQ
Maéiaflutuente
resultentedo - - 1600
procedimentode
extrangéo
CARTUCHO
Matéria flutuante
Solvente de 1600 pl
Lavagem 1000 pl
Diclorometano 300 pl
Agua destilada 300 pl
Centrifugagdo 5 minutosa800 g
Solucéo de Eluigdo 400 pl
Centrifugagdo 5 minutosa800 g

Vortice
INCUBACAQ
Kalibratoren - 150 -
Amostras extraidas - - 150
Tracer 500 500 500
Incubacéo Deum diaparaooutroaT.A.
Separacéo aspirar (ou decante)
Solugéo de lavagem ) 20ml
detrabalho
Separacao - aspirar (ou decante)
Solugéo de lavagem - 2,0ml
detrabalho
Separacéo aspirar (ou decante)
Contagem Contar os tubos durante 60 segundos

N° do catélogo DIAsource : NedeP.l.: N° de revisdo:
K1P1929 1700602/pt 140108/1

Data darevisdo: 2014-01-08
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Awpacte 0L0KANPO TO TPOTOKOALO TPV GO TN YP1iON.

1,25(0H),-VIT.D-RIA-CT

XPHXH I'lA THN OIIOIA ITPOOPIZETAI

Padwoavoconpocdopicpuds ywe v in Vitro mocotikn pétpnon g avipomvng 1,25(0H),-Burapivng D
(1,25(0OH),-Vit.D) otov 0pd Kot T0 TAAGLCL.

I'ENIKEX IINHPO®DOPIEX
Epmopuc ovopasia: Kut 1,25(0OH),-VIT.D-RIA-CT g DIAsource
ApOpog katardyov: KIP1929: 48 mpocdiopiopol

Karaokevdleton amd tTnv: DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue du Bosquet, 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgium.

TN tgvikn Por)0gio. | TANPOPOPIES GYETIKG PE TAPAYYELIES EMIKOLVOVI|GTE GTO:
TnA.: +32 (0)10 84.99.11 Dok: +32 (0)10 84.99.91

KAINIKO YIIOBAOPO

Buohoyuc dpdon

H Brrapivn D3 cuvtifetar kuping oto déppa amd v 7- dedpoyolncTepOA Kot £XEL EV HEPEL OLOTPOPIKT|
wpoéAevon. X1o Nmap, N Prrapiviy D3 vdpovidvetor otov dvBpaka 25 kot TOpPAyEL TNV OVOYKAGTIKA
evotdpeon évoon 25-OH-D3. H 25-OH-D3 npénet va petafolotel Kt dALO Yo Vo LTOPECEL VL EKTEAECEL TIG
Aertovpyieg g Prrapivng D oto éviepa, ToUg veEpolDg kot o 0oTd. Avti M emaxdrlovdn avtidpaon
AopPavel ydpa ATOKAEISTIKA GTOVG VEQPOVG 6 BnAactikd ov dev Ppickovial o katdotaot komong. 'Etot,
1 25-OH-D3 vdpoévhdvetor tepartépo oy la-8éon kot mapdyet v 10,25 dwdpo&uPrrapivy D3 (1a,25-
(OH),D3).

Extog 00 vePpikoy 10100, 0 TAOKOOVTOG £YKDMV YOVOIK®V KoL To LOKPOQAYyo KOTTOPO, GF TEPITTOON
GOPKOEBMY, UTOPOVV emiong va mapdyovy karow mocotta 1a,25-(0H),D3. H 1a,25-(0OH),D3 givon n
dpaoctikn popen ¢ Brtapivng D og oyéon pe tig yvootég Asttovpyieg, evd 1 25-OH-D3 kou 1 idw m
Brrapivn D3 pmopodv va e€apebodv epocov givar puotodoykd Aettovpykés. EmumAéov, epdoov 1 1a,25-
(OH),D3 mapdyeton 6Tovg vepolg Kot E(EL KATOES amd TIG AELTOVPYIEG TNG OTO 0GTE KoL TOL EVIEPQ, TPEMEL
va Beopeitar g oppovn. Avti 1 oppovn SleyeipeL TNV eVIEPIKT amoppdPnon 1650 TOL 0oPesTiov d60 Kot
00 Qewoeopov. Emiong dieyeiper v ootk ovappdenon Kot TPOcHNKN UETOAMKOV GTOLElmV
mpolapPavovtag £Tot v avamtoén poyitidag Kot 0GTEOUOANKIOG.

H 10,25-(0OH),D3 6a urnopoboe eniong va givor Spactiki o GALOLG 16TOVG LTEVHVYOLG Y10, TN HETOPOPE
T0v acfeotiov  (TAoKOOVTOC, VEQPOS, OMAaoTiKOG 0dévag, ...) Kot EVOOKPVELS 0déveg Omwg ot
nopabopeoeideic adévec. H 1a,25-(OH),D3 petaforileron toyémg kon ) (of Tg oto mhdopa givon mepinov
2-4 dpeg. O koplog petaforitng g eivar o kaAottpoikd o0&y, €va kapPfofuiucd mopaywyo tov C-23
0VGL0OTIKG YOpig Kapio Proloykn dpaon. EmmAéov pe avtiv mmv 086, n 10,25-(0H),D3 vrokeiton og 24-
vdpo&urimon kot Topdyet 1,24,25-tpwdpoéu-Birapivn D3. H évoon avt éet pikpotepn Proloyikr dpdon
amd TV TPOdpoun Evact) Kot ovTtdg o HetafoAtopdg Dempeital mg EAIGO®V 050G,

Tao eninedo g 10,25-(OH),D3 610 mhdopa 1 tov opd givon 100 £mg 1000 Arydtepo amd ekeiva g 25-OH-
D3. Adyo 1oV yopmAdv GLYKEVIPOGE®V TNG Kol TG mapovciag moldv mapdpowwv petafoltdv, n
pérpnon g 10,25-(0H),D3 anartel exydion ko doywpiopd site pe HPLC gite pe ypopatoypaio
oTANG.

Kl gpappoyn

H pérpnon g kvkiopopovoag 1a,25-(OH),D3 evdeikvutarl oe apketés dotapoyss mov ennpedlovv 1o
petaporiopd tov acPeotiov OnMG: GOPKOEIdMON, VEPPIKN OVEMAPKEW, LAEP KOl VRO-Bupeoetdiopde,
payitda, vrepacPeotioio, dvoiertovpyion avlektik) ot Prroapives Kot Ogpomeion pe AvVIIGTOOUM®IKE
QapILOKOL.



(\'A BAZIKEX APXEX THX ME@QOAOY

Movo to defypato kot ot opoi réyyov, Oyt ot Pabuovountés, skyvAilovror pe éva peiypo
Srvtdv ko epappoloviat oe POOTYYES Yo To Staywpiopd g 1,25(O0H), Bitapivneg-D and
dAlovg petaforiteg g Burapivng D. Metd and ékhovon tov Setypndtov Kot Tov opov
gléyyov, ot PBabpovountés, ta deiypato Kot ot opoi eAEyXov ET®ALOVTOL 08 EMGTPOUEVO.
coMvape. M otabepy mooétrar 1,25(0H), Buapivg D onpaopévng pe I
avtayovileton pe mv 1,25(0H), Burrapivn D mov Oa petpndei, n onoia vdpyet oto deiypo 1
670 PBobpovounti, yio otabepn mocoTNTO OEGEMV AVTICOUATOV TOV EIVOL OKIVITOTOMUEVO,
GTO TOlYWUO EVOG GOANVAPIOL TOAVGTVPEVIOV. MeTd and endaon kad' OAn T didpkeln ™G
voktag o Oeppokpacio dopatiov, n avtidpacn avtayoviopol teppatifetar pe €va Brpo
avappoépnong. Ta coAnvapila Katdémy TAEVOVTOL HE SLGAVIO TAVONG KOL OVOPPOPOVVTOL.
TMapiotdvetor ypaikd o KapmoAn Badpovopnong kot 1pocdlopiloviol ot GUYKEVIPMGELS
1,25(0OH), Buapivig D tov deiypdrov pe ovaymyn cuykevipdhoeov omd Tnv Kaumoln
Babpovopnong.

V. ITAPEXOMENA ANTIAPAXTHPIA

AvridpoosTtiipra Kt 48 Xpopa- AvaovoToon
TPOCI0PL- TIKOG
opav KOO

ToAVapIa ETOTpOpEVE 1x48 npacwo | ‘Etopo yur ypnon

pe avtt 1,25(0H),-

Bitauivn D

Ag 125 1 prakido kokkwvo | IpooOiote 26 ml
Avopihomot- Srahdpatog
nuévo 75 avacHoTaoNG
IXNHOETHE: 1,25(0H)2- kBq

Buapivn - D onpaocpévn  pe
Plpsivy  (tomov  HPLC) o
PLOUIOTIKO SHAVUO POCPOPIKDY
ue Boeta kaCgivn Kat yevTopukivn.

CcAL - 5 groAidia kitpwvo | IpocBéete 2 ml
Avopihomot- Addopa Ekhovong
npévo

Bafpovountég - N = 1 émg 5

(Beite T axpPeic Twég otg
eticéteg  ToOV  udiov)  og
PLOUIOTIKO SLHAVUO POCPOPIKAY
ue Boeta kaGeivn ko yevtopvkivn

1 grakido KOpE Apurddote 70 X pe

‘ WASH ‘ SOLN ‘ CONC ‘ 10 ml OMESTAUYUEVO VEPD
(xpnoyomomote
Awdhopa hdong (TRIS-HCI) LOyVITIKO 0vadELTAHPaL).
2 @uohidio aonui MpocOiote 2 ml
| CONTROL | N | Avo@ihomot- OTTECTOYUEVOD VEPOD
npévo

Opoi eréyyov -N =172
og avOpdrvo TAdopa
He yevtapvkivy

1 puoridio povpo "Etowpo yio ypron
REC 30ml

Ao ovacveToong:
PLOUIETIKG SIEAVHLO POCPOPIKOY
pe Poeta kaleivn ko alido
(<0,1%)

1 puoAido apdowo | "Etowpo yo xprion
ELU 30 ml

Awdlopo  €khovong:  puOpioTIKO
StiAvpe pOoEopK®V pe Poeta
kaleivn, pebavorn kar  alido
(<0,1%)

20 @OraEn og Oepp.

GEL 7
dopatiov

Dooryyeg moprtiov Bond Elut

Inueiwon: Xpnoponomote StdAvpo EKTAVGTS Yo Tov undevikd Bad povopunt Kot yio ty
0paimon TOV SELYHATOV Yo TEG VYNAOTEPES amd AVTEG TOV LYNAOTEPOL Pabpovounth
(apodote PETd TO 6TA310 TNG Sl PLGHOD).

VI

ANAAQRXIMA ITOY AEN ITAPEXONTAI

Ta axérovda VAIKE omattovvTat aAhé SeV TaPEXOVTAL GTO KIT:

cupwNE

10.

12.
13.
14.
15.
16.

VIL.

oo

XT.

Amneotaypévo vepd

Auconponvlikog abépag. (p.a.)

Kvkhoe&davio. (p.a.)

O&kog mbvdeotépac. (p.a.)

ABavorn 100% (p.a.)

Aryhopopedavio (p.a.)

Inpavtiky] onpeioon: ‘Eve kit ekydhong g DIAsource mov mepiéyer 0hovg
avToVg TOVG SLoAvTES sivan draBéopo pe kdko: 3019700. Avtd To Kt TEPLEYEL
mOGOTNTES SLHAVTAOV MOV amauTovVTOL Yoo TNV ekTéheon 5 x 48 g&etdocwv Tov
1,25(0H)2-VIT.D-RIA-CT.

Ihinéteg v dwavopn: 200 pl, 500 pl, 1 ml xou 2 ml (cvviotdtor 1 gprion mmETOV
akpiBeiog pe avoAOOILO TAAGTIKA pOYYN)

Tvdhve sonvapto (12 x 75 mm) yua ekyditon kot EkAovon. (KAEWGTE pue Tdpa yio 1o
Pripe Tg exyxviong)

Ydhvo coinvépro (16 x 100 mm) 1y (12 X 120 mm) 1 cornvépia omd ToAvTporvrévio
(falcon 2097) yio. tnv mAdon TOV LGTYYOV.

Avapeiktng oTpoptic ol

MoryvnTikog ovodenti pog

Xvokevn} puyokévipiong oto 800 g.

Zvokevh avadevong coinvapiov (1200 rpm)

Avtdpatn ovpryyo tov 5 ml (tomov Cormnwall) yue thvon

Zootnua avappdenong (Tpoatpetikd)

Mmnopei vo ypnoiponomdei onoosdnmote petpntig y aktvoPoriog pe duvvardTna
uérpnong e I (erdyom amddoon 70%).

ITAPAXKEYH ANTIAPAXTHPIOY

BoBpovountés: Avacvotote tovg Poabupovountég pe 2 ml Awdhopo ékhovong
(oKppdg Tpv 10 Pipa ETdACNG).

Opotl eLéyyov: AvaouoTiote Tovg 0povg eAEYxoL pe 2 Ml amestoylévou vepou.

1'% 1,25(0H),-Brrapivy.D : Avacvotiote e 26 ml S10AbpaTog ovasHoTaong.
Awihopo mong epyaciog: Tpogtoydote enopkn} oyko dtalvdpotog TAvong epyaciog
pe mpocbnkn 69 dykmv amestaypévov vepod og 1 dyko dwhvpatog mhoong (70x).
XPpNOHOTOMOTE HOYVITIKO OVOOELTIPOL YIOL THV OLOYEVOTOINGY. Amoppiyte 0 pun
YPNOWOTOUEVO SLGAVULO TAVONG EPYACIAG GTO TELOG TNG NUEPUS.

Awhdtng ekyohong: Arateiton 2 ml yio kGBe opd eléyyov 1 Setypo mov mpodKetTar vo
vroPAndst oe mpocdiopiopd. Ilposrowpndote €ve  @pécko dwdivpa and
Suisonporviadépa, kukhoe&avn, oabviaketikd, (50, 40, 10 v/v).

Awhdtng Thoong: Anontovvrar 1 ml yur kGbe opd edéyyov 1y Setypo mov TpdeTon vo
vroPAnOei o€ Tpocdiopionod.

Ipoctowndore éva @péoko SdAvpa and duvicomporvrondépo, KLKAOEERVN,
aBorokeTko, amdivTn odkoorn (50, 40,10, 1 Viv).

VIIl. ®YAAEH KAI HUEPOMHNIA AHEHX TQN ANTIAPAXTHPIQN

otabepd £mg ™y nuepopnvio ANEng, n onoio avaypdgetor oTNY ETIKETA, EGOCOV
Swatnpovvton og Beppokpacio 2 wg 8° C. E&aupodvtar ot photyyeg, oL omoieg Tpimet
va puAdocovtal og Oeppokpacio dopatiov

Ot BaBpovopuntég kar ot opoi eréyyov eivon mokd actobeic. Xpnowomoteite ta
AUESMG HETE TV 0VACVOTACT, KATOWOYETE AUECOG 6 KAAGLOTA/SO0ELS (oG xpriong
kot Swtnpeite T otovg —20° C eni 3 pives. Amogevyete Tovg emakdAovbovg
KOKAOVG KOTAWVENG-amOYLENG.

DpEcKO, TUPUCKEVOSHEVO dLdAvpa TAdoNG epyociog Bo mpémel va ypnotponoteitor
mv S nuépa.

Metd v mpdT™ XpNon Tov, 0 yVNBEG Tapoapével 6Tabepds Emg TV Nuepounvio
MENG, epdcov dlotnpeital 6To apy Ko, EpUNTIKE KAEWGTO Glodidio oe Beppok pacio 2
£mg 8° C.

Xpnowonomote @pESKO  SADTN  eKYVAMONG Kot SoAdTn mAdomg, pnv Tovg
PUAACGCETE.

Toyov petaforég TNG GUOIKNG ELPAVIONG TOV AVTIOPAGTNPIOV TOV KIT EVOEXETAL VO.
vrodnidvouy actddeio 1 aAioimon.

2YAAOT'H KAI IPOETOIMAZXIA AEITMATQN

Ta deiypoata 0pod Kot TAGCHOTOS TPETEL Vo VAGccovTon o€ Oeprokpacia 2-8° C.
Edav n e&étaon dev mpaypoatomombel evidg 24 wpdv, cvvictdtor - @OAAEN o€
KAGopate/86ce1s tog ypriong otovg -20° C.

Amogelyete TOVG £MAKOALOVOOVG KOKAOVG KATAWYVENG-0mOWLENG.

Metd v amdyoén, ta deiypota Tpémet vo avaperyvoovtat (e oTpoficpd) Kot ot
GUVEYEL VO LTOPBAALOVTOL GE YUYOKEVTPLOT.

O opdg N 10 Thdopa (EDTA kot nmopivn) mapéxouy mapopole amoTeAEGHATO.

AIAAIKAXIA

INUELDCELG CYETIKE UE TO XEPLOUO

Mn %pNGLHOTOLEITE TO KIT ) T GUGTOTIKG HETG TNV NUEpounvia ANENG.

Mnv avaperyviete VAKE oo S1oQOopETIKEG TOPTIOES KIT.

Dépete OLa To avTdpaothpla o€ Oeppokpacio dwpatiov Tpwv and ™ xpHomn.
Avopeiéte KoAd OAo To. ovTIOPACTIPLO KoL TO deiypota pe amodn avakiviion M
avadevon.

Xpnowonoteite éva kabapd ovoddcipo poyxog mmétag Yoo TNV mpoohikn Kabe
SUPOPETIKOL  OvTIOPACTNPIOL Kol OEYHOTOG TPOKEWEVOL VO OOQUYETE TNV
empoivvon. H oxpifela Pedtidvetor pe yprion mmetdv vynmiig oxpifelag 1
OVTORATOTONHEVOL EEOTMGHOD SLOVOUNG LLE TUTETES.

Trnpeite TOVG YPOVOLG ETOAOTC.

TIpoetoydote o kopmoin Padpovopnong yo kabe avdroon Kot pn xpnolponoteite
dedopéva amd TPONyoOUEVEG AVOADGELG.



Awdikocio

L Bijpa exydvhong: ! Movo yua opotg ehéyyov ko dsiypata.

1. Inudvete to voAvo coinvapa (12X75 mm) yo vy ekydion: 2 opoi gAéyyov Kot
£m¢ 16 deiypata.

2. TIpocbéote 0,5 ml 0pov eréyyov 1 deiypartog oto avticTory o cOANVAapLa.

3. Awaveipete 2 ml dtodvTn ekydiong oe kdbe coAnvapto.

4. To coAnvaplo givor KAEGTA pe TdRO Kot TOmroHETOVVTOL G GUOKELT avadevong ent
1 dpog otig 1200 rpm.

5. Duyokevipiote kB cwinvapro eni S Aentd og Oeppokpacio dwpatiov (ota 800 g).

6. AmortovvTal VIEPKEINEV Yol TO ETOUEVO Pipal TOV S0 PLEHOD.

1. Bijpo dragwpiopod: ! Mévo yia opovg ehéyyov ko dsiypato

1. Inpdvete o yvdiwvo coinvape tov 16 X 100 mm i tov 12 x 120 mm 7 ta
oolnvépla tolvrporvreviov (falcon 2097) yio g gdoryyeg mhvong: 2 opoi eréyyov
kot émg 16 deiypata.

2. Badte pia pooryya "Bond Elut" o€ kdBe coinvdpio.

3. Bdte ot @Yoryya 1,6 ml (2 x 0,8 ml) Tov vrepkepévon Tov AopBhvetar petd To
Bpa exyviong.

4. Katomv, mhdvere tig @voryyeg pe 1 ml dwddtn midong (cf mopackevn
avtdpactnpiov). ! Ipocétte va pnv elcoydyete mOTé KEVO OTIG PUOLYYES, OMAMG
APNOTE TO FLOADTN VoL KVANGEL LEG® TNG BapdTNTOC.

5. TpocOéote 300 pl dympopedaviov oe kabe pHoryya, aPOTE TO VO KUANGEL pE TN
Bapvtnro.

6. TpocOéote 300 pl aneotaypévov vepod oe kabe pHotyya.

7. Dvyokevipiote kGBe cwinvapio eni 5 Aentd oe Beppokpacio dopatiov (ota 800 g).

8. Enuavete ta vélwvo cornvapa (12 X 75 mm) yio ékhovon g 1,25(0H),-Butapivng
D. Metd ™ @uyokéviplon, HETOQEPETE TG QUOLYYeEG OE avtioTorya vaAwva
cOAVApLO.

9. Bahte 400 pl Sraddpatog éxhovong oe kdbe pdotyya yio vo yiver ékhovon g 1,25
(OH)2-Brtapivng D kow guyokevipiote eni 5 hentd oe Oeppokpacio dopatiov (ota
800 g).

10. Ynopdidete 1o ekhovBév KAAG Gg avapelEn HEG® oTPOPIAMGHOY.

Znueioon: Metd and to Pipa avtd, ta dsiypata mpémel va enwdlovral péca ce

EMOTPOPEVA COMVAPLE 660 TO HVVATOV TLO GUVTONA Y10 VO OTOPEVYETAL
n amodépunon.

1. Bijpa erdaong:

1. Inpdvete emotpopéva cornvapla g duthody ylo kabe Babuovounty, opd eréyyov
Ko Seiypo. Tl Tov mpoodlopiopd Tev petphioemy tov rvndém 21 (“total"), onuavete
2 KOG (UN ETOTPOUEVE) COANVAPLAL.

2. Avapei&re yo Aiyo (pne avopeiktn otpoPiiicpod tomov VOrtex) tovg ekyvAoUEVOLG
0polg ehéyyov kat T detypoto ko Swoveipete 150 pl and éxooto oe aviictorya
coivaplo (Xppotporomiote diddvpa ékhovong og undeviko faduovount) ).

3. Awwveipete 500 pl 1,25(0H)2-Brrapivg D onpacpévig e 1 oe kdbe sornviplo,
GUUTEPILOUPAVOVTOG TOL [T ETOTPOUEVO COANVEAPLL TTOV APOPOVV TIG UETPTCELG TOV
yomobém I ("total”) .

4. Avakwniote amoAd pe to xépt ™ Pdon ompiEng tov coinvepiov yu va
anelevbepdoete ToyOV maydevEvES PLOARIdES aEpa.

5. Enmdote 0An ) vikta og Oeppokpacio dopatiov.

6. Avappopiiote (1 petayyiote) 1o mepleydpevo kabe coinvapiov (pe eaipeon exeiva
OV 0POpOdY TG pETPHoELS Tov yvndét 21 [“total"]). BeBouwbeite 6Tt T0 MAAGTIKG
pOyxog tov avappoenty @OGvel otov TLOUEVE TOL EMIGTPOUEVOL GOANVOPIOL
TPOKEWEVOL Vo apatpedel OAN 1 TosdTNTA TOL VYPOY.

7. IMwvete o coinvapia pe 2 ml Stoddpatog Thvong epyaciog (pe e€aipeon ekeiva mov
apopody TIC peTpioelg Tov yvnoém I [“total"]) ko avappogriote (7 petoyyiots).
Amo@VYETE TO GYNUOTIOUO 0PPOL KT TN StdpKeld TG TPocOiKNG Tov Stadvpotog
TAOONG EPYOCTOG.

8. Avappopnote (| petayyiote) 1o meplexopevo kabe coinvopiov (pe e€oipeon ekeiva
OV aOPodY TG PETProELS TV vndé I [“total ).

9. IMvete ta cornvaplo ko it pe 2 ml dwedvporog mvong epyociog (pe e&aipeon
eKEfVOL TOL CPOPOVV TIG HETPNGELS TOV 1vnOETY 129 ["total"]) kot avappoenote (W
petayylote).

10.  Metd v tekevtaia TAVOY, apNoTe To cOANVAPLL va otabodv og 6pbio BEon Yo dbo
AEMTG KA AVOLPPOPNOTE TN GTAYOVE VYPOD TOL ATOHEVEL.

11.  Metpnote 1o GOANVAPLO GE PeTPNT ¥ aKTvoBoAiag yio 60 devtepohenta.

XI. YIIOAOT'IEMOZX TN AIIOTEAEEMATQN

1 Ynoloyiote T péon TIu TV SITAGY TPOGSIOPIGUMY.

2. Ynoloyiote TN Oeopevpévn  podlEvEPYELL ®G TOGOGTO 1TNG OEGHEVONG TOV
mpocdlopiletar 610 onueio pndevikod Pabpovounty (0) odpewvo pe tov akdrovbo
Tomo:

B/ BO(%) = Kpovoeig (BBabpovoricn deiypa) 100
Kpotoeg (MMndevikBad povounmg)

3. Mg ypfion nuikoyaplOpikod yaptiod ypapnuatog 1 xeptiov ypaenuotog logit-log 3
KOKA®V, Tapactiote Ypapikd tig Tiués (B/BO(%)) yo kabe onueio Pabuovount og
ocuvaptnon g ovykévipwong g 1,25(0OH)2-Brtapivig Dy kde  onpeio
BoOpovountr. Amoppiyte TIG ELQAVEIS 1N ATOSEKTES TYHES.

4. T v kotaokev) g Kapmoing Padpovounong sivar dvvatd va ypnoipomomdovv
emiong pébodol pe  Ponbeior MmAekTpovikov vmoAoyioth. Edv ypnoipomoteiton
ovtoporn enelepyacio ATOTELEGUATOV, GUVIGTATOL TPOGUPUOYT KAUTOANG AOYIGTIKNG
GUVAPTNONG 4 TAPOUETPOV.

5. Me avayoyh tov Tipedv tov dstypdtov (B/BO (%)), mpocdiopiote Tig GUYKEVIPOGELS

1,25(0OH)2-Burapivng D tov detypdtov and tv kapmdin Baduovounone.

6. T k60 TPocdioplond, Tpémet va ELEYYXETOL TO TOGOGTO TOV GLUVOAMKOD tyvno<Tn mov
Seopedetot gv T amovsio pn onpacpévng 1,25(0H)2-Bitapivng D (BO/T).

XII. TYIIIKA AEAOMENA

Ta akohovbo dedopéve  mpoopiloviar poOVo ®G Topadetypo Kot dgv  TPEmEL Vo
APNOWOTOLOVVTOL TOTE VTl TG KOUTOANG Badpovounong Tpayatikod xpovov.

1,25(0H),-Burapivn D cpm B/Bo (%)

Kpovoetg Tov yyvndém I (“total ) 43937

Bobpovopuntig 0,0 pg/ml 16687 100,0

6,0 pg/ml 15268 91,5

20,0 pg/ml 12345 74,0

63,0 pg/ml 8033 48,1

230,0 pg/ml 3554 21,3

430,0 pg/ml 2148 12,9

XI.  AIIOAOXH KAI ITEPIOPIEMOI

A ‘Opro aviyvevong
Metpnnkav  eikoot pndevikoi Pobupovountés pali pe €éva odvoro dAroV
Babpovountmv.
To Opo avigvevong, opwlOHEVO ®G 1M QOIVOUEVIKY GUYKEVIPMON 300 TUTIKOV
amokMoE®V KAT® 0o TIG PECEG HETPOELS o€ undevikh déopevon, Ntav 1,4 pg/ml.

B. Ewwémrae
To 1060610 S1oTAVPOVUEVIG avTISpaoNG, Tov Voloyiletar ue GVYKPLON TG GUYKEVTPMONG
7oV omodidet avactod 50%, eivar avtiotoya:

"Evoon Awctavpovpevn avtidpaon
%)
1,25(OH),-Brrapivn.Ds 100
1,25(OH),-Brrapivn.D3 92,31
250H-Butapivn-D3 0,001
24,25(0OH)-Brrapivn.Ds 0,005
25,26(0OH)2-Brrapivn.Ds 0,20

Inueioon: Xtov mivake avtd TopoLCIALETOL 1) SIUCTAVPOVHEVT OVTISPACTIKOTNTO Ylo. THV
avtt 1,25(0H)2-Burapivy D

H omddoon tov npocdiopiopod dev ennpedletor amd opdrvon (eréyydnkav 5 g/l
awooearpivig),  yokepvOpwvarpion  (eAéyyOnke 1 g/L  xohepuBpivng) 1
Tprydukepidia (eMEyyOnkav 2,5 g/L).

To ackopPikd o0& (Brrapivn C)( eréyyOnke 1g/L) kot to o0Cevypa xorepvOpivng
(eréyyOnke 1g/L) dev mpokorodv mapepforn o€ avTOV TOV TPOGSLOPIGHO.

T. Axpipeia

AKPIBEIA TTA TON IAIO AKPIBEIA METAEY ATIA®OPETIKOQN
TIPOZAIOPIZMO ITPOZAIOPIEMON
Opdg N <X>+T.A. ZA. Opog N <X>+T.A. ZA.
(pg/ml) (%) (pg/ml) (%)
A 20 246+ 17 71 A 10 136+ 1,7 12,7
B 20 78,6+ 39 5,0 B 10 32,3+3,6 11,3

T.A.: Tomkn andxiion, Z.A.: Zovteleotng SOKOHAVONG

A. OpOotnTa

AOKIMAZXIA APAIQXHY
Apainon OcopnTikn Metpnpévn Avaktnon
deiypatog GUYKEVTP MO oVYKEVTPOON
(pg/ml) (pg/ml) (%)
11 70,0 70,0 100%
1/2 35,0 35,7 102%
1/4 17,5 14,5 83%
1/8 8,8 78 89%
1/16 4,4 4,6 105%

To detypo aparddnke pe didhvpa EkAovong.



AOKIMAXIA ANAKTHXHX

MpocOnkn Metpnpéveg ovykevrpdoeg 1,25(0H)2 prr.D Avaktnon
1,25(0OH)2-prr.D Zovohkn) Me avapopd Tverov
(pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (%)
0,0 22,5
25,0 46,3 23,8 95,2%
50,0 70,0 47,5 95,0%
100,0 122,7 100,2 100,2%
TpocOnkn Metpnpéveg svykevrpaoeg 1,25(0H)2 pur.D Avaktnon
1,25(0OH)2-prr.D Zuvolki) Me avo@opd TveroD
(pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (%)
0,0 22,5
25,0 52,1 29,6 118,4%
50,0 70,4 47,9 95,8%
100,0 112,9 90,4 90,4%

ZUVTELEGTIG LETATPONNG:
Ané pg/ml og pmol/l : x2,4
Ané pmol/l o pg/ml : x 0,42

Amo 660 eivon duvatd va yvopilovpe, dev vrdpyet S1edvég vVAKO avapopag yio T
TOPGUETPO AVTH.

XIV.  EXQTEPIKOZX IIOIOTIKOX EAETX0X

- Edv ta anoteléopata mov Aopfdvovion yio tov opd eréyyov 1 n/kat tov 0pd eéyyov
2 d¢ Ppiokovrar evtdg Tov mediov TidV mov Kabopiletar oty eTtkéTa TOL Praidiov,
T0. omoteAéopoTa dev eivar duvatd vo yxpnoipomombolv, extdg edv Exer dobel
KOVOTIOWTIKT) E1YNOT Y10l TNV OGVHP®ViaL.

- Edv givar emBopunto, kabe epyaotiplo unopei vo dnpovpyfioet to Stkd tov peiypoto
detypdtov eléyxov (pools), to omoio mpémer va SloTnpovVIOL KOATEWVYUEVO GE
KAAONOTO/B06ELS (oG xpong.

- To xpunpue  omodoyng yw T Swpopd petafd TOV SOV
ATOTELEGCUATOV TOV
- Setypdrov 0o tpénet va Pacilovior oe 0phEG EPYATTNPLOKES TPUKTIKEG.

XV. TIMEX ANA®POPAX

Ot tyég avtég mapéyovron povov mg odnyos. Kabe epyaotipro Oa mpémet va kabiepdoet T0
31K TV TEGIO PLOLOLOYIKMY TULADV.

To mapatnpnOév nedio Tiwov, pe Béon ta 1oc0otd eni Tolg ekatd and 2,5% £wg 97,5%
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IAnBvopég Medio Tipdv Méon SD n
(pg/ml) i
Du610M0YIKG dTopa 19.6 -54.3 35.3 10.6 51

XVI.  IIPODPYAAZEIX KAI ITPOEIAOIIOIHXEIX

Acoareiog

Movo yuo Srayveotikn xpron in vitro.

To kit atd TEPLEYEL TO 25 (Xpovog nulong: 60 nuépeg), o padlevepyn ovcia 1 omoia
ekméunet woviCovoa aktvoforio X (28 keV) kot y (35.5 keV).

Avtd 10 podievepyd mpoidv eivon duvatd vo petopepbel kot va ypnotponombel povo and
g&ovolodotnpéva dropa. H ayopd, @oracn, yprion kot aviodloyf podlevepydv Tpoiovimv
VoKeEWTAL 6TN Vopobesio TG ydpag Tov tedkod xpriot. Ze kapio mepintmon dev npénet va
xopnyeitot 1o Tpoidv oe avbpdrovg 1 Lda.

‘Olog 0 yeplopdg Tov padievepyol VKoL Oa mpémel va ekteleital oe kKaBoPGpHEVO YDPO,
HOKPLE amd YDOPOVG TOKTIKNG SEAELONG. XTO £PYACTNPLO TPEMEL VoL St peitont NUEPOASYLO
Y TV moporafn kow ™ eOAaEN padtevepydv vikdv. E&omhopdc kot yvdiive okedn tov
epyactnpiov, to omoio B propodcav vor poAvvOolv pe padievepyég ovoies, Oa mpémel va
QuAdocoVTOL G EEYOPLOTO XMDPO Yy TNV TPOANYN  EMUOALVONG TOV  SoQOpOV
pad10icOTOTWY.

Toyov Swappoés podievepymdv vypodv mpémet va kabapifovior apéows cOpupmva pe TIG
Swadikooieg aopirelng and padevépyeta. To padievepyd omoPAnta mpénet va amoppinTovron
GUUPMVOL [E TOVG TOMIKOVUG KOVOVIGHOVG KOl TIG KOTeLOLVINPLEG 00NYieg TV apydv mov
£yovv dikarodocion 6t0 gpyactipo. H mpnon tev Pocikdv kovovev acedrelog amnd
POSLEVEPYELD TOPEYEL EXAPKT| TPOCTAGIOL.

Ta cvotatikd avOpdOTIVOL aipatog Tov Tephapfavoviol 6To Kit avtd €xovv eleyybel pe
pebddovg eykekpyéveg oty Evpdmn W/kor and tov FDA kou el domiotmbel 6t givon
apvntikd g mpog v mapovcic. HbSAQ, avti-HCV, avti-HIV-1 kar 2. Kopio yvoorti
pébodog dev eivor duvatd va mapéxel TAPN SOGOAEAST OTL TaPAY®YO TOL ovOp®OTIVOL
aipatog 8¢ O petadmoovv nmatitide, AIDS M dileg howdéels. Emopévac, o yxeipiopdc
avtdpactnpimv, detypdtov opov | TAdopatog 0o mpénet va yivetal GOUP®VOL e TIG TOTIKEG
Sradikooieg Tept acPIrELnS.

Ola to {owd Tpoidvta ko mopaywyo £xovv cuikexbet and vym (do. Ta Boso cuoTaTIKE
mpoépyovion omd ympeg Omov dev £yer avagepbei BSE. Ilap' OA' avtd, cvotatikd mov
mepiEyovv {mikég ovoieg Oo mpémet vo avtipetomiloviol oG SuVNTIKOG LOAVGHATIKA.
Amo@elyete omoladNToTe TP TOV dEPRATOG [ avTidpacTtiplo (ypnotponoteital alidio Tov
vatpiov og cuvtnpntikd). To alidio 6to KT aTd evdéxeTaL Vo avTdpacel pe poAvPdo Kot
KOAKO TOV VIPOVMKOV GOAVOCE®Y KOl VO GYNHOTIGEL HE TOV TPOTO OVTO 13l0iTEPL
ekpnkTikd alidwn petddrov. Katd  didpkewe tov Prijpotog midong, ekmivvete tnv
OmOYETEVOT [E HEYAAN TOGOTNTO VEPOD, Yo TNV TTPOANYN TLXOV GLGGOPEVGNG alidiov.

Mnyv kamvilete, pnv TVETE, UNV TPOTE KOL U] YPNOILOTOLEITE KAAAVVTIKA GTO YDPO EPYAGINGS.
Mnyv dlovépete e mmETO XPNGUYLOTOUOVTOG TO OTOUO GOG. XPNOLUOTOLEITE TPOGTATEVTIKO
POVYIGHO KaL YOVTLOL P0G YPNONG.

XVIII. ITEPIAHYH TOY ITPQ2TOKOAAOY
KPOYZEIZ BA®GMONO- AEIT'MA (TA)
"TOTAL" MHTEX OPOI EAEI'X0OY
pul ul
ul
EKXYAIZH
Babpovountég - - -
Agiypoto/Opoi eréyyov - - 500
AlAOTNG eKYOAMONG - - 2000
Avadevon 1 dpa oe 1200 rpm
Duyokévrpion 5 Aentd ota 800 g
ATAXQPIXMOX
Ynepkeipevo amd to
B exydAtong - - 1600
OYXIITA
Ynepkeipevo 1600 pl
AoAdtng mAdong 1000 pl
Ayropopedavio 300 pl
Aneotaypévo vepd 300 ul
Duyokévipion 5 Aentd ota 800 g
Awdhopo ékhovong 400 pl
Duyokévipion 5 hentd ota 800 g
Avapeldn pe cuokeur] oTpoPicod
EINQASH
Babpovountég - 150 -
Exyvhopéva deiypoto - - 150
IxvnBéng 500 500 500
Endaon ‘OAn ) voyta oe Bepp. dopatiov
Awyopiopog - Avoappoenon (1 petdyyion)
Arddopa mAdong - 2mi
Awyopiopog - Avoppoenon (1 petdyyion)
Arddopa mAdong - 2mi
Auyoptopog - Avoppoenon (1 petdyyion)
Métpnon Metpiiote Ta GOANVAPLY G HETPNTN Y oKTIVOPOAING Yo
60 devtepOrenta.

Ap. katardyov DIAsource : ApOuog P.1.: Ap. avabedpnong:
KIP1929 1700602/l 140108/1

nuepounvia avabedpnong: 2014-01-08
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1,25(0H),-VIT.D-RIA-CT

PRZEZNACZENIE

Oznaczenie radioimmunologiczne do ilosciowego pomiaru in vitro ludzkiego 1,25(OH)2-witaminy D
(1,25(0H)2-Vit.D) w ludzkigj surowicy i osoczu.

INFORMACJE OGOLNE
Nazwa firmowa: DIlAsource 1,25(0H)»-VIT.D.-RIA-CT
Numer katalogowy: KIP1929: 48 oznaczen

Wyprodukowano przez: DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue du Bosquet, 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgia

Dzial pomocy technicznej oraz infor macje dotyczace zaméwien:
Tel: +32 (0) 10 84.99.11 Fax: +32 (0) 10 84.99.91

INFORMACJE KLINICZNE

Aktywnos ¢biologiczna

Witamina D3 jest syntetyzowana gtownie w skérze z 7-dehydrocholesterolu, oraz cze &iowo pochodzi ze sktadnikow
pokarmowych. W watrobie, cata witamina D3 ulega hydroksylacji przy 25 atomie wegla, tworzac 25-OH-D3.
Zwigzek 25-OH-D3, zanim zacznie wykazywa¢ biologiczna aktywno& witaminy D w jelicie cienkim, nerkach i kosci,
musi ulec dalszym przemianom metabolicznym. U ssakéw nieci¢ arnych, takie przemiany zachodzg wyt £znie
w nerkach. Witamina 25-OH-D3 ulega dalszej hydroksylacji w pozycji 1 a, tworzac 1a,25 dihydroksywitaming D3
(10,25-(OH),D3).

Oprocz tkanki nerkowej, pewne ilosci 1a,25-(OH),D3 s3 wytwarzane w tozyskach kobiet ci¢ @arnych oraz
w makrofagach w stanach zapalenia tkanki miesakowatej (sarcoiditis). Znane funkcje witaminy D3 odnosza sie¢ do
postaci 1a,25-(OH),D3, podczas gdy 25-OH-D3 i sama witamina D3 nie przejawia istotne) aktywnosci fizjologicznej.
Ponadto, z uwagi na wytwarzanie 1a,25-(OH),D3 w nerkach, oraz dziatanie tego zwigzku w tkance kostngj i jelicie
cienkim, nalezy traktowa¢ 1a,25-(OH),D3 jako hormon. Ten hormon stymuluje absorbcj ¢ jelitowa wapnia i fosforu.
Stymuluje réwniez resorpcje tkanki kostngj i mineralizacje kosci, chronigc w ten sposdb przed krzywica
i osteomalacja.

Zwigzek 10,25-(OH),D3 moze réwniez byé aktywny w innych tkankach odpowiedzialnych za transport wapnia
(tozysko, nerki, gruczot sutkowy,...), oraz w gruczotach endokrynowych, takich jak przytarczyce. 1a,25-(OH)2D3
ulega szybkiemu metabolizmowi a czas trwania w osoczu wynosi okoto 2 — 4 godziny. Jego gtéwnym metabolitem
jest kwas kal cytriolowy, 23-weglowa pochodna, ktora nie przejawia zadnej aktywnosci biologicznej. Oprocz tej drogi
metaboliczngj, 1a,25-(OH),D3 podliega hydroksylacji w pozycji 24 tworzac 1,24,25-trihydroksy-witaming D3. Ten
sktadnik przejawia mnigjsza aktywno& biologiczna niz jego prekursor, a ten szlak metaboliczny odgrywa mniejsze
znaczenie.

Poziomy 1a,25-(OH),D3 w osoczu lub w surowicy wynosza od 100 do 1000 i sg nizsze od pozioméw 25-OH-D3. Ze
wzgledu na niskie ste #nia i obecno& wielu podobnych metabolitéw, pomiar 1a,25-(OH),D3 wymaga ekstrakcji
i separacji albo za pomoca HPLC, albo chromatografii kolumnowe.

Zastosowania kliniczne

Pomiar kram cg 10,25-(OH),D3 jest wskazany w zaburzeniach metabolizmu wapnia, takich jak: sarkoidoza,
niewydolno& nerek, nadczynno& i niedoczynno& przytarczyc, krzywica, hiperkal cemia paranowotworowa, oporno&
nawitamine oraz leczenie srodkami przeciwdrgawkowymi.



IV.  ZAGADNIENIA DOTYCZ4CE METODY

Ekstrahowane za pomoca mieszaniny rozpuszczalnikbw sa wyt gznie prébki

i kontrole, a nie kalibratory. Ekstrahowane substancie sa umieszczane
w pojemnikach w celu oddzielenia 1,25(0OH) -witaminy D3 od
Po elucji prébek i kontroli, kalibratory, probki
i kontrole sg inkubowane w optaszczonych probéwkach. Stata ilo& 1,25(0OH),-
witaminy D znakowang) 1251 wsp6izawodniczy z 1,25(0OH).-witaming D obecna
w badangj prébce lub w kalibratorze o stata ilo¥ miesc na przeciwciatach,
unieruchomionych na $ciankach probéwki polistyrenowsy.
inkubacji w temperaturze pokojowej, wykonanie aspiracji przerywa reakcj ¢

metabolitbw witaminy D.

Po catodniowej

kompetycyjna. Nastepnie probowki sa ptukane za pomoca roztworu do ptukania i

aspirowane. Wykreslana jest krzywa kalibracyjna a ste #nia 1,25(0OH),-witaminy

D s3 okreslane na podstawie odniesieniadawki z krzywej kalibracyjnej.

V. ODCZYNNIKI DOSTARCZONE

innych

Odczynniki Zestaw 48 Kolor Rekonstytucja
oznaczen
Probowki oplaszczone anty- 1x48 zielony Gotowe do_
1,25(0H),-witamina D zastosowania
Ag 125) 1fiolka czerwony | Dodaj 26 ml
materiat roztworu do
liofilizowany rekonstytucji.
ZNACZNIK IZOTOPOWY : 75 kBg
1,25(0OH)2-witamina D oznakowany
jodem'® (poziom HPLC) w buforze
fosforanowym wraz z kazeina
bydleca i gentamycyna.
CAL “ 5 fiolek 701ty Dodaj 2 ml roztworu
materiat do elugji
Kalibratory - N =od 1do 5 liofilizowany
(doktadne wartosci na etykietach
fiolek) w buforze fosforanowym
wraz z kazeing bydleca
i gentamycyna..
WASH SOLN CONC 1fiolka brazowy Rozcienczyé¢ 70x
10ml wodg destylowang
(wykorzysta¢
Roztwor ptuczacy (TRIS HCI) mieszadto
magnetyczne).
2 fiolki srebrny Dodaé 2 ml wody
CONTROL N materiat destylowanej
Kontrole- N =od 1do 2 liofilizowany
w osoczu ludzkigj z gentamycyna
1fiolka czarny Gotowe do
‘ REC | SOLN ‘ 30ml zastosowania.
Roztwor do rekonstytucji :  bufor
fosforanowy z kazeing bydleca
i azydkiem (<0,1%)
1fiolka zielony Gotowe do
ELU SOLN 30ml zastosowania.
Roztwor do  elugji: bufor
fosforanowy z kazeing bydleca,
metanolem i azydkiem (<0,1%)
GEL 20 Przechowywaé
w temperaturze
Pojemniki Bond Elut Silica pokojowsj.

Uwaga:

Roztwér do elucji nalezy wykorzystywa¢ jako kalibrator O oraz do
rozcienczania prébek z wartosciami przekraczajacymi nawyzsze

wartosci kalibratoréw (rozcienczy¢ po etapie separacji).

VI.  MATERIALY WYMAGANE, ALE NIEDOSTARCZONE

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

Woda destylowana
Dwuizopropyloeter. (p.a.)
Cykloheksan. (p.a.)
Octan etylu. (p.a.)

Etanol absolutny. (p.a)
Dwuchlorometan. (p.a.)

OUTAWNE

NB: Zestaw DIAsource do ekstrakcji, zawierajacy wszystkie te

rozpuszczalniki, dostepny jest pod numerem odniesienia: 3019700.

Zestaw

ten zawiera wystarczajacg

ilo§ ¢ rozpuszczalnikéw do

przeprowadzenia 5 x 48 testow 1,25(0H)2-VIT.D-RIA-CT.

7.  Pipety do dozowania: 200 pl, 500 pl, 1 ml i 2 ml (zaleca si¢ korzystanie

z doktadnych pipet z jednorazowymi koficowkami plastikowymi).

VII.

o o0 @ »

VIII.

Probowki szklane (12 x 75 mm) do ekstrakcji i elucji. (zamknigte korkiem
do etapu ekstrakcji).

Probéwki szklane (16 x 100 mm) lub (12 x 120 mm), lub probdéwki
polipropylenowe (falcon 2097), do ptukania pojemnikéw.

Mieszadto wirowe

Mieszadto magnetyczne

Wiréwka 800 g.

Wytrzasarka probowek (1200 rpm)

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

Moze by¢ wykorzystywany jakikolwiek licznik gamma odpowiedni do
pomiaru *?I (minimalny uzysk 70%)

PRZYGOTOWANIE ODCZYNNIKOW

Kalibratory: Kalibratory rozpusci¢ za pomocg 2 ml roztworu do eucji
(bezposrednio przed etapem inkubagji).

Kontrole: Kontrole nalezy rekonstytuowa¢ przy pomocy 2 ml wody
destylowansj.

1% 1,25(0OH),-witamina D: Rozpusci¢ za pomoca 26 ml roztworu do
rekonstytucji.

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

Rozpuszczalnik do ekstrakcji: Potrzeba 2 ml na kazda badana kontrole
lub prébke. Przygotuj swiezy roztwér diizopropyloeteru, cykloheksanu,
octanu etylu (w proporcji 50, 40, 10).

Rozpuszczalnik do plukania: Potrzeba 1 ml nakazda badang kontrole lub
prébke. Przygotuj $wiezy roztwoér diizopropyloeteru, cykloheksanu,
octanu etylu, bezwodnego etanolu (w proporgji 50, 40, 10, 1).

PRZECHOWYWANIE | DATA WAZNOSCI ODCZYNNIKOW

Przed otwarciem lub rekonstytucj a wszystkie sktadniki zestawu zachowuij 3
trwato& do daty waznosci przedstawiong na etykiecie, jezeli s3
przechowywane w temperaturze od 2 do 8°C; z wyj atkiem pojemnikéw,
ktére musza by¢ przechowywane w temperaturze pokojowsy.

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

Po jego pierwszym zastosowaniu, znacznik izotopowy zachowuje trwatog
do podangj daty waznosci jezeli jest przechowywany w oryginalng,
dobrze zamkni etej fiolce w temperaturze od 2 do 8°C.

Rozpuszczalniki do ekstrakcji i ptukania powinny by¢ $wieze, nie wolno
ich przechowywac.

Zmiany w wygladzie fizycznym odczynnikbw w zestawie moga
wskazywac naich niestabilno& lub zuzycie.

ptuczacy powinien by¢

POBIERANIE | PRZYGOTOWANIE MATERIAELU DO BADANIA

Prébki surowicy lub osocza musza by¢ przechowywane w temperaturze
2-8°C.

Jezeli oznaczenie nie jest wykonywane w ciagu 24 godzin, zaleca si¢
przechowywanie w niewielkich ilosciach w temperaturze -20°C..

Unika¢ powtarzanych cykli zamrazania-odmrazania.

Po rozmrozeniu, prébki powinny by ¢ wymieszane i odwirowane.
Surowica lub osocze (EDTA i heparyna) prowadza do podobnych
wynikow.

PROCEDURA

Uwagi dotyczace obslugi

Nie wolno wykorzystywaé sktadnikw zestawu po uptynieciu podane

daty waznosci.

Nie wolno miesza¢ materiatdw pochodzacych z réznych serii zestawow.
Przed wykorzystaniem wszystkie odczynniki powinny osi agnat
temperature pokojowa.

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

Aby unikngt  zanieczyszczenia  krzyzowego, do  dodawania
poszczegdlnych odczynnikéw i probek nalezy wykorzystywaé czyste
koncowki jednorazowe pipet. Pipety wysokig precyzji lub pipety
automatyczne poprawigj g precyzje wykonania oznaczenia.

Przestrzega¢ czasow inkubacji.

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

Procedura

Ekstrakcja: ! Dotyczy wyt egniekontroli i probek.

Oznaczy¢ szklane probéwki (12 x 75 mm) do ekstrakgji: 2 kontrole i do
16 probek.



Doda¢ 0,5 ml kontroli lub prébki do odpowiedniej probowki.

Doda¢ do kazdej probowki 2 ml rozpuszczalnika do ekstrakcji.

Probowki s3 zamykane korkiem i umieszczane w wytrzasarce na

1 godzing przy 1200 obr/min.

5. Wirowa¢ kazda probowke przez 5 minut w temperaturze pokojowej (przy
800 g).

6. Supernatanty sa potrzebne do dalszych etapéw separacji.

AW

Il.  Separacja: ! Dotyczy wyl egnie kontroli i prébek.

1. Oznaczy¢ probdwki szklane (16 x 100 mm) lub (12 x 120 mm), lub
probéwki polipropylenowe (falcon 2097), do piukania pojemnikéw: 2
kontrolei do 16 prébek.

2. W kazdej probdwce umiesci¢ pojemnik “Bond Elut”.
3. Na pojemniki nanie& po 1,6 ml supernatantu (2 x 0,8 ml) uzyskanego w
etapie ekstrakgji.

4. Nastepnie, przeptuka¢ pojemniki 1 ml rozpuszczalnika do ptukania
(poréwna¢ przygotowanie odczynnikéw). ! Nalezy uwazaé, aby nigdy nie
stosowa¢  prézni w  stosunku  do pojemnikéw, ae pozwoali¢
rozpuszczalnikowi sptynaé sitami grawitacji.

Na kazdy pojemnik doda¢ po 300 pl dwuchlorometanu, pozostawi¢ do

sptyniecia sitami grawitacji.

Na kazdy pojemnik doda¢ po 300 pl wody destylowang).

Wirowac kazdg probdwke przez 5 minut w temperaturze pokojowsj (800 g).

Oznaczy¢ szklane probdwki (12 x 75 mm) do elucji 1,25(0H)2—witaminy

D, Po odwirowaniu, przenieX pojemniki do odpowiednich szklanych

probowek.

9. Na kazdy pojemnik nanie& po 400 pl roztworu do eucji, aby wyptukaé
1,25 (OH)2-witaming D i wirowaé przez 5 minut w temperaturze
pokojowej (800 g).

10.  Frakcje wyptukang nalezy wymiesza¢é za pomocg mieszadia typu worteks.

Nota: Po tym etapie, najszybcigj jak to mozliwe, probki musza zostaé
inkubowane w optaszczonych probéwkach, aby unikna édegradac;i.

©oNo O

I11. Inkubacja:

1 Dla kazdego kalibratora, prébki i kontroli nalezy oznaczy¢ optaszczone
probowki w badaniach podwaojnych. W celu okre$lenia catkowitych zliczen
nalezy oznaczy¢ 2 standardowe probwki.

2. Od razu wymiesza¢ (na worteksie) kalibratory (jako kalibrator zerowy
wykorzysta¢ roztwér do elucji), ekstrahowane kontrole i probki oraz doda ¢
po 150 ul do odpowiednich probowek.

3. Do kazdg probdwki, w tym do probowek nieoptaszczonych do
catkowitego zliczania, doda¢ po 500 pl 1,25(0OH)-witamina D
oznakowanego jodem125.

4. Delikatnie potrzasna¢ statywem w celu uwolnienia uwiezionych
pecherzykow powietrza.

5. Inkubowac¢ przez jedna noc w temperaturze pokojows).

6. Aspirowac¢ (lub odla¢) zawarto& kazdeg probéwki (z wyjatkiem probéwek
do catkowitego zliczania). Aby usunaé caly ptyn nalezy upewni¢ sig, ze
plastykowa koficowka aspiratora osi agne & dno optaszczonej probowki.

7. Przeptuka¢ probéwki przy pomocy 2 ml roboczego roztworu p tuczacego (z
wyjatkiem probéwek do catkowitego zliczania) i aspirowaé zawarto& (lub
odla¢ jg). W trakcie dodawania roboczego roztworu piuczacego naezy
unika¢ wytwarzania piany.

8. Aspirowa¢ (lub osuszy¢) zawarto& kazdgl probowki (z wyjatkiem
probéwek do catkowitego zliczania).

9. Ponownie przeptuka¢ prébki za pomoca 2 ml roztworu do piukania (z
wyjatkiem probowek do catkowitego zliczania) a nastepnie aspirowaé (lub
osuszy¢).

10. Po ostatnim ptukaniu, pozostawi¢ probowki odwrécone przez 2 minuty a
nastepnie aspirowac¢ pozostate krople ptynu.

11.  Zlicza¢ probéwki w liczniku gamma przez 60 sekund.

XI.  OBLICZANIE WYNIKOW

1. Obliczy¢ $rednig oznaczen podwajnych.
2. Obliczy¢ zwigzana radioaktywno& jako odsetek wiazania okreslonego w
zerowym punkcie kalibracji (0) zgodnie z poni zszym wzorem:

Liczba zliczen (dla kalibratora lub probki) .
Liczba zliczen (dla kalibratora zerowego)

B/BO(%) = 100

3. Na3 arkuszach p6tlogarytmicznych lub papierze milimetrowym wykresli¢
wartosci (B/B0O(%)) dla kazdego punktu kalibratora jako funkcj ¢ ste gnia
1,25(0OH)-witamina D kazdego punktu kalibratora. 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 krzywe
logistycznej 4 parametrows.

5. Naktadajac wartosci (B/BO (%)) probki nalezy okresli¢ ste enia 1,25(0OH).-
witamina D w prébkach z krzywej kalibracyjnej.

6. Dla kazdego oznaczenia ndezy sprawdzi¢ odsetek catkowitego zwiazanego
acznika izotopowego przy braku nieoznakowanego 1,25(0OH) ,-witamina D

(BOIT).
XIl. PRZYKEAD DANYCH TYPOWYCH

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

1,25(OH),-witamina D cpm B/Bo (%)

Zliczanie catkowite 43937

Kalibrator 0,0 pg/ml 16687 100,0

6,0 pg/ml 15268 91,5

20,0 pg/ml 12345 74,0

63,0 pg/ml 8033 48,1

230,0 pg/ml 3554 21,3

430,0 pg/ml 2148 12,9

XIII. DZIAEANIE | OGRANICZENIA
A. Granica wykrywania

Dwadziescia kalibratoréw zerowych oznaczano wraz z zestawem innych
kalibratoréw.

Granica wykrywania, zdefiniowana jako odmienne ste £nie dwéch odchylen
standardowych ponizej przecietng wartosci zliczania przy wiazaniu zerowym
ksztaltowata si¢ napoziomie 1,4 pg/ml.

B. Swoistos ¢

Odsetek reaktywnosci  krzyzowe) oceniany przez poréwnanie ste enia
prowadzacego do 50% zahamowania przedstawia si ¢ nastepuijaco:

Zwigzek Reaktywnos ¢krzyzowa
(%)
1,25(0OH),-witaminaD3 100
1,25(0H),-witamina D2 92,31
250H-witaminaD3 0,001
24,25(0H),-witamina D3 0,005
25,26(0OH),-witamina D3 0,20

Nota: w te tabeli przedstawiono reaktywno& krzyzowa dla przeciwciat anty-
1,25(OH)2-witamina D

Na wynik oznaczenia nie wptywa hemoliza (przetestowano dla ste enia 5 g/l

hemoglobiny), bilirubinemia (przetestowano dla ste nia 1 g/l bilirubiny) ani

tréjglicerydy (przetestowano dlaste 2nia2,5 g/l).

Kwas askorbinowy (witamina C; przetestowano dla ste gnia 1 g/l) ani koniugaty

bilirubiny (przetestowano dlast¢ 2nial g/l) nie wplywajg nawynik oznaczenia.

C. Precyzja
PRECYZJA W SERII PRECY ZJA MIEDZY SERIAMI
Surowica | N <X>+SD Ccv Surowica | N <X>*SD Ccv
(pg/ml) (%) (pg/ml) (%)
A 20 246+ 17 7,1 A 10 136+1,7 12,7
B 20 786+ 3,9 50 B 10 32,3+ 3,6 11,3

SD: Odchylenie standardowe; CV: Wsp6iczynnik zmiennosci

D. Dokladnos ¢
BADANIE ROZCIENCZENIA

Rozcienczenie Stezenie Stezenie Odzysk
pr6bki teoretyczne zZmier zone

(pg/ml) (pg/ml) (%)

1 70,0 70,0 100%

12 35,0 357 102%
s 175 145 83%
U8 88 78 89%

1/16 4.4 4.6 105%

Prébka zostata rozcienczona za pomoca roztworu do elucji.

BADANIE ODZY SKU

Dodana Zmierzone stez. 1,25(0H)2 Vit.D Odzysk
1,25(0H)2-Vit.D I cznie Zaslepione
(pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (%)
0,0 225
25,0 46,3 238 95,2%
50,0 70,0 475 95,0%
100,0 122,7 100,2 100,2%
Dodana Zmierzone stez. 1,25(0OH)2 Vit.D Odzysk
1,25(0H)2-Vit.D I cznie Zaslepione
(pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (%)
0,0 22,5
25,0 52,1 29,6 118,4%
50,0 70,4 47,9 95,8%
100,0 1129 90,4 90,4%




Wspbtczynnik konwersi :
Z pg/ml napmol/l : X 2,4
Z pmoal/l napg/ml : x 0,42

Wedlug naszef wiedzy, dla tego parametru nie ma zadnego
miedzynarodowego materiatu referencyjnego.

XIV. WEWNETRZNA KONTROLA JAKOSCI

- Jezeli wyniki uzyskane dla kontroli 1 i 2 nie zngduja Si¢ w zakresie
okreslonym na etykiecie fiolki, wyniki nie moga zosta¢ wykorzystane
dopdki nie uda s ¢ znalez¢ wiasciwego wyjasnienia tego odchylenia.

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

- Dopuszczane kryteria dotyczace réznicy pomigdzy wynikami oznaczen
podwajnych prébek powinny by ¢ zgodne z zasadami prawidtowej pracy w
|aboratorium.

XV. ZAKRESY REFERENCYJNE

Wartosci s3 przedstawione wytgznie w celach orientacyjnych, kazde
|aboratorium powinno opracowa¢ wiasne wartosci referencyjne.

Zakres jest oparty na percentylach od 2,5% do 97,5%.

Populacja Zakres Srednia SD n
(pg/ml)

Zdrowi osobnicy 19,6 -54,3 353 10,6 51
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XVI. SRODKI| OSTROZNOSCI | OSTRZEZENIA

Bezpieczeristwo

Tylko do diagnostyki in vitro.

Zestaw zawiera | (Okres potowicznego rozpadu: 60 dni), emitujacy
promieniowanie jonizuj ace X (28 keV) i y (35,5 keV).

Ten produkt radioaktywny moze by¢ transportowany i wykorzystany wyt e£zne
przez osoby autoryzowane; zakup, przechowywanie, stosowanie i wymiana
produktow radioaktywnych podlega regulaciom prawnym kraju u zytkownika
konicowego. W zadnym wypadku produkt nie moze by¢ podawany ludziom lub
Zwierzetom.

Obstuga materiatéw radioaktywnych powinno by ¢ przeprowadzana w migjscach
do tego przeznaczonych, z dala od migjsc ogdlng u zytecznosci. W laboratorium
musi  by¢ przechowywany reestr przyje ¢ i przechowywania materiatéw
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 by¢ natychmiast
oczyszczone  zgodnie z  procedurami  dotyczacymi  bezpieczenstwa
radiologicznego. Odpady radiosktywne musza by¢ usuwane zgodnie
Z migjscowymi przepisami i ogdlnie przyj etymi wytycznymi obowiazujacymi
w laboratorium.  Przestrzeganie  podstawowych  zasad  bezpieczenstwa
radiol ogicznego zapewnia wystarczaj ace zabezpieczenie.

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

Produkty pochodzenia zwierzecego byty pobierane od zdrowych zwierzat.
Sktadniki bydlece pochodza z krajow, w ktérych nie odnotowano wyst epowania
BSE. Pomimo to, skladniki zawierajace substancje pochodzenia zwierzecego
powinny by¢ traktowane jako potencjalnie zakazne.

Unika¢ kontaktu skéry z odczynnikami (zawieraj 3 azydek sodowy jako srodek
konserwujacy). Azydek znajdujacy sie w zestawie moze reagowaé z miedzig
i olowiem w ukladzie kanalizacyjnym tworzac zwiazki o wiasciwosciach
wybuchowych. W czasie piukania odprowadzany ptyn nalezy ptuka¢ duzymi
objetosciami wody, aby zapobiec kumulagji azydkéw.

Nie wolno pali¢, spozywat napojow ani pokarméw, badz uzywaé kosmetykow
w migjscu pracy. Nie pipetowaé ustami. Zaktada¢ ubranie ochronnei rekawiczki
jednorazowe.

297:974-983
XVIII. PODSUMOWANIE PROTOKOZU
CALKOWIT KALIBRATORY PROBKI
A LICZBA KONTROLE
ZLICZEN

ul pl ul
EKSTRAKCJA
Kalibratory - - -
Prébki / kontrole - - 500
Rozpuszczalnik do - - 2000
ekstrakcji
Wytrzasanie 1 godzina 1200 obr/min
Wirowanie 5 minut przy 800 g
ROZDZIELENIE
Supernatant z etapu
eksptfrakcji » R - 1600
POJEMNIK
Supernatant 1600 pl
Rozpuszczalnik do 1000 pl
ptukania
Dwuchlorometan 300 pl
Woda destylowana 300 pl
Wirowanie 5 minut przy 800 g
Roztwor do elugji 400 pl
Wirowanie 5 minut przy 800 g

Mieszanie przy pomocy mieszadla typu worteks
INKUBACJA
Kalibratory - 150 -
Probki ekstrahowane - - 150
Znacznik izotopowy 500 500 500
Inkubacja Przez jedng noc w temperaturze pokojowej
Rozdzielenie Aspiracja (lub odlewanie)
Roboczy roztwoér - 20ml
piuczacy
Rozdzielenie - Aspiracja (lub odlewanie)
Roboczy roztwér - 2,0ml
pluczacy
Rozdzielenie Aspiracja (lub odlewanie)
Zliczanie Zliczanie probéwek przez 60 sekund w liczniku gamma

Nr katalogowy DIAsource Numer P.I. Nr aktualizacji :
K1P1929 1700602/pl 140108/1

Data wydania : 2014-01-08
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Used symbols

Consult instructions for use

Storage temperature

IJ -\? i

Use by

Batch code

Catalogue number

Control

In vitro diagnostic medical device

Manufacturer

Contains sufficient for <n> tests

OLN | CONC

Wash solution concentrated

Zero calibrator

WA
CAL N

Calibrator #

CONTROL

Control #

Tracer

Ab 1251

Tracer

Tracer concentrated

Tracer concentrated

0

Tubes

Incubation buffer

ACETONITRILE

Acetonitrile

Serum

Specimen diluent

DI
DI

[on [ sur | Dilution buffer
Antseum
Immuncadsorbent

L
L BUF
L

Calibrator diluent

Reconstitution solution

Polyethylene glycol

Extraction solution

Elution solution

Bond Elut Silica cartridges

Pre-treatment solution

NEUTR | SOLN

Neutralization solution

TRACEUR

Tracer buffer

Microtiterplate
HRP Conjugate
HRP Conjugate

HRP Conjugate concentrate

Ag HRP | CONC

HRP Conjugate concentrate

Conjugate buffer

CHROM CONC

Chromogenic TMB concentrate

Chromogenic TMB solution

Substrate buffer

[on Lo ]

Stop solution

Incubation serum

P

Buffer
AP Conjugate
[sus [ pwr | Substrate PNPP

CONI | CONC

Biotin conjugate concentrate

Avidine HRP concentrate

Assay buffer

Biotin conjugate

Specific Antibody

SAV | HRP | CONC Streptavidin HRP concentrate
NSB Non-specific binding
2nd Ab 2nd Antibody

Acidification Buffer

Distributor

Incubation trays

PMSF solution

Protect from light

Dot Strip

Substrate

EXTR | SOLN |CONC

Extraction Buffer Concentrate

|CART | Cartridge

sav | e | Streptavidin HRP
PIPETTE | Pipette

WASH | SOLN Wash buffer
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Symboles utilisés

bt

=

Consulter les instructions d’utilisation

Température de conservation

Utiliser jusque

Numéro de lot

Référence de catalogue

Controle

Dispositif médical de diagnostic in vitro

Fabricant

Contenu suffisant pour <n> tests

Solution de lavage concentrée

Calibrateur zéro

Calibrateur #

Controle #

Traceur

Traceur

Traceur concentré

Traceur concentré

Tubes

Tampon d'incubation

ACETONITRILE

Acétonitrile

Sérum

Diluant du spécimen

Tampon de dilution

Immunadsorban

Diluant de calibrateur

Solution de reconstitution

Glycol Polyéthyléne

Solution d’extraction

Solution d’elution

Cartouches Bond Elut Silica

Solution de pré-traitement

Solution de neutralisation

Tampon traceur

Microplaque de titration

HRP Conjugué

HRP Conjugué

HRP Conjugué concentré

HRP Conjugué concentré

Tampon conjugué

Chromogene TMB concentré

Solution chromogene TMB

Tampon substrat

Solution d’arrét

Sérum d'incubation

Tampon

AP Conjugué

Tampon PNPP

Biotine conjugué concentré

Avidine HRP concentré

Tampon de test

Biotine conjugué

Anticorps spécifique

SAV | HRP | CONC Concentré streptavidine HRP
NSB Liant non spécifique
2nd Ab Second anticorps

Tampon d'acidification

Distributeur

Plaque d'incubation

Solution PMSF

Conserver a l'abri de la lumiére

Bandelette de dots

Substrat

Tampon d'extraction concentré

Cartouche

SAV | HRP ‘

Streptavidine-peroxydase de raifort

PIPETTE H

Pipette

DLN

WASH

Tampon de lavage
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Gebruikte symbolen

Raadpleeg de gebruiksaanwijzing

Bewaartemperatuur

Houdbaar tot

Lotnummer

Catalogusnummer

Controle

Medisch hulpmiddel voor in-vitro diagnostiek

Fabrikant

Inhoud voldoende voor <n> testen

Wasoplossing, geconcentreerd

Nulkalibrator

Kalibrator #
Controle #
Tracer
M Tracer

Tracer geconcentreerd

Tracer geconcentreerd

Buisjes

Incubatiebuffer

Acetonitrile

Serum

Specimen diluent

DIL | BUF Verdunningsbuffer
Antiserum
Immunoadsorbent
Kalibratorverdunner

Reconstituticoplossing

Polyethyleen glycol

Extractieoplossing

Elutieoplossing

Bond Elut Silica kolom

Pre-behandelingsoplossing

Neutralisaticoplossing

Tracerbuffer

Microtiterplaat

HRP Conjugaat

HRP Conjugaat

HRP Conjugaat geconcentreerd

HRP Conjugaat geconcentreerd

Conjugaat buffer

Chromogene TMB geconcentreerd

Chromogene Oplossing TMB

Substraatbuffer

Stopoplossing

Incubatieserum

Buffer

AP Conjugaat

Substraat PNPP

CONC

Geconcentreerd Biotine conjugaat

Geconcentreerd Avidine-HRP conjugaat

Assay buffer

Biotine conjugaat

Specifiek antilichaam

SAV | HRP | CONC

Streptavidine-HRP concentraat

Aspecificke binding

2de antilichaam

Verzuringsbuffer

Distributeur

Incubatievlootje

PMSF oplossing

Beschermen tegen licht

Strip met dots

Substraat

EXTR | SOLN |CONC

Extractiebuffer concentraat

|CART | Cassette

sav | e | Streptavidine - HRP
PIPETTE | Pipet

Wasbuffer
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Benutzte Symbole

bt

=

Gebrauchsanweisung beachten

Lagern bei

Verwendbar bis

Chargenbezeichnung

Bestellnummer

Kontrolle

In Vitro Diagnostikum

Hersteller

Ausreichend fiir <n> Ansitze

Waschlosung-Konzentrat

Null kalibrator

Kalibrator #

Kontrolle #

Tracer

Tracer

Tracer Konzentrat

Tracer Konzentrat

Rohrchen
Inkubationspuffer
Azetonitril
Humanserum
Probenverdiinner
Verdiinnungspuffer
Antiserum
Immunadsorbens

Kalibratorverdiinnung

Rekonstitutionslosung

Polyethylenglykol

Extraktionslosung

Eluierungslosung

Bond Elut Silikakartuschen

Vorbehandlungslosung

Neutralisierungslosung

Tracer-Puffer

Mikrotiterplatte

HRP Konjugat

HRP Konjugat

HRP Konjugat Konzentrat

HRP Konjugat Konzentrat

Konjugatpuffer

Chromogenes TMB Konzentrat

Farblgsung TMB
Substratpuffer
Stoppldsung
Inkubationsserum
Puffer

AP Konjugat

Substrat PNPP

Biotin-Konjugat-Konzentrat

Avidin-HRP-Konzentrat

Assaypuffer

Biotin-Konjugat

Spezifischer Antikdrper

SAV | HRP | CONC HRP Streptavidinkonzentrat
NSB Unspezifische Bindung
2nd Ab Sekundirer Antikorper
Anséuerungspuffer
Vertreiber
Inkubationsschale

PMSF Lésung

Vor Licht schiitzen

Tiipfelstreifen

Substrat

EXTR | SOLN [CONC

Konzentrat Extraktionspuffer

Kassette
sav | HRP ‘ Streptavidin HRP
PIPETTE | Pipet
WASH | SOLN Waschpuffer
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Simboli utilizzati

bt

=

Consultare le istruzioni per 'uso

Limitazioni di temperatura

Utilizzare entro

Numero di lotto

Numero di catalogo

Controllo

Dispositivo medico-diagnostico in vitro

Fabbricante

Contenuto sufficiente per <n> saggi

Tampone di lavaggio concentrato

Calibratore zero

Standard #

Controllo #

Marcato

Marcato

Marcato concentrato

Marcato concentrato

Provette

Tampone incubazione

ACETONITRILE

Acetonitrile

Siero

Diluente campione

Tampone diluizione

Immunoassorbente

Diluente calibratore

Soluzione di ricostituzione

Polietilenglicole

Soluzione di estrazione

Soluzione di eluizione

Cartucce di silice bond elut

Soluzione di pretrattamento

Soluzione di neutralizzazione

Tracer Buffer

Piastra di microtitolazione

HRP Coniugato

HRP Coniugato

HRP Coniugato concentrato

HRP Coniugato concentrato

Buffer coniugato

Cromogena TMB concentrato

Soluzione cromogena TMB

Tampone substrato

Soluzione di arresto

Incubazione con siero

Buffer

AP Coniugato

Substrato PNPP

Concentrato coniugato con biotina

Concentrato avidina HRP

Soluzione tampone per test

Coniugato con biotina

Anticorpo Specifico

SAV | HRP | CONC Streptavidina-HRP concentrata
NSB Legame non-specifico
2od Ab 2° Anticorpo

Tampone Acidificante

Ditributore

Vassoi di incubazione

Soluzione di PMSF

Proteggere dalla luce

Dot strip

Substrato

Concentrato del tampone di estrazione

Cartuccia

SAV | HRP ‘

HRP coniugata a streptavidina

PIPETTE |

Pipetta

DLN

WASH

Tampone di lavaggio
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Simbolos utilisados

bt

=

Consultar las instrucciones de uso

Limitacion de temperatura

Fecha de caducidad

Codigo de lote

Numero de catalogo

Control

Producto sanitario para diagnostico in vitro

Fabricante

Contenido suficiente para <n> ensayos

Solucién de lavado concentrada

Calibrador cero

Calibrador #

Control #

Trazador

Trazador

Trazador concentrada

Trazador concentrada

Tubos

Tampo6n de incubacion

ACETONITRILE

Acetonitrilo

Suero

Diluyente de Muestra

Tampon de dilucion

Inmunoadsorbente

Diluyente de calibrador

Solucion de Reconstitucion

Glicol Polietileno

Solucién de extraccion

Solucién de elucion

Cartuchos Bond Elut Silica

Solucién de Pre-tratamiento

Solucién de Neutralizacion

Tampon de trazador

Placa de microvaloracion

HRP Conjugado

HRP Conjugado

HRP Conjugado concentrada

HRP Conjugado concentrada

Tampon de Conjugado

Cromogena TMB concentrada

Solucién Cromogena TMB

Tampon de sustrato

Solucion de Parada

Suero de Incubacion

Tampén

AP Conjugado

Sustrato PNPP

Concentrado de conjugado de biotina

Concentrado avidina-HRP

Tampoén de ensayo

Conjugado de biotina

Anticuerpo especifico

SAV | HRp | conc Estreptavidina-HRP Concentrado
NSB Unidn no especifica
2nd Ab Segundo anticuerpo

Tampon de Acidificacion

Distribuidor

Bandejas de incubacion

Solucién de PMSF

Proteger de la luz

Tries Dot

Sustrato

Concentrado de tampon de extraccion

Cartucho
sAv | HRP ‘ Estreptavidina HRP
PIPETTE | Pipeta

DLN

WASH

Tampon de lavado
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Simbolos utilizados

Consulte instrugdes de utilizagao

Temperatura de conservagdo

IJ -\? i

Utilizar antes de

Codigo de lote

Numero de catalogo

Controlo

Dispositivo médico de diagndstico in vitro

Fabricante

Contetdo suficiente para <n> testes

OLN | CONC

Solugao de lavagem concentrada

A
AL

-— Calibrador zero
Calibrador #
Controlo #
Marcador
M Marcador

Marcador concentrada

Marcador concentrada

0

Tubos

Tampado de incubagdo

ACETONITRILE

Acetonitrilo

Soro

Diluidor de espécimes

DI
DI

Tampdo de dilui¢do

L E
L BUF
L L

[on [on ]

Diluente do calibrador

Solugao de Reconstituigao

Polietileno-glicol

Solugao de Extracgdo

Solugao de Eluigdo

Cartuchos de silica Bond Elut

Solug@o de pré-tratamento

NEUTR | SOLN

Solug@o de neutralizagao

TRACEUR

Tampao Marcador

Placa de micro titulagao

Al HRP

HRP Conjugagio

b
2

HRP Conjugagio

HRP Conjugagao concentrada

Ag HRP | CONC

HRP Conjugagao concentrada

Conjugue o tampao

CHROM CONC

Cromogénica TMB concentrada

Solugao Cromogénica TMB

Tampado de substrato

[on Lo ]

Solugao de Paragem

Soro de incubagio

P

Tampéo
AP Conjugagio
[sus [ pwr | Substrato PNPP

CONI | CONC

Concentrado conjugado de biotina

Concentrado HRP de avidina

Tampdo de ensaio

Conjugado de biotina

Anticorpo especifico

SAV | HRP | CONC Estreptavidina HRP concentrado
NSB Ligagdes ndo especificas
20d Ab Anticorpo secundario

Tampao de acidificagao

Distribuidor

Bandeja de incubagdo

Solugao PMSF

Proteger da luz

Tira " Dot"

Substrato

EXTR | SOLN |CONC

Tampdo de extragdo concentrado

|CART | Cartucho
sav | e | Estreptavidina HRP
PIPETTE | Pipeta

WASH | SOLN

Tampao de lavagem
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Xpnowonowvueve coufora

ZopBovlevteite Tig 0dnyieg ypriong

Oeppokpacio awodnkevong

Hpepopmvia Aigng

ApOpog moptidag

ApOpdg kotardyou

IIpotumo eréyyov

In Vitro Awyvootiké latpoteyvolryikd mpodv

Koataokevaotng

Tepeyopevo enapkés yio «v» e&etdoelg

Zopmokveuévo dtdhvpa EKthvong

Mndevikodg Badpovopntig

Babpovountg #

Opdg eréyyov #

IywmOémg

IywmBémg

Xpopoydvog Iyynbémg

Xpopoydvog Iyynbémg

0

Zoknvaplo

b 28

PuBpuoticd didhopa endaong

ACETONITRILE

Axetovirpilio

Opdg

AGhopo apaioong detypdtov

DIL | BUF Pubpiotikd didhvpe apaioong
Avaopds
Avooorporpoaniics

Apaotikd Babpovountdv

AGlopo avacvotaong

TTohvobvrevoylokoin

AGhopo ekydhong

AGhopo Ekhovong

Dooryyeg moprriov Bond Elut

AGhopo tpoemeéepyaciog

AGhopo eEovdetépmong

PuBpuoticd didiopa

ITAdxa pukpotithodotong

HRP 20levypa

HRP 20levypa

Xpopoyovog HRP Zolevypa

Xpopoyovog HRP Zolevypa

PuBpiotikd didivpa culedypatog

CHROM CONC

Xpopoyovog TMB
™B Adhopo gpopoyovov TMB

PuBpiotikd didhvpa vrooTpdOUTOG

AVOOYETIKO avTIOpACTPLO

Opdg enmaong

PuBpuoticd didiopa

AP Z0Cevypa

PNPP vrootpdpatog

BIOT | CONJ | CONC

ZUPTUKVOUEVO avTIdpaoTipo cvigvypévo e Plotivy

AVID HRP | CONC

Zopmokvepévo dtdiopa ofdivng-HRP

PuBpiotikd didivpa mpocdiopiopod

avTdpaotiplo cvievypévo pe Protivn

Ewwod Avticopa

CONC

Svpmokvouévn otpentafidivn covegevyuévn pe HRP

un-ewdkn déopevon

20 Avticopa

PuBpioticd Avdhopa 6o

Awvopéag

Aiokot endoong

Awdlopo PMSF

IIpootarevete amd 10 Qog

Touvia Kovkkidwv

Ynootpopa

EXTR | SOLN |CONC

Zopmokvopa puop. StoAdpatog ekyOAong

|CART | Dicryya
sav | e | Stpentapdivy HRP
PIPETTE | mméTo,

WASH | SOLN

PuBpuoticd didivpa midong
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Uzywane symbole

Przed zastosowaniem zapozna¢ si¢ z instrukcja

Temperatura przechowywania

Zuzy¢ przed

Kod serii

Numer katalogowy

Kontrola

Urzadzenie medyczne do diagnostyki in vitro

Producent

Zawarto$¢ wystarczajaca do <n> testow

Roztwér pluczacy stgzony

Kalibrator zerowy

Kalibrator nr

CONTROL -

Kontrola nr

Znacznik izotopowy

Ab 1251

Znacznik izotopowy

Ag 1251 | CONC

Znacznik izotopowy stgzony

Znacznik izotopowy stgzony

0

Probowki

Wymagana inkubacja buforu

ACETONITRILE

Acetonitryl

Surowica

Rozcienczalnik probki

DIL BUF

Bufor do rozcieficzania

DIL CAL

Rozcienczalnik kalibratora

Roztwoér do rozciefczania

Glikol poli(oksy)etylenowy

Roztwor ekstrakcyjny

Roztwor elucyjny

Kolumny krzemionkowe Bond Elut

Roztwoér do przygotowania wstgpnego

Roztwor neutralizujacy

TRACEUR

Bufor znacznika

mikroplytka

Koniugat peroksydazy chrzanowe;j

Koniugat peroksydazy chrzanowe;j

Koncentrat koniugatu peroksydazy chrzanowe;j

Koncentrat koniugatu peroksydazy chrzanowe;j

Bufor do koniugacji

Koncentrat chromogenu TMB (czterometylobenzydyny)

Roztwor chromogenu TMB (czterometylobenzydyny)

Bufor substratu

Roztwoér zatrzymujacy reakcje

‘Wymagana inkubacja surowicy

Bufor

Koniugat AP (fosfatazy alkalicznej)

p-nitrofenylofosforan substratowy

Koncentrat koniugatu biotyny

Koncentrat peroksydazy chrzanowej z awidyna

Bufor do oznaczania

Koniugatu biotyny

Przeciwcialo swoiste

SAV | HRP | CONC Koncentrat streptawidyny HRP
NSB Wigzanie nieswoiste
2nd Ab Drugie przeciwcialo

Bufor zakwaszajacy

Dystrybutor

Tacki do inkubacji

Roztwor fluorku fenylometylosulfonylu
(PMSF - z ang. phenylmethylsulfonyl fluoride)

Chroni¢ przed $wiatlem

Pasek testowy z antygenami - ,,Dot Strip”

Substrat

EXTR | SOLN |CONC

Stezony bufor do ekstrakeji

| CART |

Kaseta

Streptawidyna sprz¢zona z peroksydaza chrzanowa
(HRP - z ang. horseradish peroxidase)

| PIPETTE |

Pipeta

WASH | SOLN

Bufor do ptukania
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