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EPO-Trac '?°| RIA KIT

1. INTENDED USE

FOR IN VITRO DIAGNOSTIC USE.

The EPO-Trac™ RIA kit is intended for the quantitative determination of erythropoietin
(EPO) in serum or EDTA plasma by radioimmunoassay (RIA) as an aid in the diagnosis of
anemias and polycythemias.

2. SUMMARY AND EXPLANATION
Erythropoietin (EPO) is a glycoprotein hormone (34,000 daltons) that stimulates the
maturation of red blood cell precursors. EPO is secreted by the kidney in response to the
blood’s oxygen content. Normally when oxygen levels fall, as in physiological hypoxia, the
level of EPO in the circulation system increases and stimulates the increased production
of red blood cells.’

Abnormal blood levels of circulating EPO are characteristic of specific pathological
disorders including various anemias, polycythemia and tumors. Overproduction of EPO
has been associated with renal carcinoma. Some liver tumors and other organ tumors
have been associated with ectopic erythropoietin production.2

Anemia is characterized by inadequate levels of red blood cells.2 Anemic patients
presenting with elevated EPO levels include aplastic anemia, iron deficiency anemia and
hemolytic anemia. Anemia associated with chronic renal failure is a result of insufficient
production of EPO by the kidney.

Overproduction of red blood cells is called polycythemia. In untreated polycythemia rubra
vera, overproduction of red blood cells by hematopoietic progenitors occurs in the
presence of low or undetectable EPO concentrations.?

Secondary (stress) polycythemia is caused by increased production and release of EPO
resulting in increased red blood cell mass. Secondary polycythemia may be caused by
various factors such as smoking, kidney stones, pulmonary fibrosis, cardiac disease,
tumors, or defective hemoglobin.2

Several methods have been developed to measure erythropoietin in humans and
animals. Initial assays development included and in vivo bioassay utilizing exhypoxic
polycythemic live mice.** With the development of recombinant human erthropoietin, in
vitro assays were also developed which were less time consuming and less expensive.
These in vitro assays include radioimmunoassay (RIA) and enzyme immunoassay (EIA).

3. PRINCIPLE OF THE ASSAY

The DiaSorin EPO-Trac | RIA procedure is a competitive binding, disequilibrium radio-
immunoassay which utilizes recombinant human erythropoietin for both tracer and
calibrators. Samples are incubated with the EPO-Trac primary goat antibody (goat anti-
EPO) and allowed to react for 2 hours before EPO-Trac tracer labeled with iodine-125 is
added. Following an overnight incubation, the donkey anti-goat precipitating complex
(DAG-PPT) secondary antibody is added to the specific assay test tubes (TABLE 1). The
DAG-PPT is a donkey anti-goat serum that is pre-precipitated with a normal goat serum
and a surfactant. The DAG-PPT is incubated with calibrators or samples, primary
antibody and tracer, for thirty minutes before the test tubes are centrifuged to separate the
bound from the unbound tracer. The unbound tracer is removed by decanting the
supernatant from each test tube. The bound tracer in the remaining DAG-PPT complex
pellets is counted in a gamma counter for 1 minute. The '#| counts are inversely
proportional to the amount of EPO present in each sample.



4. REAGENTS PROVIDED IN THE KIT

EPO-Trac Primary Antibody (BLUE) 1 vial/11 mL

EPO-Trac Calibrators (0-5) 1 vial/11 mL, 5 vials/2.1 mL
EPO-Trac DAG-ppt 2 vials/35 mLs

EPO-Trac Tracer (RED) 1 vial/11 mL

EPO-Trac Controls 2 vials/2.1 mL

Number of tests 100

STORAGE: Upon receipt, the kit should be stored at 2-8°C. After opening, store each
reagent at 2-8° until the expiration date on the label. Reagents should not be used past
the expiration date. The expiration date of the kit is reported on the external label and
corresponds to the expiration date of the tracer.

Reagents from different batches must not be mixed.

41 EPO-Trac Calibrators, 0-5: ready to use reagent

Six recombinant erythropoietin calibrators, at nominal concentrations ranging from
approximately 0 to 280 mU/mL, are prediluted in buffered saline with protein stabilizers,
anti-microbials and 0.1% sodium azide. Calibrators are referenced against World Health
Organization (WHO) 2nd IRP Erythropoietin, HUM, Urinary/Bioassay 67/343° and WHO
(IS) International Calibrator for Erythopoietin, Recombinant DNA (rDNA) - derived code
#87/684. The kit calibrators demonstrate commutability with patient samples when used
with reagents and operating procedure of this in vitro diagnostic test as recommended.

4.2 %] EPO-Trac: ready to use reagent

Human recombinant erythropoietin is labeled with iodine-125, 2 uCi (74 kBq), and diluted
in buffered saline with protein stabilizers, antimicrobials, 0.1% sodium azide and Food,
Drug and Cosmetic (FD & C) red dye No. 40.

4.3 EPO-Trac Primary Antibody: ready to use reagent
Goat anti-human EPO serum is diluted with buffered saline with protein stabilizers, anti-
microbials, 0.1% sodium azide and FD & C blue dye No. 1.

4.4 EPO-Trac Precipitating Complex, DAG-PPT: lyophilized reagent

Donkey anti-goat serum is pre-precipitated with normal goat serum and surfactant, diluted
in BSA-borate buffer with antimicrobials and 0.03% thimerosal and lyophilized.
Reconstitute the vial with 35 mL of purified water; mix thoroughly until the suspension
appears homogeneous and then allow it to stand for a minimum of 30 minutes at room
temperature with occasional mixing. Swirl or mix with a small magnetic stirrer at very low
speed while dispensing DAG-PPT into test tubes. If reagent shows evidence of
rehydration prior to use, do not use.

4.5 EPO-Trac Controls, Levels 1 and 2: ready to use reagent

Human recombinant EPO is added to buffered saline with protein stabilizer to obtain a
concentration within a specified range listed on the Certificate of Analysis. 0.1% sodium
azide and other stabilizers are added.

5. WARNINGS AND PRECAUTIONS
FOR IN VITRO DIAGNOSTIC USE.
Not for internal or external use in humans or animals.

REAGENTS CONTAINING SODIUM AZIDE

CAUTION: Some reagents in this kit contain sodium azide. Sodium azide may react with
lead or copper plumbing to form highly explosive metal azides. On disposal, flush with a
large volume of water to prevent azide build-up. For further information, refer to
“Decontamination of Laboratory Sink Drains to Remove Azide Salts,” in the Manual
Guide-Safety Management No. CDC-22 issued by the Centers for Disease Control and
Prevention, Atlanta, GA, USA,1976.



European Communities Hazardous Substance Risk Phrases (Council Directive
1999/45/EC

R20/21/22 - Harmful by inhalation, in contact with skin and if swallowed.

R32 - Contact with acids liberates very toxic gas.

S28 - After contact with skin, wash immediately with plenty of water.

REAGENTS CONTAINING THIMEROSAL

Some reagents in this kit contain thimerosal which contains a mercury compound.
Disposal of elemental mercury, inorganic mercury, mercury oxides and mercury
compounds should be done in strict compliance with all local, state, and federal
regulations.

WARNING: This product contains a chemical known to the State of California to cause
birth defects or other reproductive harm.

REAGENTS CONTAINING IODINE-125

This kit contains radioactive material which does not exceed 2 uCi (74 kBq) of iodine-125.
Appropriate precautions and good laboratory practices should be used in the storage,
handling, and disposal of this material.

For practitioners or institutions receiving radioisotopes under a general license:

This radioactive material may be received, acquired, possessed and used only by
physicians, veterinarians in the practice of veterinary medicine, clinical laboratories or
hospitals, and only for in vitro clinical or laboratory tests not involving internal or external
administration of the material, or the radiation therefrom, to human beings or animals. Its
receipt, acquisition, possession, use and transfer are subject to the regulations and the
general license of the U.S. Nuclear Regulatory Commission or of the state with which the
Commission has entered into an agreement for the exercise of regulatory authority.

1. Storage of radioactive material should be limited to a specifically designated area.
Access to radioactive materials must be limited to authorized personnel only.

Do not pipette radioactive material by mouth.

Do not eat or drink within designated radioactive work areas.

Areas where spills may occur should be wiped up, then washed with an alkali
detergent or radiological decontamination solution. Any glassware used must be
rinsed completely with water before washing with other laboratory glassware.

For practitioners or institutions receiving radioisotopes under a specific license:

The receipt, use, transfer and disposal of radioactive materials are subject to the
regulations and conditions of your specific license.

WARNING: This product contains a chemical known to the State of California to cause
cancer.

ATTENTION: Radioactivity printed in the package insert may be slightly different from the
radioactivity printed on the box label and on the tracer vial label. The box label and the
tracer vial label indicate the actual amount of radioactivity at the calibration date where
the package insert indicates the theoretical radioactivity of the kit.
ADDITIONAL WARNINGS
1. Avoid splashing or generating aerosols.

2. Incubation times or temperatures other than those specified may give erroneous
results.

3. Microbial contamination of reagents may give incorrect results.
4. Do not substitute reagents with those from other lots or other manufacturers.

aphowDd



6. SPECIMEN REQUIREMENTS

CAUTION: Patient specimens and all materials coming into contact with them should be
handled as if capable of transmitting infection and disposed of with proper precautions.

COLLECTION AND STORAGE OF SERUM OR PLASMA

An adequate sample of blood should be collected aseptically by venipuncture in a 5 or
10 mL evacuated sterile glass tube to yield a minimum of 400 pL of serum or EDTA
plasma per assay (for 2 replicates). Care should be taken to remove the serum from the
clot promptly by centrifugation to avoid hemolysis. Centrifuge serum or plasma at room
temperature for 10 minutes at 760 x g*. EDTA (72 mg/5 mL blood) should be used as the
anticoagulant for plasma. No further additives or preservatives are required to maintain
sample integrity.

Serum or EDTA plasma should be placed in sterile covered storage tubes. Serum is
stable up to 7 days at 4°C. For longer storage, freeze at -20°C in a non self-defrosting
freezer. DiaSorin has shown serum samples to be stable up to 18 months when frozen
continuously at -20°C. Serum samples should not be repeatedly frozen and thawed. All
plastics, glassware or other material coming in contact with the specimen should be
entirely free from contamination.

Fasting samples are recommended, but not required, to avoid unforeseen interference
from lipid-soluble substances. Visibly hemolyzed samples should be discarded. Bilirubin
(<5 mg/dL) has not been shown to interfere with this assay. No drugs have been
examined for interference.

7. EQUIPMENT AND MATERIALS REQUIRED, BUT NOT SUPPLIED
7.1  Rubber/latex gloves to wear while performing the test.
7.2 Disposable borosilicate glass tubes, 12 x 75 mm.

7.3  Temperature controlled centrifuge (20-25°C) to accommodate 12 x 75 mm tubes
spun at 1600 +20 g*.

7.4 Gamma scintillation counter calibrated and capable of counting iodine-125.
7.5 Vortex mixer.
7.6  Pipetting devices:

a. Micropipettors calibrated to deliver 200 (+4) pL.

b. Repeating dispensers calibrated to deliver 100 (+2) yL and 500 (+5) pL.
7.7  Purified water to dilute DAG-PPT.
7.8  Timer to accurately time to 2 minutes.
7.9 Three cycle semi-log graph paper.

8. ASSAY PROCEDURE
8.1  Prepare unknown samples.
8.2  Set up labeled 12 x 75 mm disposable glass tubes in duplicate according to the
Scheme of the Assay, on the back page.
8.3  Add reagents as follows:
a. Total count tubes
Set aside until step 6 (used for quality control calculations - see Quality
Control section)

b. Nonspecific binding tubes (NSB)
200 pL of calibrator 0 per tube

c. Calibrator 0
200 pL of Calibrator 0 per tube

*g = (1118 x 10°®) (radius in cm (rpm)?



d. EPO-Trac Calibrators (1-5)
200 pL of calibrator per tube

e. Controls and unknown samples
200 pL of each sample or control per tube

8.4 Add 100 pL of EPO primary goat antibody (blue) to each tube except the total
count and NSB tubes.

8.5 Vortex the tubes gently and incubate for 2 hours (+10 minutes) at room
temperature (20-25°C).

8.6  Add 100 uL of EPO tracer (red) to all tubes.

8.7  Vortex the tubes gently and incubate for 16-24 hours at 2-8°C.

8.8  Vigorously mix the DAG-PPT before dispensing. Swirl or mix DAG-PPT with a
small magnetic stirrer at very low speed while dispensing 500 L to all the tubes
except the total count tubes.

8.9 Vortex; then incubate the tubes for 30 (+5) minutes at room temperature
(20-25°C).

8.10 Centrifuge the tubes for 20 minutes using 1600 x g* at 20-25°C.

8.11 Set aside the total count tubes; then decant the supernatant from the remaining
tubes into an appropriate radioactive waste container. Blot the tubes upside
down on absorbent paper to remove any drops of supernatant that may be
remaining on the rims before turning the tubes upright.

8.12 Using a gamma scintillation counter, count the precipitate of each tube and the
total count tubes for 1 minute.

PROCEDURAL COMMENTS

9.1 Add each aliquot of reagent to the lower third of the assay tubes to ensure
complete mixing of reagents.

9.2 If tubes cannot be decanted within 5 minutes after centrifugation is completed,
the tubes should be re-centrifuged before decanting supernatant.

9.3 To completely monitor the consistent performance of an RIA there are additional

factors which may be checked. DiaSorin suggests a regular check of the
following parameters to assure consistent kit performance.

a. Total Counts

b. Maximum Binding
Average counts per minute (CPM) of Calibrator 0 Tubes / Average CPM of the
Total Count Tubes.

c. Nonspecific Binding
Average CPM of NSB tubes / Average CPM of the Total Count Tubes.
d. Slope of Calibrator Curve

For example, monitor the 80%, 50% and 20% suppression points of the calibrator
line.

*g = (1118 x 108) (radius in cm (rpm)?



10. QUALITY CONTROL

Each laboratory must include at least two controls in every assay to monitor assay
performance. Commercially available controls or the two reference controls provided with
the kit may be utilized. The kit controls contain EPO at two concentrations. The kit
controls have been evaluated by DiaSorin using the DiaSorin EPO-Trac '°| RIA Kit. The
range of concentrations of each control is reported on the certificate of analysis and
indicates the limits established by DiaSorin for control values that can be obtained in
reliable assay runs. Quality control charts should be maintained to follow control
performance. Acceptable performance limits should be determined by each individual
laboratory for each level of control using statistically based methods designed to detect
both systematic and random errors. Control results must meet the laboratory’s criteria for
acceptability prior to reporting patient test results.92021

11. CALCULATIONS OF RESULTS

There are many methods in existence for calculating results of RIAs. Each is based on
obtaining a calibration curve by plotting the extent of binding against stated
concentrations of the calibration calibrators. This graph may be either a linear or
logarithmic scale. Each of these methods gives essentially the same values for controls
and samples, although certain assays may “fit” better into one particular method versus
another. The calculation method for the DiaSorin Quality Control Laboratory is % B/Bg
[amount of tracer bound by sample (B), divided by the amount of tracer bound by the zero
calibrator (Bo) x 100] (see step 3 below) versus log concentration.

11.1 Calculate the average (CPM) for each calibrator, control, and unknown sample.
11.2 Subtract the average CPM of the Non Specific Binding (NSB) tubes from all
counts.

1.3 Divide the corrected CPM of each calibrator, control, or sample, by the
corrected CPM of the Calibrator 0.

CPM of Calibrator or Unknown Sample — CPM of NSB
CPM of Calibrator 0 — CPM of NSB

% B/Bg = x 100

1.4 Using three cycle semi-log graph paper, plot percent B/Bg for the EPO-Trac
calibrators (vertical axis) versus the concentration printed on the quality control
specification sheet (horizontal axis).

11.5 Draw a best-fit line through the points (FIGURE 1).

11.6 Interpolate the levels of erythropoietin in the unknown samples from the plot.

11.7 If any unknown sample reads <4.4 mU/mL, the limit of detection of this test,
report value as <4.4 mU/mL.

11.8 If any unknown sample reads greater than the highest calibrator, it should be

diluted with EPO-Trac Calibrator 0, Cat. No. 23211 and reassayed. Dilutions of
1:2 and 1:5 will be sufficient for most samples.
12. LIMITATIONS OF THE PROCEDURE

121 The results of this assay should be used in conjunction with information
available from clinical evaluations and other diagnostic procedures.

12.2 No drugs have been tested for assay interference.



TABLE Il
DiaSorin EPO-Trac™ RIA Sample Data

Average Percent  Percent
CPM Average (CPM-NSB) Bound Bound Conc. *Corr.
Tube (mU/mL) CPM (B) (BITy** (B/Bo) (mU/mL)  Conc.
Total Count 14,823
(T)14,270 14,546
NSB 492
447 470 3.2**
Calibrator 0 4,783
4,904 4,844 4,374 33* 100.0 0
(Bo)
Calibrators
1 4,321
4,273 4,297 3,827 87.5 9.0
2 3,832
3,773 3,803 3,333 76.2 19.0
3 2,896
2,920 2,908 2,438 55.7 39.0
4 1,645
1,669 1,657 1,187 271 83.0
5 865
932 898 428 9.8 290.0
Control Level 3,924
1
3,877 3,901 3,431 74.4 16.9
Control Level 1,918
2
1,935 1,927 1,457 33.3 69.3
UKN No. 1 1,217
1,232 1,225 755 17.3 127
1:2 1,832
1,873 1,853 1,383 31.6 72.6 124.8
UKN No. 2 1,508
1,437 1,472 1,002 22.9 96.6
1:2 2,264
2,309 2,286 1,816 41.5 56.0 91.6

Typical sample data and a calibrator curve are shown in TABLE Il and FIGURE f1;
this information is for reference only and should not be used for the calculation of any value.

* Corr. conc. = Corrected concentration; for diluted samples only.
** These parameters are monitored for quality control purposes (see Quality Control section).



EPO SAMPLE CALIBRATOR CURVE

[

40

mU/mL

FIGURE 1

* This graph is generated from the Sample Data (TABLE Il) and is for reference only.
Do not use it for calculating your assay values.

13. EXPECTED VALUES
13.1 Normal Range
EACH LABORATORY SHOULD ESTABLISH ITS OWN NORMAL RANGE.
Serum erythropoietin levels were measured in one hundred and four (104) normal males
and females (45 M, 61 F) from Minneapolis, Minnesota using the EPO-Trac RIA. The
average EPO value was found to be 17.7 £7.5 mU/mL. Individual values ranged from a
minimum of 4.9 to a maximum of 52.7 mU/mL. The average serum EPO value for normal
females was 18.3, with 16.6 mU/mL for normal males. No statistical difference (p = 0.27)
was observed between male and female EPO levels.
Several other investigations of normals, using in-house EPO RIAs found average EPO
levels similar in magnitude to the above study.?*® Some of these studies found significant
but small differences between males and females, with females having slightly higher
values than males.®® The results of these studies are summarized in the following table:

Study Sex n= Mean +1 S.D.
Koeffler 19812 both 26 14.9 4.2 mU/mL
Garcia 19824 males 364 17.2 £5.5 mU/mL
females 199 18.8 £6.2 mU/mL
Ryner 1989° males 50 8.0 £3.2 mU/mL
females 50 11.3 £3.4 mU/mL




13.2 Disease State Values

Abnormal circulating EPO concentrations, when examined with other clinical information,
may be characteristic of specific disease conditions.

Patients with polycythemia rubra vera typically present with normal or below serum EPO
when measured with in-house RIA’s.®° Those patients with secondary polycythemia
brought on by hypoxia, as in congestive heart failure or chronic obstructive pulmonary
disease, present with elevated EPO levels.?8° Ectopic EPO production can sometimes
result in elevated serum EPO and subsequent secondary polycythemia in patients
with uterine myoma, cerebellar hemangioblastoma, hepatic carcinoma, and
pheochromocytoma. Renal tumors, including hypernephroma, adenoma and sarcoma,
can result in similar EPO-related erythrocytosis.?

Most anemic patients have elevated serum EPO although the extent of elevation is
dependent on the degree and type of anemia. Elevations in serum EPO may be found in
patients with sickle cell anemia or with HIV infection although EPO levels, on average, are
less pronounced than in other anemias.® "

The anemias found in renal disease patients are thought to result from deficient erythro-
poietin production by diseased or absent kidneys. Anephric anemic dialysis patients have
low or undetectable EPO levels.”? On the other hand, dialysis-dependent patients, with
end stage renal disease, usually have normal or elevated serum EPO. The levels of
serum EPO seen in these patients, however, are thought to be inappropriately low for
their degree of anemia.'> '3 Patients with recent kidney transplants sometimes have
elevated serum EPO in response to their anemia.™

In a clinical study in Minneapolis, Minnesota, EPO levels were measured by the EPO-
Trac RIA in twenty eight (28) nephric dialysis patients with end-stage renal disease.
Serum EPO levels averaged 38.4 + 67.1 mU/mL (range: 10.4-360.6 mU/mL), while
hemoglobin levels averaged 9.4 +1.6 g/dL (range: 6.9 to 12.3 g/dL). This value was
considered to be inappropriately low for a patient population having an equivalent degree
of anemia, but normal renal function.'?'S This study confirmed findings by previous
investigators of relative erythropoietin deficiency in dialysis dependent patients.’s®
Additionally, erythropoietin levels were determined in a number of patient groups. The
following table shows the average EPO levels measured. Patient controls were randomly
selected from the patient population evaluated.



Summary table of mean EPO levels in various patient groups
using the EPO-Trac RIA Kit

Mean

Diagnosis n EPO (mU/mL) S.D.
Normals 36 15.7 10.5
Patient Controls 18 18.6 11.3
Dialysis Patients 28 38.4 67.1
Myelodysplasia 2 651.0 887.2
Myelofibrosis 2 116.0 147.5
Erythroid Hypoplasia/Aplasia 4 1545 1213
Non-Hodgkin’s Lymphoma 15 26.4 13.8
Hodgkin’s Disease 3 29.8 31.3
Chronic Lymphocytic 3 17.4 9.7
Leukemia

Macroglobulinemia 2 30.2 15.1
Myeloma 3 49.7 52.3
Hemolytic Anemia 3 51.4 29.2
Miscellaneous Anemias 10 32.2 18.9
Erythrocytotic Patients 6 14.6 8.5
Polycythemia Vera Patients 6 20.7 4.9

Erythropoietin levels exhibited above may or may not be consistent with the disease states
listed. All patients were in various stages of treatment which may alter the erythropoietin
level expected for their specific disease state. Consideration must be given to individual
patient status and health of their erythropoietic system when interpreting specific

erythropoietin levels.

14. PERFORMANCE DATA
14.1 Reproducibility

Within-assay variation Serum (Values = mU/mL)

Mean Value S.D. %C.V.** N
LOW 111 1.3 11.9 20
Low 124 1.2 10.0 20
LOW 229 1.2 5.2 10
MEDIUM 39.9 1.9 4.8 10
HIGH 106.5 5.1 4.8 10
HIGH 254.6 29.8 11.7 20

Between-assay variation

Serum (Values = mU/mL)

Mean Value S.D. %C.V.** N
LOW 9.8 14 14.3 5
Low 13.2 1.6 12.1 5
LOW 19.0 1.3* 6.7 5
MEDIUM 40.9 1.4 3.5 5
HIGH 147.6 15.7 10.6 5
HIGH 220.2 26.9 12.2 5

*

** % C.V.=(S.D. + Mean) 100

10

Samples were run in five separate assays (n = 5)




14.2 TRUENESS: THE ASSAY TRUENESS HAS BEEN CHECKED BY THE
LINEARITY AND THE RECOVERY TEST.
Dilution Parallelism
Serial Dilution Study of Unknown Serum Samples

S | Dilution EPO % mean/
amee Mean (mU/mL) 0 Dilution Mean
1 0 15.6 -
1:2 17.4 1115
2 0 127 1 _
1:2 124.8 98.2
1:4 141.2 1111
1:8 152.0 119.6
3 0 96.6 -
1:2 91.6 94.8
1:4 100.4 103.9
1:8 100.0 103.5
4 0 51.3 -
1:2 52.8 102.9
1:4 38.4 74.9
Mean = 102.3

* Zero dilution values were measured values prior to dilution with DiaSorin serum diluent.

Accuracy
Recovery Study Serum (Values = mU/mL)
Backaround* EPO Calibrator Measured Percent
Set No. 9 Added Value** Recovery ***
1 8.9 19.5 27.3 94.4
8.9 41.5 51.9 103.6
8.9 145.0 182.0 1194
2 18.1 19.5 37.3 98.5
18.1 41.5 66.0 1154
18.1 145.0 205.6 129.3
3 443 19.5 62.9 95.4
443 41.5 87.6 104.3
443 145.0 158.5 78.8
4 80.8 19.5 101.3 105.1
80.8 41.5 1271 111.6
80.8 145.0 210.7 89.6
Mean = 103.8

* Assayed sample value divided by 2.

** Equal volume of EPO-Trac calibrator 3, 4, and 5, and patient sample combined.
*** %Recovery = [(measured-background)/EPO added] x 100

11



14.3 Analytical Sensitivity (Limits of Detection)

The minimum detectable concentration of EPO is 4.4 mU/mL, when defined as the
apparent concentration at 3 calibrator deviations from the counts at maximum or zero
binding. Unknown samples reading less than the sensitivity of this assay should be
reported as <4.4 mU/mL.

14.4 Analytical Specificity

Results from a cross-reactivity experiment using the EPO-Trac RIA system and
8 naturally occurring serum proteins showed <0.001% cross-reactivity when measured at
the sensitivity of the assay (4.4 mU/mL).

Substances % Cross-reactivity
Human albumin <0.001
Granulocytic macraphage-colony <0.001
stimulating factor (GM-CSF)

Interleukin-3 <0.001
Alpha-1 antitrypsin <0.001
Human chorionic gonadotropin <0.001
Alpha-1 acid glycoprotein <0.001
Human IgG <0.001
Human IgM <0.001

The gene sequence of erythropoietin was compared to all human gene sequences in the
Genbank and EMBL data bases. The search found no genes to be significantly similar to
the erythropoietin gene sequence.

14.5 Interference

Studies were evaluated according to CLSI methods to determine interference of hemo-
globin, tryglyceride, and bilirubin. These studies indicate that no interference was
observed.

14.6 Sample Type
Paired Plasma EDTA and Serum samples were shown to be highly correlated.
Y (SERUM) = 0.9 + 0.993 (PLASMA); r = 0.93 (range: 4.7 - 42.5 mU/mL; serum).

SEE LAST PAGE FOR REFERENCES
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TROUSSE RIA EPO-Trac I'%°

1. INDICATION

POUR USAGE DIAGNOSTIQUE IN VITRO.

La trousse EPO-Trac™ RIA permet la détermination quantitative de I'érythropoiétine
(EPO) dans le sérum ou le plasma EDTA par une technique de dosage radio-
immunologique (RIA) pour le diagnostic de I'anémie et la polycythémie.

2. RESUME ET COMMENTAIRE
L'érythropoiétine (EPO) est une hormone glycoprotéique (34 000 daltons) qui stimule la
maturation des précurseurs des globules rouges. L'EPO est sécrétée par le rein et répond
a la quantité d'oxygéne présente dans le sang. Normalement, lorsque la quantité
d'oxygene baisse, comme dans I'hypoxie physiologique, le taux d'EPO dans la circulation
augmente et stimule la production de globules rouges.’

Un taux anormal d'EPO en circulation dans le sang caractérise des troubles
pathologiques spécifiques, comme les différentes anémies, polycythémies et les tumeurs.
L'hypersécrétion d'EPO a été associée au carcinome rénal. Certaines tumeurs du foie et
d'autres organes ont été associées a la production ectopique d'érythropoiétine.?

L'anémie est caractérisée par un taux de globules rouges inadéquat.?2 Parmi les sujets
anémiques présentant un taux d'EPO élevé on trouve les patients atteints d'anémie
aplastique, d'anémie ferriprive ou d'anémie hémolytique. L'anémie associée a un
dysfonctionnement chronique du rein est le résultat d'une production insuffisante d'EPO
par le rein.

Une hyperproduction de globules rouges est appelée polycythémie. Dans la polycythémie
vera non traitée, la surproduction de globules rouges par les progéniteurs
hématopoiétiques a lieu en présence de concentration basse ou indétectable d'EPO.3

La polycythémie vera (stress) est provoquée par une augmentation de la production et de
la distribution d'EPO, ce qui engendre une augmentation de la masse de globules rouges.
La polycythémie vera est causée par différentes facteurs, comme le tabagisme, les
calculs rénaux, la fibrose pulmonaire, les maladies cardiaques, les tumeurs ou la
déficience d'hémoglobine.?

Plusieurs méthodes ont été développées pour quantifier I'érythropoiétine chez les
humains et les animaux. Le développement des premiers dosages comprenaient un
biodosage in vivo sur des souris vivantes polycythémiques exhypoxiques.*s Avec le
développement de I'érythropoiétine humaine recombinante, les dosages in vitro ont été
utilisés. lls sont plus rapides et moins colteux. Ces dosages in vitro comprennent le
dosage radio-immunologique (RIA) et la méthode immuno-enzymatique (EIA).

3. DESCRIPTION DE LA METHODE DE DOSAGE

La procédure de dosage radio-immunologique DiaSorin EPO-Trac 1'% est un dosage
radio-immunologique de déséquilibre a liaison compétitive qui utilise I'érythropoiétine
humaine recombinante pour le traceur et les étalons. Les échantillons sont incubés avec
I'anticorps primaire de chévre EPO-Trac (chévre anti-EPO). lls doivent réagir pendant
2 heures avant l'adjonction de traceur EPO-Trac marqué a l'iode-125. Aprés l'incubation
durant une nuit, le second anticorps du complexe (DAG-PPT) de précipitation de singe
anti-chévre est ajouté aux tubes a essai spécifiques au dosage (TABLEAU ). Le DAG-
PPT est un sérum anti-chévre de singe qui est fait pré-précipiter avec une sérum normal
de chévre et un surfactant. Le DAG-PPT est incubé avec les étalons ou les échantillons,
I'anticorps primaire et le traceur, durant trente minutes. Les tubes a essais sont ensuite
centrifugés pour séparer la liaison du traceur non lié. La traceur non lié est retiré par
décantation du surnageant de chaque tube a essais. Le traceur lié dans le reste des
pastiles du complexe DAG-PPT est compté dans un compteur gamma pendant
1 minute. Les comptes I'% sont inversement proportionnels a la quantité d'EPO présente
dans chaque échantillon.
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REACTIFS FOURNIS DANS LA TROUSSE

Anticorps primaire EPO-Trac (BLEU) 1 flacon / 11 mL

Etalons EPO-Trac (0-5) 1 flacon / 11 mL, 5 flacons / 2,1 mL
EPO-Trac DAG-ppt 2 flacons / 35 mL

Traceur EPO-Trac (ROUGE) 1 flacon /11 mL

Contréles EPO-Trac 2 flacons / 2,1 mL

Nombre de dosages 100

CONSERVATION : Dés réception, la trousse doit étre stockée entre 2 et 8 °C. Aprés
ouverture, conserver chaque réactif entre 2 et 8° jusqu'a la date de péremption indiquée
sur 'étiquette. Les réactifs ne doivent pas étre utilisés au-dela de la date de péremption.
La date de péremption de la trousse se trouve sur I'étiquette extérieure et correspond a
celle du traceur.

Les réactifs de lots différents ne doivent pas étre mélangés.

4.1 Etalons EPO-Trac 0-5 : réactif prét a I'emploi

Six étalons d'érythropoiétine recombinants, a des concentrations nominales
s'échelonnant entre 0 et 280 mU/mL approximativement, sont pré-dilués dans une
solution saline de tampon avec des stabilisateurs protéiques, des anti-microbiens et 0,1%
de nitrure de sodium. Les étalons sont référencés selon les documents de I'Organisation
Mondiale de la Santé (OMS) 2nd IRP Erythropoietin, HUM, Urinary/Bioassay 67/343° et
(IS) International Calibrator for Erythopoietin, Recombinant DNA (rDNA) - derived code
#87/684. Les étalons de la trousse démontrent leur commutabilité avec les échantillons
de patients lorsqu'ils sont utilisés avec les réactifs et selon la procédure recommandés
pour ce test in vitro.

4.2 25 EPO-Trac : réactif prét a I'emploi

L'érythropoiétine humaine recombinante est marquée par de l'iode-125, 2 uCi (74 kBq), et
diluée dans une solution saline tamponnée avec des stabilisateurs protéiques, des anti-
microbiens, 0,1% de nitrure de sodium et du colorant rouge pour aliments, médicaments
et cosmeétiques N. 40.

4.3 Anticorps primaire EPO-Trac : réactif prét a I'emploi

Le sérum EPO anti-humain EPO de chévre est dilué avec une solution saline tamponnée
avec des stabilisateurs protéiques, des anti-microbiens, 0,1% de nitrure de sodium et du
colorant bleu pour aliments, médicaments et cosmétiques N. 1.

4.4 Complexe de précipitation DAG-PPT EPO-Trac : réactif lyophilisé

Le sérum de singe anti-cheévre est pré-précipité avec du sérum de chévre normal et un
surfactant, dilué dans un tampon BSA-borate avec des anti-microbiens et 0,03% de
thimérosal et lyophilisé. Reconstituez le flacon avec 35 mL d'eau purifiée ; mélangez
vigoureusement jusqu'a ce que la suspension soit homogéne, puis laissez reposer
pendant 30 minutes au moins a température ambiante en remuant de temps en temps.
Agitez ou mélangez a l'aide d'un petit vibrateur magnétique a tres faible vitesse en
dispensant le DAG-PPT dans les tubes a essais. Si le réactif semble réhydraté avant
I'emploi, ne I'utilisez pas.

4.5 Controles EPO-Trac, Degrés 1 et 2 : réactif prét a I'emploi

L'EPO humaine recombinante est ajoutée a une solution saline tamponnée avec un
stabilisateur protéique pour obtenir une concentration comprise dans un intervalle
spécifique indiqué sur le certificat d’analyse. 0,1% de nitrure de sodium et d'autres
stabilisateurs sont ajoutés.
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5. AVERTISSEMENTS ET PRECAUTIONS
POUR USAGE DIAGNOSTIQUE IN VITRO.
Non prévu pour une utilisation interne ou externe sur 'homme ou I'animal.

REACTIFS CONTENANT DE L'AZIDE DE SODIUM

ATTENTION : Certains réactifs de cette trousse contiennent du nitrure de sodium.
L'azide de sodium peut réagir avec la plomberie en plomb ou en cuivre et former des
azotures ultra-explosifs. Pour leur mise au rebut, rincer a grande eau pour empécher
'accumulation d'azide. Pour plus d'informations, consulter “Decontamination of
Laboratory Sink Drains to Remove Azide Salts,” dans le manuel Guide-Safety
Management No. CDC-22 publié par les Centers for Disease Control and Prevention,
Atlanta, GA, USA,1976.

Déclaration des risques relatifs aux substances dangereuses des communautés
européennes (Directive du conseil 1999/45/EC)

R 20/21/22 - Nocif en cas d'inhalation, d'ingestion et de contact avec la peau.

R 32 - Un contact avec les acides dégage des gaz trés toxiques.

S28 - Aprés un contact avec la peau, laver immédiatement a grande eau.

REACTIFS CONTENANT DU THIMEROSAL

Certains réactifs de cette trousse contiennent du thimérosal contenant un composant de
mercure. La mise au rebut du mercure élémentaire, du mercure inorganique, des oxydes
de mercure et des composants de mercure, doit étre effectuée en respectant
scrupuleusement les réglementations locales, nationales et fédérales.

AVERTISSEMENT : Ce produit contient un produit chimique connu dans I'Etat de
Californie comme provoquant des malformations a la naissance et des troubles de la
reproduction.

REACTIFS CONTENANT DE L'IODE 125

Cette trousse contient un produit radioactif qui ne dépasse pas 2 puCi (74 kBq) d'iode-125.
Les précautions appropriées et les bonnes pratiques de laboratoire doivent étre utilisées
pour la conservation, la manipulation et la mise au rebut de ce produit.

Pour les praticiens ou les établissements recevant des radio-isotopes dans le cadre d'une
licence générale :

Ce produit radioactif peut étre recu, réceptionné, détenu et utilisé uniquement par des
médecins, des vétérinaires pratiquant la médecine vétérinaire, des laboratoires cliniques
ou des hopitaux, et uniquement pour des analyses cliniques ou de laboratoire in vitro
n'impliquant pas I'administration interne ou externe du produit, ni par rayonnement, a
I'hnomme ou a I'animal. Sa réception, son acquisition, sa détention, son utilisation et son
transfert sont sujets aux réglementations et a la licence générale de I'U.S. Nuclear
Regulatory Commission de I'Etat avec lequel la Commission a conclu un accord pour
I'exercice de l'autorité réglementaire.

1. Le produit radioactif doit étre conservé dans son récipient d'origine a un endroit
désigné.

L'accés aux produits radioactifs doit étre limité au personnel autorisé uniquement.
Ne pas pipeter des solutions radioactives avec la bouche.

Ne pas manger, ni boire dans les zones de travail radioactives.

En cas de déversement de produits radioactifs dans une zone, nettoyer la zone, puis
la laver a l'aide d'une produit détergent a base d'alcali ou d'une solution de
décontamination radioactive. Tout article de verre utilisé doit étre entierement lavé a
I'eau avant de laver les autres articles de verre du laboratoire.

Pour les praticiens ou les établissements recevant des radio-isotopes dans le cadre d'une
licence spécifique :

La réception, I'utilisation, le transfert et la mise au rebut de produits radioactifs sont sujets
aux réglementations et conditions de votre licence spécifique.

asrN
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AVERTISSEMENT : Ce produit contient un produit chimique connu dans I'Etat de
Californie comme étant cancérigene.

ATTENTION : La radioactivité imprimée sur la notice d'utilisation peut étre légerement
différente de celle qui est imprimée sur I'étiquette de la boite et sur I'étiquette du flacon du
traceur. Les étiquettes de la boite et du flacon du traceur indiquent la dose réelle de
radioactivité a la date de calibrage, alors que la notice d'utilisation indique la radioactivité
théorique de la trousse.

AUTRES AVERTISSEMENTS

1. Evitez les projections d'eau et la génération d'aérosols

2. Si vous appliquez une durée et des températures d'incubation différentes de celles
qui sont indiquées, les résultats pourront étre erronés.

3. Si les échantillons sont contaminés par des microbes, ils peuvent engendrer des
résultats incorrects.

4. Ne remplacez pas les réactifs de cette trousse par des réactifs d'autres lots ou
d'autres fabricants.

6. QUALITES REQUISES POUR LES ECHANTILLONS

ATTENTION : Les échantillons des patients et tout le matériel entrant en contact avec
ces échantillons doit étre considéré comme potentiellement infectieux et mis au rebut en
adoptant les précautions nécessaires.

Prélévement et conservation du sérum ou du plasma

Un échantillon adéquat de sang doit étre prélevé par ponction veineuse de maniére
aseptique dans un tube de verre a vide stérile de 5 a10 mL, de maniere a obtenir une
quantité minimum de 400 pL de sérum ou de plasma EDTA a doser (pour 2 répliqués).
Séparer soigneusement et rapidement le sérum du caillot par centrifugation afin d'éviter
I'némolyse. Centrifuger le sérum ou le plasma a température ambiante pendant
10 minutes a 760 x g*. L'EDTA (72 mg/5 mL sang) doit étre utilisé comme anticoagulant
pour le plasma. Aucun autre additif ni conservateur n'est nécessaire pour maintenir
I'intégrité de I'échantillon.

Le sérum ou le plasma EDTA doit étre placé dans des tubes de conservation stériles
couverts. Le sérum est stable jusqu'a 7 jours lorsqu'il est conservé a 4°C. Pour une
conservation plus longue, congelez-le a -20°C dans un freezer sans auto-dégivrage.
DiaSorin a montré que les échantillons de sérum sont stables jusqu'a 18 mois s'ils sont
maintenus constamment congelés a -20°C. Les échantillons de sérum ne doivent pas
étre congelés et décongelés plusieurs fois. Tous les dispositifs de plastique, de verre ou
d'autres matériaux entrant en contact avec I'échantillon doivent étre entierement
décontaminés.

Il est conseillé (mais pas nécessaire) d'utiliser des échantillons a jeun, afin d'éviter des
interférences imprévues avec des substances solubles dans les lipides. Les échantillons
visiblement hémolysés doivent étre évités. La bilirubine (<5 mg/dL) n'a pas présenté
d'interférence avec ce dosage. Aucun médicament n'a été examiné pour déterminer une
éventuelle interférence.

7. MATERIEL ET PRODUITS REQUIS MAIS NON FOURNIS
7.1  Gants de caoutchouc / latex a porter pour effectuer le test.
7.2  Tubes en verre borosilicaté jetables, 12 x 75 mm.

7.3  Centrifugeuse a thermostat (20-25°C) pour tubes 12 x 75
mm tournés a 1600 £20 g*.

7.4  Compteur a scintillation gamma calibré et en mesure de compter l'iode-125.
7.5 Agitateur-mélangeur Vortex.

*g = (1118 x 10®) (rayon en cm (rpm)?

16



7.6

7.7
7.8
7.9

Pipettes

a. Micropipettes calibrées pour délivrer 200 (+4) pL.

b. Distributeurs a répétition calibrés pour délivrer 100 (+2) pL et 500 (£5) pL.
Eau purifiée pour la dilution du DAG-PPT.

Timer pour chronométrer précisément 2 minutes.

Papier quadrillé semi-logarithmique a trois cycles.

PROCEDURE DE DOSAGE

8.1
8.2

8.3

8.4

8.5

8.6
8.7

8.8

8.9

8.10
8.1

8.12

Préparer les échantillons a déterminer.
Installer des tubes en verre jetables de 12 x 75 mm étiquetés en doublet selon le
Profil de dosage de la derniere page.
Ajouter les réactifs comme suit :
a. Tubes d'efficacité totale
Mettez de coté jusqu'a la sixieme étape (utilisé pour les calculs du contrble
de qualité - consultez la section du Contrble de qualité)

b. Tubes de liaison non spécifique (NSB)
200 L d'étalon O par tube
c. Etalon0
200 pL d'étalon 0 par tube
d. Etalons EPO-Trac (1-5)
200 pL d'étalon par tube
e. Controles et échantillons a déterminer
200 uL de chaque échantillon ou contrdle par tube
Ajoutez 100 pL d'anticorps primaire de chévre EPO (bleu) a chaque tube, a
I'exception de I'efficacité totale et des tubes NSB.
Agitez délicatement les tubes sur le mélangeur Vortex et laissez incuber pendant
2 heures (10 minutes) a température ambiante (20-25°C).
Ajoutez 100 pL de traceur EPO (rouge) a tous les tubes.
Agitez délicatement tous les tubes sur le mélangeur Vortex et laissez incuber
pendant 16 a 24 heures a 2-8°C.

Mélangez vigoureusement le DAG-PPT avant de le dispenser. Agitez ou
mélangez le DAG-PPT a l'aide d'un petit vibrateur magnétique a trés faible
vitesse en dispensant 500 pL dans les tubes a essais, a l'exception des tubes
d'efficacité totale.

Mélangez sur le Vortex puis laissez incubez les tubes pendant 30 (£5) minutes a
température ambiante (20-25°C).

Centrifugez les tubes pendant 20 minutes a 1600 x g* a 20-25°C.

Mettez de cbté les tubes a efficacité totale puis faites décanter le surnageant des
tubes restant dans un récipient adapté pour les déchets radioactifs. Taper les
tubes a I'envers sur du papier absorbant pour retirer les éventuelles gouttes de
surnageant qui peuvent rester sur les bords, puis remettez les tubes a I'endroit.
A l'aide d'un compteur a scintillation gamma, comptez le précipité de chaque
tube et des tubes d'efficacité totale pendant 1 minute.

*g=(1118 x 10®) (rayon en cm (rpm)?
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9. COMMENTAIRES SUR LA PROCEDURE

9.1 Ajoutez chaque fraction de réactif dans le tiers inférieur des tubes a
essais pour assurer un mélange complet des réactifs.

9.2 Si les tubes ne peuvent pas étre décantés dans les 5 minutes suivant
la centrifugation, ils doivent étre a nouveau centrifugés avant de décanter le
surnageant.

9.3 Pour surveiller complétement la précision constante d'un dosage RIA,
il faut parfois vérifier des facteurs supplémentaires. DiaSorin suggére un controle
régulier des parameétres suivants pour garantir la précision constante de la
trousse.

a. Activité totale

b. Liaison maximale
Compte moyen par minute (CPM) des tubes d'étalon 0 / Moyenne des CPM
des tubes d'efficacité totale.

c. Liaison non spécifique
Moyenne des CPM des tubes NSB / Moyenne des CPM des tubes
d'efficacité totale.

d. Pente de la courbe d'étalonnage
Surveillez par exemple les points de suppression 80%, 50% et 20% de la
ligne d'étalonnage.

10. CONTROLE QUALITE

Chaque laboratoire doit inclure au moins deux contréles a chaque dosage pour surveiller
la précision du dosage. Des contrbles disponibles dans le commerce ou les deux
contréles de référence fournis avec la trousse peuvent étre utilisés. Les controles de la
trousse contiennent de I'EPO a deux concentrations. Les contréles de la trousse ont été
évalués par DiaSorin avec la trousse DiaSorin EPO-Trac '®| RIA. La plage de
concentrations pour chaque contréle est indiquée dans le certificat d’analyse et indique
les limites établies par DiaSorin pour les valeurs de contréle qui peuvent étre obtenues
dans des séries analytiques fiables. Des tableaux de contréle qualité doivent étre tenus a
jour pour suivre la précision des contrdles. Les limites acceptables de précision doivent
étre déterminées par chaque laboratoire pour chaque niveau de contréle, d'aprés des
méthodes statistiques congues pour dépister les erreurs systématiques et aléatoires. Les
résultats de contréle doivent étre conformes aux critéres d'acceptabilité du laboratoire
avant d'étre validés en tant que résultats.'9202

11. CALCUL DES RESULTATS

Il existe de nombreuses méthodes de calcul des résultats des dosages radio-
immunologiques. Chacune est basée sur |'obtention d'une courbe d'étalonnage en tragant
I'ampleur de la liaison par rapport aux concentrations indiquées pour les étalons. Ce
graphe peut étre a I'échelle linéaire ou logarithmique. Chacune de ces méthodes donne
essentiellement les mémes valeurs pour les controles et les échantillons, méme si
certains dosages peuvent étre mieux “adaptés” a une méthode particuliére que d'autres.
La méthode de calcul pour le laboratoire de contrdle qualité DiaSorin est % B/Bg [la
quantité de traceur lié¢ a I'échantillon (B), divisé par la quantité du traceur li¢ a I'étalon
zéro (Bo) x 100] (voir I'étape 3 ci-dessous) par rapport a la concentration logarithmique.
111 Calculez la moyennes des CPM pour chaque étalon, contréle et échantillon a
déterminer.
11.2 Soustrayez la moyenne des CPM des tubes de liaison non spécifique (NSB) de
tous les comptes.
1.3 Divisez les CPM corrigés de chaque étalon, contrdle ou échantillon par les CPM
corrigés de I'étalon 0.
CPM de I'étalon ou de I'échantillon inconnu — CPM de NSB

% B/Bg = 100
0o CPM de I'étalon 0 — CPM de NSB X
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En utilisant du papier semi-logarithmique a trois cycles, tracez le pourcentage
B/Bg pour les étalons EPO-Trac (axe vertical) et la concentration indiquée sur la
feuille de spécification du contréle de qualité (axe horizontal).

Tracez la droite de meilleur ajustement d'un point a I'autre (FIGURE 1).
Interpolez les taux d'érythropoiétine dans les échantillons a déterminer d'apres
le tracé.

Si I'échantillon a déterminer indique <4,4 mU/mL, la limite du dosage de ce test
présente une valeur de <4,4 mU/mL.

Si un échantillon a déterminer est supérieur a I'étalon le plus élevé, il doit étre
dilué avec I'étalon 0 EPO-Trac Cat. N 23211 et dosé a nouveau. Des dilutions
de 1:2 et 1:5 seront suffisantes pour la plupart des échantillons.

12. LIMITES DU DOSAGE

121

12.2

Les résultats de ce dosage doivent étre utilisés avec d'autres informations
obtenues par examen clinique et par d'autres procédures de diagnostic.

Aucun médicament n'a été testé pour déterminer des interférences éventuelles
avec le dosage.
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TABLEAU Il .
DiaSorin EPO-Trac™ RIA Données de I' Echantillon

Moyenne Pourcent. Pourcent.
CPM  Moyenne (CPM-NSB) Liaison Liaison Conc. *Corr.
Tube (mU/mL)  CPM (B) (BIT)** (B/B0) (mU/mL)  Conc.
Efficacité 14 823
totale
(T)14,270 14 546
NSB 492
447 470 3,2**
Etalon 0 4783
4904 4 844 4374 33* 100,0 0
(Bo)
Etalons
1 4321
4273 4297 3827 87,5 9,0
2 3832
3773 3803 3333 76,2 19,0
3 2 896
2920 2908 2438 55,7 39,0
4 1645
1669 1657 1187 271 83,0
5 865
932 898 428 9,8 290,0
Degré de 3924
contréle 1
3877 3901 3431 74,4 16,9
Degré de 1918
contréle 2
1935 1927 1457 33,3 69,3
UKN No. 1 1217
1232 1225 755 17,3 127
1:2 1832
1873 1853 1383 31,6 72,6 124,8
UKN No. 2 1508
1437 1472 1002 22,9 96,6
1:2 2264
2309 2286 1816 41,5 56,0 91,6

Les données typiques de I'échantillon et la courbe d'étalonnage sont présentées dans le
TABLEAU 1l et dans la FIGURE 1 ;ces informations sont fournies a titre de référence
seulement et ne doivent pas étre utilisées pour le calcul d'une valeur quelconque.

* Conc. corr. = Concentration corrigée ; uniquement pour les échantillons dilués.

** Ces parameétres sont surveillés pour le contréle qualité (consultez la section Contrdle
Qualité).
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COURBE D'ETALONNAGE DE L'ETALON EPO

*%8/Bo
100

40

mU/mL

FIGURE 1

* Ce graphique est généré a partir des données de I'échantillon (TABLEAU II) est n'est
présenté que comme point de référence. Ne I'utilisez pas pour calculer les valeurs de
votre dosage.

13. VALEURS ESCOMPTEES
13.1 Valeurs normales

CHAQUE LABORATOIRE DOIT ETABLIR SA PROPRE PLAGE DE VALEURS DE
REFERENCE.

Le taux d'érythropoiétine dans le plasma a été mesuré chez centre quatre (104) hommes
et femmes normaux (45 M, 61 F) a Minneapolis, dans le Minnesota, a l'aide du dosage
radio-immunologique EPO-Trac. La valeur moyenne d'EPO a été établie a 17,7 +
7,5 mU/mL. Les valeurs individuelles s'échelonnaient entre un minimum de 4,9 et un
maximum de 52,7 mU/mL. La valeur moyenne du sérum EPO pour les femmes normales
était 18,3 et pour les hommes normaux elle atteignait 16,6 mU/mL. Aucune différence
statistique (p = 0,27) n'a été observée entre les taux d'EPO chez les hommes et chez les
femmes.

Différents autres examens sur des sujets normaux a l'aide de dosages radio-
immunologiques d'EPO internes ont démontré un taux d'EPO semblable en ampleur a
I'étude ci-dessus.> * 5 Certaines de ces études ont mis en valeur des différences
signifiantes mais légeres entre les hommes et les femmes : les femmes présentent des
valeurs légérement plus élevées que les hommes.® ° Les résultats de ces études sont
résumés dans le tableau suivant :

Etude Sexe n= Moyenne +1 Ecart-type
Koeffler 19812 les deux 26 14,9 £4,2 mU/mL
Garcia 19824 hommes 364 17,2 £5,5 mU/mL
femmes 199 18,8 £6,2 mU/mL
Ryner 1989% hommes 50 8,0 £3,2 mU/mL
femmes 50 11,3 £3,4 mU/mL
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13.2 Valeurs de I'état de santé

Lorsqu'elle est examinée avec d'autres informations cliniques, la concentration anormale
d'EPO en circulation peut étre caractéristique de certaines conditions pathologiques.

Les patients atteints de polycythémie vera présentent typiquement un taux de sérum EPO
normal ou bas dans le dosage radio-immunologique interne.®® Les patients atteints de
polycythémie vera provoquée par une hypoxie, un dysfonctionnement cardiaque congestif
ou une obstruction pulmonaire chronique, présentent un taux d'EPO élevé.>%° La
production ectopique d'EPO peut parfois provoquer un taux élevé de sérum EPO et donc
une polycythémie vera chez les patients présentant un myome utérin, un
hémangioblastome cérébral, un carcinome du foie ou un phéochromocytome. Les
tumeurs du rein, y compris I'hypernéphrome, I'adénome et le sarcome, peuvent provoquer
une érythrocytose semblable liee a I'EPO.2

La plupart des patients anémiques présentent un taux élevé de sérum EPO, bien que
I'importance de cette hausse dépende du degré et du type d'anémie. Une élévation du
sérum EPO peut apparaitre chez les patients atteints d'anémie hématies falciformes ou
infectés par le VIH, bien que le taux d'EPO soit en moyenne moins prononcé que dans
les autres anémies.!®

On estime que les anémies dépistées chez les patients atteints de maladies rénales sont
provoquées par une déficience de la sécrétion d'érythropoiétine par le rein malade ou
absent. Les patients anéphriques anémiques soumis a dialyse présentent un taux d'EPO
faible ou indétectable. D'autre part, les patients dépendant de la dialyse et atteints de
maladie rénale en phase terminale présentent habituellement un taux de sérum EPO
normal ou élevé. Le taux de sérum EPO relevé chez ces patients est pourtant considéré
comme trop bas pour leur degré d'anémie.'> ** Les patients ayant récemment subi une
transplantation de rein présentent parfois un taux de sérum EPO élevé, en réponse a leur
anémie.™

Dans I'étude clinique conduite a Minneapolis, dans le Minnesota, le taux d'EPO a été
mesuré par le dosage radio-immunologique EPO-Trac chez vingt-huit (28) patients
néphriques soumis a dialyse et présentant une maladie rénale en phase terminale. Le
taux de sérum EPO avoisinait 38,4 £ 67,1 mU/mL (intervalle : 10,4-360,6 mU/mL), tandis
que le taux d'hémoglobine atteignait 9,4 +1,6 g/dL (intervalle : 6,9 a 12,3 g/dL). Cette
valeur était considérée comme anormalement basse pour une population de patients
présentant une anémie de degré équivalent et une fonction rénale normale.'?'s Cette
étude a confirmé les résultats obtenus par les chercheurs précédents quant a la
déficience d'érythropoiétine relative chez les patients dépendant de la dialyse.'®'® De
plus, le taux d'érythropoiétine était déterminé dans un certain nombre de groupes de
patients. Le tableau suivant présente le taux d'EPO moyen mesuré. Les controles des
patients étaient sélectionnés de maniére aléatoire dans la population de patients évalués.
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Tableau résumant la moyenne du taux d'EPO dans les différents groupes de
patients a I'aide de la trousse de dosage radio-immunologique EPO-Trac

. . Moyenne

Diagnosis n EPO (mU/mL) Ecart-type
Normaux 36 15,7 10,5
Controles des patients 18 18,6 11,3
Patients soumis a dialyse 28 38,4 67,1
Myélodysplasie 2 651,0 887,2
Myélofibrose 2 116,0 147,5
Hypoplasie/Aplasie érythrocytaire 4 1545 1213
Lymphome de Non-Hodgkin 15 26,4 13,8
Maladie d'Hodgkin 3 29,8 31,3
Leucémie lymphoide chronique 3 17,4 9,7
Macroglobulinémie 2 30,2 15,1
Myélome 3 49,7 52,3
Anémie hémolytique 3 51,4 29,2
Anémies diverses 10 32,2 18,9
Patients atteints d'érythrocytose 6 14,6 8,5
Patients atteints de Polycythémie Vera 6 20,7 4,9

Les taux d'érythropoiétine présentés ci-dessus pourraient correspondre ou non aux
pathologies citées. Tous les patients se trouvaient a différents stades d'un traitement
pouvant altérer le taux d'érythropoiétine attendu pour leur pathologie spécifique.
Considérez toujours I'état du patient et et la santé de son systéme d'érythropoiétine lorsque
vous interprétez son taux spécifique d'érythropoiétine.

14. DONNEES CONCERNANT LES PERFORMANCES
14.1 Reproductibilité

Variation intra-essai Sérum (Valeurs = mU/mL)
Valeur moyenne Ecart-type %C.V.** N
BAS 11,1 1,3 11,9 20
BAS 12,4 1,2 10,0 20
BAS 22,9 1,2 52 10
MOYEN 39,9 1,9 4,8 10
ELEVE 106,5 5,1 4,8 10
ELEVE 254,6 29,8 11,7 20
Variation entre les essais Sérum (Valeurs = mU/mL)
Valeur moyenne Ecart-type %C.V.** N
BAS 9,8 1,4 14,3 5
BAS 13,2 1,6 12,1 5
BAS 19,0 1,3* 6,7 5
MOYEN 40,9 1,4 3,56 5
ELEVE 147,6 15,7 10,6 5
ELEVE 220,2 26,9 12,2 5

* Les échantillons ont été dosés dans cing essais séparés (n = 5)
** % écart-type = (écart-type + Moyenne) 100
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14.2 EXACTITUDE : L'EXACTITUDE DU DOSAGE A ETE VERIFIEE PAR LES TESTS
DE LINEARITE ET DE RECUPERATION.

Parallélisme de dilution
Etude de dilution en série d'échantillons de sérum a déterminer

Echantill Dilution EPO % moyenne /
chanton Moyenne (mU/mL) Moyenne de dilution O
1 0 15,6% -
1:2 17,4 111,5
2 0 127 1 -
1:2 124,8 98,2
1:4 141,2 111,1
1:8 152,0 119,6
3 0 96,6 —
1:2 91,6 94,8
1:4 100,0 103,9
1:8 1035
4 0 51,3 —
1:2 52,8 102,9
1:4 38,4 74.9
Moyenne = 102,3

* Des valeurs de dilution zéro ont été mesurées avant la dilution a I'aide du diluent de
sérum DiaSorin.

Exactitude
Etude de récupération Sérum (Valeurs = mU/mL)
Lot N° 1 Référence” Etalc_)n EPO Valel'Jr** Ppurce'nta_geg?
ajouté mesurée récupération
1 8,9 19,5 27,3 94,4
8,9 41,5 51,9 103,6
8,9 145,0 182,0 119,4
2 18,1 19,5 37,3 98,5
18,1 41,5 66,0 115,4
18,1 145,0 205,6 129,3
3 44,3 19,5 62,9 95,4
443 41,5 87,6 104,3
44,3 145,0 158,5 78,8
4 80,8 19,5 101,3 105,1
80,8 41,5 1271 111,6
80,8 145,0 210,7 89,6
Mean = 103,8

* Valeur de I'échantillon dosé divisée par 2.
** Volume égal des étalons EPO-Trac 3, 4 et 5, et échantillon du patient combinés.
*** %Récupération = [(mesuré-référence)/EPO ajoutée] x 100
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14.3 Sensibilité analytique (limites de détection)

La concentration minimum détectable d'EPO est 4,4 mU/mL, lorsqu'elle est définie
comme la concentration apparente de 3 déviations d'étalon des comptes a liaison
maximum ou zéro. Les échantillons a déterminer inférieurs a la sensibilité de ce dosage
doivent étre reportés comme <4,4 mU/mL.

14.4 Spécificité analytique

Les résultats d'une expérience de réaction croisée a l'aide du systéme de dosage radio-
immunologique EPO-Trac et de 8 protéines du sérum naturellement nécessaires ont
affiché <une réaction croisée de 0,001% lorsqu'ils étaient mesurés a la sensibilité de
I'essai (4,4 mU/mL).

Substances % Réaction croisée
Albumine humaine <0,001
Colonie de macrophages granulocytaires

facteur de stimulation (GM-CSF) <0,001
Interleukin-3 <0,001
Alpha-1 antitrypsine <0,001
Chorio-gonadotrophine humaine <0,001
Alpha-1 glycoprotéine acide <0,001
IgG humaine <0,001
IgM humaine <0,001

La séquence de génes de I'érythropoiétine a été comparée a toutes les séquences de
génes humaines dans les bases de données Genbank et EMBL. La recherche n'a
trouvé aucun gene ressemblant de maniére signifiante a la séquence de genes
d'érythropoiétine.
14.5 Interférence

Des études ont été évaluées selon les méthodes CLSI pour déterminer l'interférence
entre I'némoglobine, le triglycéride et la bilirubine. Ces études n'ont indiqué aucune
interférence.

14.6 Type d'échantillon

Des paires d'échantillon de plasma EDTA et de sérum ont affiché une corrélation
importante.

Y (SERUM) = 0,9 + 0,993 (PLASMA) ; r = 0,93 (intervalle : 4,7 — 42,5 mU/mL; sérum).

VOIR LA DERNIERE PAGE POUR REFERENCE
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EPO-Trac '?| RIA KIT

1. VERWENDUNGSZWECK

NUR ZUR IN-VITRO-DIAGNOSTIK

Das EPO-Trac™ RIA-Kit ist zur quantitativen Bestimmung von Erythropoietin (EPO) im
Serum oder EDTA-Plasma durch Radioimmunoassay (RIA) als Hilfsmittel bei der
Diagnose von Anamien und Polyzythamien vorgesehen.

2. ZUSAMMENFASSUNG UND ERKLARUNG
Erythropoietin (EPO) ist ein Glykoproteinhormon (34.000 Daltons), das die Reife der
Thrombozyten-Vorlauferzellen stimuliert. EPO wird durch die Niere in Abhangigkeit vom
Sauerstoffgehalt des Blutes erzeugt. Wenn die Sauerstoffkonzentrationen fallen,
beispielsweise bei einer physiologischen Hypoxie, steigt normalerweise der EPO-Spiegel
im Blutkreislauf und stimuliert die Produktion roter Blutzellen.!

Anormale Konzentrationen des EPOs im Blut sind charakteristisch fiir spezifische
pathologische Stérungen, beispielsweise Anamien, Polyzythdmien und Tumore. Die
Uberproduktion von EPO wird mit Nierenkrebs in Verbindung gebracht. Einige
Lebertumore und andere Organtumore werden mit der ektopischen Erythropoietin-
Produktion in Zusammenhang gebracht.?

Anamie ist eine unzureichende Konzentration von Thrombozyten.2 Anamische Patienten
mit hoheren EPO-Spiegeln leiden beispielsweise an aplastischer Anamie,
Eisenmangelandmie und hamolytischer Andmie. Die Andmie durch chronisches
Nierenversagen ist eine Folge der unzureichenden EPO-Produktion durch die Niere.

Die Uberproduktion von Thrombozyten wird Polyzythamie genannt. Bei unbehandelter
primarer Polyzythamie tritt die Uberproduktion von Thrombozyten durch hadmopoetische
Vorlauferzellen bei zu niedrigen oder nicht erkennbaren EPO-Konzentrationen auf.?

Sekundare (Stress-)Polyzythamie wird durch erhéhte Produktion und Freisetzung von
EPO verursacht, die zur Erhéhung der Masse der Thrombozyten fiihrt. Sekundare
Polyzythamie kann durch verschiedene Faktoren verursacht werden, beispielsweise
durch Rauchen, Nierensteine, Lungenfibrose, Herzerkrankungen, Tumore oder defektes
Hamoglobin.2

Es wurden verschiedene Verfahren entwickelt, um den Erythropoietin-Spiegel bei Mensch
und Tier zu messen. Zu den =zuerst entwickelten Assay-Tests gehorte ein
in-vivo-Bioassay bei ex-hypoxischen, polyzythdmischen lebenden Mausen.*5 Mit der
Entwicklung von rekombinantem humanem Erythropoietin wurden auch in-vitro-Tests
entwickelt, die weniger zeitaufwandig und weniger kostspielig sind. Zu diesen in-vitro-
Tests gehort unter anderem der Radioimmunoassay (RIA) und der Enzym-Immunoassay
(EIA).

26



3. TESTPRINZIP

Bei dem von DiaSorin entwickelten EPO-Trac '2°| RIA-Verfahren handelt es sich um einen
kompetitiven  Bindungs- und  Ungleichgewichts-Radioimmunoassay, bei dem
rekombinantes humanes Erythropoietin sowohl fir den Tracer als auch fir die
Kalibratoren verwendet wird. Die Proben werden mit dem EPO-Trac-Primar-
Ziegenantikorper (Ziegenanti-EPO) inkubiert und diirfen zwei Stunden lang miteinander
reagieren, danach wird der mit radioaktivem Jod-125 markierte EPO-Trac-Tracer
zugesetzt. Nach einer Ubernachtinkubation wird der sekundare Antikérper des Esel-
Antiziegen-Prazipitations-Komplexes (DAG-PPT) den Testréhrchen fir diesen Test
zugesetzt (TABLE I). Bei DAG-PPT handelt es sich um ein Esel-Antiziegenserum, das mit
einem Netzmittel und normalem Ziegenserum vorab ausgeféllt wird. Das DAG-PPT wird
mit Kalibratoren bzw. Proben, Primarantikérpern und Tracer 30 Minuten lang inkubiert,
danach werden die Testréhrchen in die Zentrifuge gegeben, um den gebundenen vom
nicht gebundenen Tracer zu trennen. Der nicht gebundene Tracer wird durch Abgief3en
des Uberstands aus jedem Testrohrchen entfernt. Der gebundene Tracer in den
verbleibenden DAG-PPT-Komplexpellets wird mit einem Gammazahler eine Minute lang
ausgezahlt. Die'?Anzahl der Zahlimpulse verhalt sich umgekehrt proportional zur Menge
des in jeder Probe vorhandenen EPOs.

4. REAGENZIEN DES KITS

EPO-Trac-Primarantikérper (BLAU) 1 Flaschchen/11 mL
EPO-Trac-Kalibratoren (0-5) ;I:I?nslf:hchen/ﬂ mL, 5 Flaschchen/
EPO-Trac-DAG-PPT 2 Flaschchen/35 mL
EPO-Trac-Tracer (ROT) 1 Flaschchen/11 mL
EPO-Trac-Kontrollen 2 Flaschchen/2,1 mL

Anzahl der Tests 100

LAGERUNG: Das Kit sollte bei 2-8 °C aufbewahrt werden. Nach dem Offnen jedes
Reagenz bei 2-8 °C nicht langer als bis zu dem auf dem Etikett angegebenen
Verfallsdatum lagern. Die Reagenzien durfen nach dem Verfallsdatum nicht verwendet
werden. Das Verfallsdatum des Kits ist auf dem &auReren Etikett angebracht und
entspricht dem Verfallsdatum des Tracers.

Reagenzien aus verschiedenen Chargen dirfen nicht vermischt werden.

41 EPO-Trac-Kalibratoren, 0-5: Einsatzbereites Reagenz

Es werden sechs rekombinante Erythropoietin-Kalibratoren mit Nennkonzentrationen
zwischen etwa 0 bis 280 mU/mL in gepufferter Kochsalzlésung mit Proteinstabilisatoren,
antimikrobiellen Zusatzen und 0,1 % Natriumazid vorverdiinnt. Die Kalibratoren sind
geeicht entsprechend dem Standard 2. IRP Erythropoietin, HUM, Urinary/Bioassay
67/343 der Weltgesundheitsorganisation (WHO) ¢ und den internationalen Standard der
WHO International Calibrator for Erythopoietin, Recombinant DNA (rDNA) — Abgeleiteter
Code #87/684. Die Kalibratoren des Kits sind mit Patientenproben austauschbar, wenn
sie mit Reagenzien verwendet werden und dieser diagnostische In-vitro-Test wie
empfohlen durchgefiihrt wird.

4.2 '?5] EPO-Trac: Einsatzbereites Reagenz

Das humane rekombinante Erythropoietin wird mit radioaktivem Jod-125 (2 pCi (74 kBq))
markiert und in einer Kochsalzpufferlésung mit Proteinstabilisatoren, antimikrobiellen
Zusatzen, 0,1 % Natriumazid sowie dem roten Farbstoff Nr. 40 fiur Nahrungsmittel,
Medikamente und Kosmetika (FD & C) verdinnt.

4.3 EPO-Trac-Primérantikorper: Einsatzbereites Reagenz

Das Ziegen-Antihuman-EPO-Serum wird mit gepufferter Kochsalzlésung, mit
Proteinstabilisatoren, antimikrobiellen Zusatzen, 0,1 % Natriumazid und dem blauen
FD & C-Farbstoff Nr. 1 verdlnnt.
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4.4 EPO-Trac-Prazipitations-Komplex, DAG-PPT: Lyophilisiertes Reagenz

Das Esel-Antiziegenserum wird durch normales Ziegenserum und Netzmittel vorab
ausgefallt, in einem BSA-Boratpuffer mit antimikrobiellen Zusatzen und 0,03 % Thimerosal
verdiinnt und anschlieBend lyophilisiert. Das Flaschchen mit 35 mL gereinigtem Wasser
rekonstituieren; griindlich mischen, bis die Suspension homogen erscheint, und dann
mindestens 30 Minuten bei Zimmertemperatur stehen lassen und hin und wieder schitteln.
Mit einem kleinen magnetischen Ruhr- oder Mischgerat mit sehr niedriger Drehzahl mischen
und dabei DAG-PPT in die Testréhrchen geben. Wenn das Reagenz vor der Verwendung
Anzeichen einer Rehydration aufweist, das Reagenz nicht verwenden.

4.5 EPO-Trac-Kontrollen, Kontroll-Ebenen 1 und 2: Einsatzbereites Reagenz

Der gepufferten Kochsalzlésung mit Proteinstabilisator wird humanes rekombinantes
EPO zugesetzt, um eine Konzentration innerhalb des auf dem Analysenzertifikat
angegebenen spezifischen Bereichs einzustellen. Es werden 0,1 % Natriumazid und
andere Stabilisatoren zugesetzt.

5. WARNHINWEISE UND VORSICHTSMASSNAHMEN
NUR ZUR IN-VITRO-DIAGNOSTIK
Nicht flr internen oder externen Gebrauch bei Menschen oder Tieren.

REAGENZIEN MIT NATRIUMAZID

ACHTUNG: Einige Reagenzien in diesem Kit enthalten Natriumazid, das ggf. mit Blei- oder
Kupferleitungen reagieren und héchst explosive Metallazide bilden kann. Zur Entsorgung mit
reichlich Wasser nachspllen, um Azidbildung zu vermeiden. Weitere Informationen finden
Sie im Abschnitt “Decontamination of Laboratory Sink Drains to Remove Azide Salts” des
Handbuchs "Safety Management”, Nr. CDC-22, herausgegeben von den Centers for
Disease Control and Prevention in Atlanta (Georgia), USA, im Jahr 1976.

Gefahrenbezeichnungen fiir gefahrliche Stoffe der Europidischen Gemeinschaft
(Richtlinie 1999/45/EG)

R 20/21/22 — Gesundheitsschadlich beim Einatmen, Verschlucken und bei Kontakt mit
der Haut.

R 32 — Entwickelt bei Kontakt mit Saure sehr giftige Gase.

S28 — Bei Kontakt mit der Haut sofort mit viel Wasser abwaschen.

THIMEROSALHALTIGE REAGENZIEN

Einige Reagenzien in diesem Kit enthalten Thimerosal, das unter anderem auch eine
Quecksilberverbindung enthélt. Die Entsorgung von elementarem Quecksilber,
anorganischen Quecksilberverbindungen, Quecksilberoxyden und Quecksilberverbindungen
darf nur unter absoluter Berlicksichtigung aller lokalen, staatlichen und Landervorschriften
erfolgen.

ACHTUNG: Dieses Produkt enthélt eine Chemikalie, die nach Erkenntnissen des Staates
Kalifornien zu Schaden des Erbgutes sowie zu Missbildungen fiihren kann.

REAGENZIEN MIT JOD-125

Dieses Kit enthalt radioaktives Material mit héchstens 2 pCi (74 kBq) Jod-125. Bei der
Lagerung, Handhabung und Entsorgung dieses Materials sind entsprechende
VorsichtsmaRnahmen und gute Laborpraktiken einzuhalten.

Fiir Arzte bzw. Institutionen, die im Rahmen einer Generallizenz Radioisotope erhalten,
gilt Folgendes:

Dieses radioaktive Material darf nur von Arzten, praktizierenden Tierérzten, klinischen
Laboren oder Krankenhausern und nur fiir klinische in-vitro-Tests oder in-vitro-Labortests,
bei denen das Material oder dessen Strahlung keinen Menschen oder Tieren intern oder
extern verabreicht wird, empfangen, erworben, besessen und verwendet werden.
Entgegennahme, Erwerb, Besitz, Verwendung und Weitergabe des Materials unterliegen
den Vorschriften und der Generallizenz der US Nuclear Regulatory Commission bzw. des
Staates, mit dem diese Behdrde ein Abkommen zur AuslUbung ihrer
Uberwachungsfunktion abgeschlossen hat.

1. Die Lagerung des radioaktiven Materials ist auf einen speziell daftr bestimmten
Bereich zu beschranken.

2. Der Zugang zu radioaktivem Material ist nur befugten Personen zu gestatten.
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3. Radioaktives Material nicht mit dem Mund pipettieren.
Im vorgesehenen radioaktiven Arbeitsbereich nicht essen oder trinken.

5. Verschittetes Material aufwischen und den Bereich anschlieBend mit alkalischem
Reinigungsmittel oder radiologischer Dekontaminationslésung wischen. Alle
benutzten Glasbehélter griindlichst mit Wasser spilen, bevor sie mit anderen
Laborbehaltern aus Glas zusammen ausgewaschen werden.

Fir Arzte bzw. Institutionen, die im Rahmen einer Sondergenehmigung Radioisotope
erhalten, gilt Folgendes:

Entgegennahme, Gebrauch, Weitergabe und Entsorgung radioaktiven Materials
unterliegen den Vorschriften und Bedingungen der jeweiligen Sondergenehmigung.
VORSICHT: Dieses Produkt enthalt eine Chemikalie, die nach Angaben des US-
Bundesstaates Kalifornien krebserregend ist.

WICHTIGER HINWEIS: Die auf der Packungsbeilage angegebene Radioaktivitat kann
von der auf dem Etikett des Kartons und des Tracer-Fldschchens angegebenen
geringflgig abweichen. Sowohl das Etikett des Kartons als auch das Etikett des Tracer-
Flaschchens geben den tatsachlichen Wert der Radioaktivitdt am Kalibrationsdatum an,
wahrend die Packungsbeilage die theoretische Radioaktivitat des Kits angibt.

WEITERE WARNHINWEISE
1. Verspritzen und Erzeugung von Aerosolen vermeiden.

2. Werden die angegebenen Inkubationszeiten bzw. Inkubationstemperaturen nicht
eingehalten, kann es zu Messfehlern kommen.

3. Bei mikrobieller Verunreinigung der Reagenzien kann es zu Messfehlern kommen.

4. Die Reagenzien nicht durch Reagenzien aus anderen Chargen oder von anderen
Herstellern ersetzen.

6. ANFORDERUNGEN AN DIE PROBEN

VORSICHT: Patientenproben und alle Materialien, die Kontakt mit dem Patientenproben
haben, sollten als potenziell infektids behandelt und unter Einhaltung der jeweiligen
Sicherheitsvorkehrungen entsorgt werden.

ENTNAHME UND LAGERUNG VON SERUM ODER PLASMA

Eine entsprechende Blutprobe sollte aseptisch durch Venenpunktur enthommen und in
einem evakuierten sterilen Glasréhrchen von 5 oder 10 mL gesammelt werden, um
mindestens 400 yL Serum oder EDTA-Plasma pro Test (fir zwei Replikate) zu erhalten.
Es ist insbesondere darauf zu achten, dass das Serum unmittelbar nach der Entnahme
aus der Zentrifuge vom Gerinnsel getrennt wird, um eine Hamolyse zu vermeiden. Das
Serum oder Plasma bei Zimmertemperatur 10 Minuten mit 760 x G* zentrifugieren. EDTA
(72 mg/5 mL Blut) sollte als Antikoagulans fir Plasma verwendet werden. Es sind keine
weiteren Zusatzstoffe oder Konservierungsstoffe nétig, um die Unversehrtheit der Proben
zu erhalten.

Das Serum bzw. EDTA-Plasma in steril abgedeckten Lagerrdhrchen aufbewahren. Das
Serum ist bei 4 °C bis zu sieben Tage stabil. Fir langere Aufbewahrungszeiten bei
-20 °C in einem nicht selbstauftauenden Einfriergerat einfrieren. Nach Untersuchungen
von DiaSorin sind die Serumproben bei standiger Lagerung bei -20 °C bis zu 18 Monate
stabil. Serumproben nicht wiederholt einfrieren und auftauen. Alle Kunststoffteile,
Glasteile und sonstige Materialien, die Kontakt mit den Proben haben, missen frei von
jeglichen Verunreinigungen sein.

Die Befestigung der Proben wird empfohlen, ist jedoch nicht unbedingt erforderlich. Damit
werden unerwiinschte Stérungen durch fettlésliche Substanzen vermieden. Proben, bei
denen eine Hamolyse deutlich erkennbar ist, dirfen nicht verwendet werden.
Bilirubin (<5 mg/dL) stort diesen Test nachweislich nicht. Es wurde nicht untersucht,
ob Medikamente diesen Test stéren.

P
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7. AUSRUSTUNG UND MATERIALIEN, DIE NICHT IM LIEFERUMFANG
ENTHALTEN SIND

71
7.2
7.3

7.4
7.5
7.6

7.7
7.8
7.9

Bei Durchfiihrung dieses Tests Gummi- oder Latexhandschuhe tragen.
Einweg-Borosilikatglasrohrchen, 12 x 75 mm

Zentrifuge mit Temperaturregelungen (20-25 °C) fir 12 x 75 mm
Réhrchen, die bei 1600 + 20 G* zentrifugiert werden.

Kalibrierter Gammaszintillationszéhler zur Auszéhlung von radioaktivem Jod-125
Schuttelmischer

Pipettiergerate:

a. Mikropipettoren fiir 200 (+4) yL

b. Mehrfachspender fiir 100 (+2) ul und 500 (+5) pL

Gereinigtes Wasser zur Verdunnung des DAG-PPT

Zeitgeber zur exakten Bestimmung der Zeit auf +2 Minuten

Dreizugiges halblogarithmisches Millimeterpapier

8. TESTABLAUF

8.1
8.2

8.3

8.4

8.5

8.6
8.7
8.8

8.9

8.10
8.1

Unbekannte Proben vorbereiten.
Markierte 12 x 75 mm Einweg-Glasrohrchen in Zweierreihen aufstellen (siehe
Testplan auf der Ruckseite).
Die Reagenzien wie folgt zugeben:
a. Rohrchen fiir die Gesamtzahlung
Fur Schritt 6 zur Seite stellen (fur die Berechnung der Qualitatskontrollen,
siehe Abschnitt Qualitatskontrolle)
b. Nichtspezifische Bindungs-Réhrchen (NSB)
200 plI Nullkalibrator pro Réhrchen
c. Nullkalibrator
200 pl Nullkalibrator pro Réhrchen
d. EPO-Trac-Kalibratoren (1-5)
200 pl Kalibrator pro Réhrchen
e. Kontrollen und unbekannte Proben
200 pl Probe oder Kontrolle pro Réhrchen
Jedem Roéhrchen 100 pL EPO-Primar-Ziegenantikorper (blau) zusetzen, mit
Ausnahme des NSB-Réhrchens und des Gesamtzahlrdhrchens.
Die Rohrchen vorsichtig schitteln und 2 Stunden (10 Minuten) bei
Zimmertemperatur (20-25 °C) inkubieren.
Allen Réhrchen 100 yl EPO-Tracer (rot) zusetzen.
Die Réhrchen vorsichtig schiitteln und 16-24 Stunden bei 2-8 °C inkubieren.
Vor der Zugabe des DAG-PPT die Flasche griindlich schitteln. Das DAG-PPT
mit einem kleinen magnetischen Rihr- oder Mischgerat mit sehr niedriger
Drehzahl mischen und davon allen Réhrchen mit der Ausnahme der Réhrchen
fur die Gesamtzahlung 500 pL zusetzen.
Die Ro&hrchen schitteln und anschlieend fir 30 (+5) Minuten bei
Zimmertemperatur (20-25 °C) inkubieren.
Die Réhrchen fir 20 Minuten bei 20-25 °C mit 1600 x G* zentrifugieren.
Die Réhrchen fiir die Gesamtzahlung zur Seite stellen. Den Uberstand von
den Ubrigen Réhrchen in einen geeigneten Behalter fir radioaktiven Abfall
dekantieren. Die Rohrchen umgedreht auf Saugpapier abtropfen lassen, um alle
eventuell am Rand verbliebenen Resttropfen des Uberstands zu entfernen, bevor
die Réhrchen uber Nacht zum Trocknen aufrecht hingestellt werden.

*g = (1118 x 10°®) (Radius in cm) (U/min)?
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8.12 Mit einem Gammaszintillationszahler den Niederschlag in jedem Réhrchen und
den Réhrchen fir die Gesamtzahlung eine Minute lang auszahlen.

9. HINWEISE ZUM VERFAHREN

9.1 Jedes Reagenz-Aliquot in das untere Drittel der Testréhrchen einflillen, um ein
vollstandiges Vermischen der Reagenzien zu gewahrleisten.

9.2 Wenn die Rohrchen nicht innerhalb von 5 Minuten nach der Entnahme aus der
Zentrifuge dekantiert werden kénnen, miissen die Réhrchen vor dem Abgieflen
des Uberstands erneut zentrifugiert werden.

9.3  Fir die vollstandige Uberwachung der konsistenten Leistung eines RIA miissen
weitere Faktoren Uberpriift werden. DiaSorin empfiehlt, die folgenden Parameter
regelmaRig zu Uberpriufen, um eine konsistente Leistung des Kits sicherzustellen.

a. Gesamtzahlung
b. Maximale Bindung

Durchschnittliche Zahlimpulse pro Minute (CPM) der Nullkalibratorrohrchen/
Durchschnittliche CPM der Réhrchen fir die Gesamtzahlung.

c. Nichtspezifische Bindung

Durchschnittliche CPM der NSB-Rohrchen/Durchschnittiche CPM  der
Roéhrchen flr die Gesamtzahlung.

d. Steigung der Kalibratorkurve

Zum Beispiel, Uberwachung der Suppressionspunkte der Kalibratorlinie bei
80 %, 50 % und 20 %.
10. QUALITATSKONTROLLE

Bei jedem Test muss das Labor mindestens zwei Kontrollen vorsehen, um die Leistung
des Tests zu kontrollieren. Es kénnen handelslbliche Kontrollen oder die zwei
Referenzkontrollen aus dem Kit verwendet werden. Die Kitkontrollen enthalten EPO in
zwei Konzentrationen. Die Kitkontrollen wurden von DiaSorin mit dem DiaSorin EPO-Trac
25 RIA-Kit getestet. Der Konzentrationsbereich jeder Kontrolle ist auf dem
Analysenzertifikat angegeben; er gibt die Grenzen an, die von DiaSorin fir Kontrollwerte
festgelegt wurden, die in zuverlassigen Testdurchgangen erhalten werden kénnen. Um
die Leistung der Kontrollen zu uberwachen, sollten Qualitatskontrolltabellen gefiihrt
werden. Jedes Labor sollte die akzeptablen Leistungsgrenzen fur jede Kontrollebene mit
Hilfe statistischer Verfahren selbst festlegen, um sowohl systematische als auch zufallige
Fehler zu erkennen. Die Kontrollergebnisse missen den Akzeptabilitatskriterien des
Labors entsprechen, bevor die Testergebnisse des Patienten mitgeteilt werden
kénnen.19,20,21

11. BERECHNUNG DER ERGEBNISSE

Es gibt viele Mdglichkeiten, die Ergebnisse von Radioimmunoassays zu berechnen. Bei
jeder Methode wird eine Kalibratorkurve angelegt, indem die prozentualen Bindungen
gegen die angegebenen Konzentrationen der Kalibrations-Kalibratoren aufgetragen
werden. Die Kurve kann entweder eine lineare oder eine logarithmische Skala haben.
Jede dieser Methoden fiihrt im Wesentlichen zu denselben Werten fiir Kontrollen und
Proben; bei einigen Assays ist die eine Methode jedoch mdglicherweise besser geeignet
als die andere. Die Berechnungsmethode fiir das DiaSorin Quality Control Laboratory
lautet: % B/Bo [von der Probe gebundene Tracermenge (B), dividiert durch die vom
Nullkalibrator gebundene Tracermenge (Bo) x 100] (siehe folgender Schritt 3) in
Abhangigkeit zum Logarithmus der Konzentration.

11.1 Die durchschnittiche CPM fir jeden Kalibrator, jede Kontrolle und jede
unbekannte Probe berechnen.

11.2 Die durchschnittiche CPM der NSB-Rohrchen von allen Zahlungen
substrahieren.

11.3 Die korrigierte CPM jedes Kalibrators, jeder Kontrolle und jeder Probe durch die
korrigierte CPM des Nullkalibrators dividieren.

31



% B/Bg =

11.5
11.6

CPM des Kalibrators oder der unbekannten Probe — CPM der NSB

CPM des Nullkalibrators — CPM der NSB x 100

Trage Sie auf dreizigigem halblogarithmischem Millimeterpapier den
prozentualen Anteil des B/Bp fir die EPO-Trac-Kalibratoren (Y-Achse) in
Abhangigkeit zur Konzentration (X-Achse) ein, die im Bericht fur die
Qualitatskontrolle angegeben ist.

Ziehen Sie eine Ausgleichslinie durch die Punkte (ABBILDUNG 1).

Interpolieren Sie die Erythropoietin-Werte der unbekannten Proben aus der
grafischen Darstellung.

Wenn fir eine unbekannte Probe als Wert <4,4 mU/mL gemessen wird, d. h. die
Nachweisgrenze fir diesen Test, geben Sie diesen Wert als <4,4 mU/mL an.
Falls der Wert einer unbekannten Probe groRer als der héchste Kalibrator ist,
diese Probe mit EPO-Trac-Nullkalibrator, Kalibrator-Nr. 23211 verdiinnen und
neu testen. Fir die meisten Proben sind Verdinnungen von 1:2 und 1:5
ausreichend.

12. GRENZEN DES VERFAHRENS

121

12.2

Die Ergebnisse dieses Tests sind im Zusammenhang mit den aus der
klinischen Untersuchung und anderen Diagnoseverfahren verfligbaren
Informationen zu betrachten.

Es wurde nicht untersucht, inwieweit Medikamente den Test stéren.
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TABELLE Il
DiaSorin EPO-Trac™ RIA ProbenDaten

Durchschnittl. Prozent. Prozent.
CPM Durchschnittl. (CPM-NSB) gebunden gebunden Konc. *Korr.
Rahrchen (mU/mL) CPM (B) (B/T)™ (B/Bo)  (mU/mL)  Konc.
Gesamte 14.823
gezahlte
Impulse
(T)14,270 14.546
NSB 492
447 470 3,2
Nullkalibrator 4.783
4.904 4.844 4.374 33* 100,0 0
(Bo)
Kalibratoren
1 4.321
4273 4.297 3.827 87,5 9,0
2 3.832
3.773 3.803 3.333 76,2 19,0
3 2.896
2.920 2.908 2.438 55,7 39,0
4 1.645
1.669 1.657 1.187 27,1 83,0
5 865
932 898 428 9,8 290,0
Kontrollebene 1 3.924
3.877 3.901 3.431 74,4 16,9
Kontrollebene 2 1.918
1.935 1.927 1.457 33,3 69,3
UKN-Nr. 1 1.217
1.232 1.225 755 17,3 127
1:2 1.832
1.873 1.853 1.383 31,6 72,6 124,8
UKN-Nr. 2 1.508
1.437 1.472 1.002 22,9 96,6
1:2 2.264
2.309 2.286 1.816 41,5 56,0 91,6

Typische Probendaten und eine Kalibratorkurve finden Sie in TABELLE Il und ABBILDUNG 1;
diese Informationen dienen nur als Referenz und dirfen nicht zur Berechnung von Werten
verwendet werden.

* Korr. Konz. = Korrigierte Konzentration; nur fiir verdiinnte Proben.

** Diese Parameter werden zum Zweck der Qualitdtskontrolle (berwacht (siehe Abschnitt
Qualitatskontrolle).
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KALIBRATORKURVE DER EPO-PROBE

*%8/Bo
100

[

40

mU/mL

ABBILDUNG 1

* Dieser Graph wird aus den Probendaten (TABELLE Il) erstellt und dient nur als
Referenz. Nicht zur Berechnung der eigenen Testwerte verwenden.

13. ERWARTETE WERTE
13.1 Normalbereich
JEDES LABOR SOLLTE SEINEN EIGENEN NORMALBEREICH ERMITTELN.

Die Erythropoietin-Spiegel im Serum wurden bei 104 normal gesunden méannlichen und
weiblichen Personen (45 Manner, 61 Frauen) aus Minneapolis (Minnesota) mit dem EPO-
Trac RIA gemessen. Der durchschnittiche EPO-Wert lag bei 17,7 + 7,5 mU/mL. Die
Einzelwerte lagen zwischen 4,9 und 52,7 mU/mL. Der durchschnittliche EPO-Wert im Blut
bei Frauen lag normalerweise bei 18,3 und bei Mannern bei 16,6 mU/mL. Zwischen den
EPO-Spiegeln der Manner und Frauen lieR sich keine statistische Differenz
(p = 0,27) feststellen.

Verschiedene andere Untersuchungen an gesunden Personen mit hausiblichen EPO
RIAs ergaben ahnliche durchschnittiche EPO-Spiegel wie in der oben genannten
Studie.? + ® Bei einigen dieser Studien wurden signifikante, aber geringfiigige Differenzen
zwischen Mannern und Frauen festgestellt, wobei bei Frauen leicht héhere Werte als die
Manner aufwiesen.®® Die Ergebnisse dieser Studie sind in der folgenden Tabelle
zusammengefasst:

Studie Geschlecht n= Mittelwert + 1 SA
Koeffler 19812 beide 26 14,9 £ 4,2 mU/mL
Garcia 1982+ Manner 364 17,2 £ 5,5 mU/mL
Frauen 199 18,8 £ 6,2 mU/mL
Ryner 1989° Manner 50 8,0 £ 3,2 mU/mL
Frauen 50 11,3 £ 3,4 mU/mL
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13.2 Werte bei Krankheitsstadien

Anormale EPO-Konzentrationen im Blutkreislauf kénnen im Zusammenhang mit weiteren
klinischen Informationen ein deutlicher Hinweis auf spezifische Erkrankungen sein.

Patienten mit primarer Polyzythamie zeigten typischerweise normale oder niedrigere
EPO-Spiegel im Blut, wenn diese mit den hausublichen RIAs gemessen wurden.®®
Patienten mit sekundarer Polyzythdmie bedingt durch Hypoxie, z. B. durch
dekompensierte Herzinsuffizienz oder chronisch-obstruktive Lungenerkrankungen,
zeigten héhere EPO-Spiegel.® & ° Die ektopische EPO-Produktion kann mitunter die Folge
héherer EPO-Spiegel im Blut und einer darauf folgenden sekundaren Polyzythamie bei
Patienten mit Uterusmyom, Kleinhirn-Hamangioblastom, Leberkarzinom oder
Ph&ochromozytom sein. Nierentumore, beispielsweise Hypernephrome, Adenome und
Sarkome kénnen in dahnlicher Weise zu EPO-bedingter Erythrozytose fiihren.?

Bei den meisten Anamiepatienten zeigten sich héhere EPO-Spiegel, wobei die Erhéhung
von Art und Grad der Anamie abhangt. Hohere EPO-Spiegel im Blut kénnen auch bei
Patienten festgestellt werden, die an Sichelzellenanamie leiden oder sich mit HIV infiziert
haben, obwohl die EPO-Spiegel im Durchschnitt weniger deutlich verandert sind als bei
anderen Anamien.'o 1

Die bei Patienten mit Nierenerkrankungen festgestellten Anamien sind vermutlich durch
die unzureichende Erythropoietin-Produktion durch erkrankte oder fehlende Nieren
bedingt. Anephrotische, anamische Dialysepatienten haben niedrige oder nicht
erkennbare EPO-Spiegel.”? Andererseits haben auf die Dialyse angewiesene Patienten
im Endstadium der Nierenerkrankung in der Regel normale oder leicht erhdhte EPO-
Spiegel im Blut. Bei diesen Patienten sind die EPO-Spiegel im Blut jedoch fiir den Grad
ihrer Anamie zu niedrig.’?'* Patienten mit einer kirzlich durchgefihrten
Nierentransplantation haben mitunter hdhere EPO-Spiegel im Blut infolge ihrer Anamie.™
Bei einer klinischen Studie in Minneapolis (Minnesota) wurden die EPO-Spiegel durch
EPO-Trac RIA bei achtundzwanzig (28) nephrotischen Dialysepatienten im Endstadium
der Nierenerkrankung gemessen. Die EPO-Spiegel im Serum lagen im Durchschnitt
bei 38,4 + 67,1 mU/mL (Bereich: 10,4-360,6 mU/mL) und die Hamoglobinspiegel lagen
bei 9,4 + 1,6 g/dL (Bereich: 6,9-12,3 g/dL). Dieser Wert war fur eine Patientengruppe
mit einem solchen Grad von Anamie, jedoch mit normaler Nierenfunktion zu
niedrig.'?'% Diese Studie bestatigte Erkenntnisse des relativen Erythropoietin-Mangels bei
dialyseabhangigen Patienten.’®'® AufRerdem wurden die Erythropoietin-Spiegel bei
verschiedenen Patientengruppen bestimmt. Die folgende Tabelle zeigt die gemessenen
Durchschnittswerte der EPO-Spiegel. Die Patientenkontrollen wurden nach dem
Zufallsprinzip aus der betreffenden Patientengruppe ausgewahit.

Tabelle mit der Ubersicht der mittleren EPO-Spiegel bei verschiedenen
Patientengruppen
gemessen mit dem EPO-Trac RIA-Kit

Diagnose n Ep'\gtt(iﬁ%tm) SA
Normalbereich 36 15,7 10,5
Patientenkontrolle 18 18,6 11,3
Dialysepatienten 28 38,4 67,1
Myelodysplasie 2 651,0 887,2
Markfibrose 2 116,0 147,5
Erythroide Hypoplasie/Aplasie 4 1545 1213

Non-Hodgkins-Lymphome 15 26,4 13,8
Hodgkin-Krankheit 3 29,8 31,3
Chronische Lymphatische Leukamie 3 17,4 9,7
Makroglobulindmie 2 30,2 15,1
Myelom 3 49,7 52,3
Hamolytische Anamie 3 51,4 29,2
Sonstige Andmien 10 32,2 18,9
Erythrozytose-Patienten 6 14,6 8,5
Patienten mit priméarer Polyzythdmie 6 20,7 4,9
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Die oben angegebenen Erythropoietin-Spiegel miissen nicht immer mit den angegebenen

Krankheitsstadien Ubereinstimmen. Alle Patienten befanden sich

in verschiedenen

Stadien der Behandlung, durch welche sich die erwarteten EPO-Spiegel fir das

spezifische Stadium ihrer Erkrankung verandern konnten.

Bei der Bewertung der

spezifischen Erythropoietin-Spiegel miissen der Gesundheits- und Allgemeinzustand des
jeweiligen Patienten und des EPO-Systems berucksichtigt werden.

14. LEISTUNGSDATEN
14.1 Reproduzierbarkeit

Inter-Assay-Variation

Serum (Werte = mU/mL)

Mittelwert SA (% VK)** N
NIEDRIG 11,1 1,3 11,9 20
NIEDRIG 12,4 1,2 10,0 20
NIEDRIG 22,9 1,2 5,2 10
MITTEL 39,9 1,9 4,8 10
HOCH 106,5 5,1 4,8 10
HOCH 254,6 29,8 11,7 20

Intra-Assay-Variation Serum (Werte = mU/mL)

Mittelwert SA (% VK)** N
NIEDRIG 9,8 1,4 14,3 5
NIEDRIG 13,2 1,6 12,1 5
NIEDRIG 19,0 1,3* 6,7 5
MITTEL 40,9 1,4 3,5 5
HOCH 147.,6 15,7 10,6 5
HOCH 220,2 26,9 12,2 5

* Die Proben wurden in 5 verschiedenen Tests analysiert (n = 5)

" % Vk=(SA+

14.2 RICHTIGKEIT:

Mittelwert) 100

DIE RICHTIGKEIT DES ASSAYS WURDE MIT HILFE DES

LINEARITATS- UND WIEDERFINDUNGSTESTS UBERPRUFT.
Verdiinnungsparallelismus

Serielle Verdiinnungsstudie unbekannter Serumproben

. EPO % Mittelwert/
Probe Verdinnung MW (mU/mL) MW der Nullverdiinnung
1 0 15,6 -
1:2 17.4 11,5
2 0 127.1 -
1:2 124,8 98,2
1:4 141,2 11,1
1:8 152,0 1196
3 0 96,6 =
1:2 91,6 94,8
1:4 100,4 103,9
1:8 100,0 103,5
7 0 51,3 -
1:2 52,8 102,9
1:4 38,4 74,9
MW = 102,3

* Nullverdiinnungswerte sind die gemessenen Werte,

Serumverdiinnung von DiaSorin gemessen wurden.
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Genauigkeit

Wiederfindungsstudie Serum (Werte = mU/mL)
. . Hinzugefligter Gemessener Prozent
Satz-Nr. 1 | Hintergrund EPO-Kalibrator Wert** Wiederfindung***

1 8,9 19,5 27,3 94,4

8,9 41,5 51,9 103,6

8,9 145,0 182,0 1194

2 18,1 19,5 37,3 98,5
18,1 41,5 66,0 115,4

18,1 145,0 205,6 129,3

3 44,3 19,5 62,9 95,4
443 41,5 87,6 104,3

44,3 145,0 158,5 78,8

4 80,8 19,5 101,3 105,1
80,8 41,5 1271 111,6

80,8 145,0 210,7 89,6

MW = 103,8

* Getesteter Probenwert geteilt durch 2.
** Gleiches Volumen des EPO-Trac-Kalibrators 3, 4 und 5 sowie der Patientenprobe
zusammen.

*** %Wiederfindung = [(gemessener Wert-Hintergrund)/hinzugefiigter EPO] x 100
14.3 Analytische Sensitivitdat (Nachweisgrenzen)
Wenn die geringste nachweisbare Konzentration als die anscheinende Konzentration bei
2 Kalibratorabweichungen von den Zahlungen bei maximaler oder keiner Bindung
definiert wird, betragt sie 4,4 mU/mL. Unbekannte Proben, die weniger als die Sensitivitat
dieses Tests anzeigen, missen <4,4 mU/mL sein.
14.4 Analytische Spezifitat
Ergebnisse eines Kreuzreaktivititsexperiments mit dem EPO-Trac RIA-System und
8 natiirlichen Serumproteinen ergaben eine Kreuzreaktivitat von <0,001 %, wenn bei der
Sensitivitdt des Tests gemessen wurde (4,4 mU/mL).

Substanzen % Kreuzreaktivitat
Humanes Serumalbumin <0,001
Granulozyten-Makrophagen-Kolonie- <0.001
stimulierender Faktor (GM-CSF) ’
Interleukin-3 <0,001
Alpha-1 Antitrypsin <0,001
Humanes Choriongonadotropin <0,001
Saures Alpha-1-Glykoprotein <0,001
Humanes IgG <0,001
Humanes IgM <0,001

Die Gensequenz von Erythropoietin wurde mit allen humanen Gensequenzen aus der
Genbank und den EMBL-Datenbanken verglichen. Bei der Suche wurden keine Gene
festgestellt, die der Erythropetin-Gensequenz signifikant &hnlich waren.

14.5 Stoérungen

Die Studien wurden entsprechend den CLSI-Methoden bewertet, um Stérungen durch
Hamoglobin, Triglyceride und Bilirubin zu bestimmen. Bei diesen Studien wurden keine
Stérungen beobachtet.

14.6 Probentyp

Die Plasma-EDTA- und Serumproben erwiesen sich zusammen als hoch korreliert.

Y (SERUM) = 0,9 + 0,993 (PLASMA); r = 0,93 (Bereich: 4,7-42,5 mU/mL; Serum).

LITERATURANGABEN FINDEN SIE AUF DER LETZTEN SEITE.
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EQUIPO RIA '] EPO-TRAC

1. USO INDICADO

PARA UTILIZACION EN DIAGNOSTICOS IN VITRO
El equipo RIA EPO-Trac™ tiene como finalidad la determinacion cuantitativa de
eritropoietina (EPO) en suero o plasma EDTA mediante ensayo radioinmunolégico (RIA)
para facilitar el diagndstico de anemias y policitemias.

2. RESUMEN Y EXPLICACION
La eritropoietina (EPO) es una hormona glicoproteina (34.000 dalton) que estimula la
maduracion de los precursores de los glébulos rojos. La EPO se produce en el rifién
como respuesta a la cantidad de oxigeno en sangre. Por lo general, cuando cae el nivel
de oxigeno, como hipoxia fisiolégica, el nivel de EPO en el sistema circulatorio se
incrementa y estimula el aumento de la produccion de gldbulos rojos.!
Los niveles anormales de EPO en sangre son caracteristicos de algunos desoérdenes
patolégicos especificos incluidas varias anemias, policitemia y tumores. La
superproduccion de EPO se ha asociado con el carcinoma renal. Algunos tumores
hepaticos y tumores en otros drganos se han asociado con la produccion ectépica de
eritropoietina.?
La anemia se caracteriza por un nivel inadecuado de glébulos rojos.? Los pacientes de
anemia con altos niveles de EPO incluyen la anemia aplastica, anemia por deficiencia de
hierro y anemia hemolitica. La anemia asociada con fallo renal cronico es el resultado de
una produccién insuficiente de EPO por parte del rifidn.
La superproduccién de globulos rojos se denomina policitemia. En la policitemia vera
rubra sin tratar, la superproducciéon de glébulos rojos por parte de los progenitores
hematopoyéticos tiene lugar en presencia de concentraciones de EPO bajas o imposibles
de detectar.?
La policitemia secundaria (estrés) esta provocada por la produccién y liberacién de EPO
que tiene como resultado un incremento de la masa de los glébulos rojos. La policitemia
secundaria puede estar provocada por varios factores como el tabaco, piedras en el
rifion, fibrosis pulmonar, enfermedad cardiaca, tumores, o hemoglobina defectuosa.?
Se han desarrollado varios métodos para medir la eritropoietina en seres humanos y en
animales. El desarrollo de los ensayos iniciales incluia un ensayo bioldgico en vivo en
ratones vivos policitémicos no hipoxicos.*® Con el desarrollo de la eritropoietina
recombinante humana, también se crearon ensayos in vitro mas rapidos y econémicos.
Estos ensayos in vitro incluyen el ensayo radioinmunolégico (RIA) y el ensayo
inmunoloégico enzimatico (EIA).

3. PRINCIPIO DEL ENSAYO

El procedimiento del ensayo RIA 'l EPO-Trac de DiaSorin consiste en un ensayo
radioinmunolégico en desequilibrio de unién competitiva que utiliza eritropoietina
recombinante humana para el trazador y los calibradores. Las muestras se incuban con
el anticuerpo de cabra primario EPO-Trac (cabra anti-EPQO) y se permite que reaccionen
durante 2 horas antes de afadir el trazador EPO-Trac marcado con yodo-125. Tras
dejarlo incubar toda la noche, se afiade el complejo de precipitacion secundario de burro
anti-cabra (DAG-PPT) a los tubos de ensayo especificos (TABLA |). EI DAG-PPT es un
suero burro anti-cabra precipitado con un suero de cabra normal y un tensioactivo. El
DAG-PPT se incuba con calibradores o muestras, anticuerpo primario y trazador durante
treinta minutos antes de centrifugar los tubos para separar el trazador unido del no unido.
El trazador no unido se retira por decantacion de los sobrenadantes de cada tubo de
ensayo. El trazador unido y las pastillas de complejo DAG-PPT remanentes se cuentan
en un contador gamma durante 1 minuto. Las cuentas de ' son inversamente
proporcionales a la cantidad de EPO presente en cada muestra.
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REACTIVOS SUMINISTRADOS CON EL EQUIPO

Anticuerpo primario EPO-Trac (AZUL) 1 vial/11 mL

Calibradores EPO-Trac (0-5) 1 vial/11 mL, 5 viales/2,1 mL
PPT DAG EPO-Trac 2 viales/35 mLs

Trazador EPO-Trac (ROJO) 1 vial/11 mL

Controles EPO-Trac 2 viales/2,1 mL

Numero de pruebas 100

ALMACENAMIENTO: Tras su recepcion, el equipo debe almacenarse a 2-8° C. Una vez
abiertos, almacene los reactivos a 2-8° C hasta la fecha de vencimiento que figura en la
etiqgueta. Los reactivos no deben utilizarse después de la fecha de vencimiento. La
fecha de vencimiento del equipo se indica en la etiqueta externa y se corresponde con la
fecha de vencimiento del trazador.

No deben mezclarse reactivos de diferentes lotes.

4.1 Calibradores EPO-Trac, 0-5: reactivo listo para utilizar

Seis calibradores de eritropoietina recombinante con concentraciones nominales entre
aproximadamente 0 y 280 mU/mL, prediluidos en solucién salina tamponada con
estabilizadores de proteina, antimicrobianos y azida sédica al 0,1% Estos calibradores se
ajustan con referencia al 2° estandar de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS),
HUM, bioensayo / urinario 67/343° y al estandar internacional de la OMS de calibrador
para eritropoietina, codigo derivado de DNA recombinante (rDNA) #87/684. Los
calibradores del equipo han demostrado tener conmutabilidad con muestras de pacientes
cuando se utilizan con los reactivos y el procedimiento recomendados para esta prueba
de diagnostico in vitro.

4.2 %] EPO-Trac: reactivo listo para utilizar

La eritropoietina recombinante humana se etiqueta con yodo-125, 2 uCi (74 kBq), y
se diluye en una solucidon salina tamponada con estabilizadores de proteina,
antimicrobianos, azida sodica al 0,1% y la tintura roja n° 40 de la Food, Drug and
Cosmetic (FD & C).

4.3 Anticuerpo primario EPO-Trac: reactivo listo para utilizar

Suero EPO de cabra anti-humano diluido con soluciéon salina tamponada con
estabilizadores de proteina, antimicrobianos, azida sédica al 0,1% vy tintura azul n° 1 de la
FD &C.

4.4 Complejo de precipitacion EPO-Trac, DAG-PPT: reactivo liofilizado

Suero de burro anti-cabra precipitado con suero de cabra normal y tensioactivo, diluido
en tampén borato BSA con antimicrobianos y timerosal al 0,03% vy liofilizado.
Reconstituya el vial con 35 mL de agua purificada; mezcle bien hasta que la suspension
aparezca homogénea y, a continuacion, déjelo reposar durante un minimo de 30 minutos
a temperatura ambiente mezclando de vez en cuando. Agite con movimientos
envolventes o mezcle con un pequefo agitador magnético a velocidad muy baja mientras
introduce DAG-PPT en los tubos. Si el reactivo parece estar rehidratado antes de su uso,
no lo utilice.

4.5 Controles EPO-Trac, niveles 1y 2: reactivo listo para utilizar

Se afiade EPO recombinante humano a una solucién salina tamponada con estabilizador
de proteina para lograr una concentracion que se encuentre dentro de un rango
especifico indicado en el certificado de anadlisis. Se afiaden azida sédica al 0,1% y otros
estabilizadores.
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5. ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES
PARA UTILIZACION EN DIAGNOSTICOS IN VITRO
No debe destinarse al uso interno o externo en seres humanos ni animales.

REACTIVOS CON CONTENIDO DE AZIDA SODICA

PRECAUCION: Algunos reactivos de este equipo contienen azida sédica. La azida
sédica puede reaccionar con las cafierias de plomo y cobre y formar azidas metalicas
altamente explosivas. Al desecharlo, enjuague con abundante agua para evitar que se
acumule la azida. Para obtener informacién adicional, consulte "Decontamination of
Laboratory Sink Drains to Remove Azide Salts," en el manual Guide-Safety Management
N° CDC-22 publicado por Centers for Disease Control and Prevention, Atlanta, GA,
EE.UU.,1976.

Advertencias establecidas en la Comunidad Europea sobre el riesgo de sustancias
peligrosas (Directiva del Consejo 1999/45/EC)

R 20/21/22 - Nocivo por inhalacion, por ingestion y en contacto con la piel.

R 32 - En contacto con acidos libera gases altamente tdxicos.

S28 - En caso de contacto con la piel, lavese inmediatamente con abundante agua.

REACTIVOS CON CONTENIDO DE TIMEROSAL

Algunos reactivos de este equipo contienen timerosal que es un compuesto de mercurio.
La eliminacion del mercurio elemental, el mercurio inorganico, los 6xidos de mercurio y
los compuestos de mercurio debe realizarse en conformidad rigurosa con todas las
normativas locales, nacionales y comunitarias.

ADVERTENCIA: Este producto contiene un producto quimico conocido en el Estado de
California por causar defectos de nacimiento y otros dafios reproductivos.

REACTIVOS CON CONTENIDO DE YODO-125

Este equipo contiene material radiactivo que no supera de 2 pCi (74 kBq) de yodo-125.
Para almacenar, manejar y desechar este material, deben adoptarse las precauciones
necesarias y practicas de laboratorio correctas.
Para facultativos o instituciones que reciben radiois6topos con licencia genérica:
Este material radiactivo solo deben recibirlo, adquirirlo, poseerlo y utilizarlo médicos,
veterinarios que practiquen la medicina veterinaria, laboratorios clinicos u hospitales, y
s6lo para pruebas in vitro clinicas o de laboratorio que no conlleven la administracion
interna o externa del material ni su radiaciéon a seres humanos ni animales. Su recepcion,
adquisicion, posesion, uso y transferencia se rigen por la normativa y la licencia genérica
de la Comision Reguladora Nuclear del estado en el que la Comisién haya llegado a un
acuerdo para el ejercicio de su autoridad reguladora.

1. El almacenamiento del material radiactivo debe limitarse a un area destinada

especificamente a tal efecto.

2. El acceso a materiales radiactivos debe estar limitado a personal autorizado
unicamente.

3. No recoja material radiactivo con la pipeta usando la boca.
No coma ni beba dentro de las areas destinadas a trabajos radiactivos.

5. Las areas donde puedan producirse derrames deben enjugarse y después lavarse
con un detergente alcalino o una solucién decontaminante radiolégica. Todo
recipiente de vidrio utilizado debe enjuagarse completamente con agua antes de
lavarse con otros recipientes de laboratorios.

Para facultativos o instituciones que reciben radioisétopos con licencia especifica:

La recepcion, el uso, la transferencia y la eliminaciéon de los materiales radiactivos se
rigen por la normativa y las condiciones de la licencia en cuestion.

ADVERTENCIA: Este producto contiene una sustancia quimica conocida por el Estado
de California como causante de cancer.

P
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ATENCION: La radiactividad impresa en el interior del paquete puede diferir ligeramente
de la impresa en la etiqueta de la caja y en la del vial del trazador. La etiqueta de la caja
y la del trazador indican la cantidad real de radiactividad en la fecha de la calibracion,
mientras que el impreso del interior del paquete indica la radiactividad tedrica del equipo.

ADVERTENCIAS ADICIONALES

1. Evite las salpicaduras o la generacion de aerosoles.
2. Los tiempos y las temperaturas de incubacion distintas de las especificadas pueden
provocar resultados erréneos.

3. La contaminacién microbiana de los reactivos puede provocar resultados
incorrectos.

4. No cambie los reactivos por otros de lotes distintos o de otros fabricantes.

6. REQUISITOS DE LA MUESTRA

PRECAUCION: Las muestras del paciente y todos los materiales que se ponen en
contacto con ellas deben ser tratados como posibles agentes infecciosos y deben
desecharse con las precauciones apropiadas.

RECOGIDA'Y ALMACENAMIENTO DE SUERO Y PLASMA

Una muestra de sangre apropiada debe recogerse de forma aséptica por puncién venosa
en un tubo de vidrio estérii de 5 6 10 mL para que produzca un minimo de
400 pL de suero o plasma EDTA por ensayo (para 2 réplicas). Debe tenerse cuidado
para retirar el suero del coagulo con rapidez, por centrifugacién para evitar la hemdlisis.
Centrifugue el suero o el plasma a temperatura ambiente durante 10 minutos a 760 x g*.
Debe utilizarse EDTA (72 mg/5 mL de sangre) como anticoagulante para el plasma. No
se precisan otros aditivos ni conservantes para mantener la integridad de la muestra.

El suero o el plasma EDTA debe colocarse en tubos de almacenamiento cubiertos
estériles. El suero es estable hasta 7 dias a 4° C. Si desea almacenarlo mas tiempo,
congélelo a -20° C en un congelador con auto descongelacién. DiaSorin ha comprobado
que las muestras de suero permanecen estables hasta 18 meses cuando estan
permanente congeladas a -20° C. Las muestras de suero no deben congelarse y
descongelarse de forma reiterada. Todos los materiales de plastico, vidrio u otros que
entren en contacto con la muestra deben estar completamente limpios de contaminacion.
Es recomendable, pero no imprescindible, tomar la muestra en ayunas, para evitar
interferencias imprevistas de sustancias liposolubles. Deben rechazarse las muestras
con evidencias de hemdlisis. No se ha detectado que la bilirrubina (<5 mg/dL) interfiera
con este ensayo. No se ha examinado la posible interferencia de medicamentos.

7. EQUIPO Y MATERIALES NECESARIOS PERO NO SUMINISTRADOS
7.1  Guantes de goma /latex para utilizar mientras se realiza la prueba.

7.2  Tubos desechables de vidrio de borosilicato, 12 x 75 mm.

7.3  Centrifuga controlada por temperatura (20-25° C) con capacidad
para 12 tubos de 75 mm a 1600 +20 g*.

7.4  Contador de centelleo de rayos gamma calibrado y capaz de contar
yodo-125.

7.5 Mezclador vortex.
7.6  Utensilios de dosificacion.
a. Micropipetas calibradas para suministrar 200 (+4) pL.
b. Dispensadores repetitivos calibrados para suministrar 100 (+2) L y
500 (+5) pL.
7.7  Agua purificada para diluir el DAG-PPT.
7.8  Temporizador para medir con precision +2 minutos.
7.9 Tres papeles graficos semilog.

*g = (1118 x 10°) (radio en cm) (rpm)?
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8. PROCEDIMIENTO DE ENSAYO

8.1
8.2

8.3

8.4

8.5

8.6
8.7
8.8

8.9

8.10
8.1

8.12

Prepare muestras desconocidas.

Prepare y etiquete por duplicado 12 tubos desechables de vidrio de 75 mm
segun el programa de ensayo de la contraportada.

Afada los reactivos de este modo:
a. Tubos de cuentas totales

Reserve hasta el paso 6 (utilizado para los calculos del control de calidad;
vea la seccion Control de calidad).

b. Tubos de unién no especifica (NSB)
200 pL de calibrador 0 por tubo

c. Calibrador0

200 pL de calibrador 0 por tubo

d. Calibradores EPO-Trac (1-5)

200 pL de calibrador por tubo

e. Controles y muestras desconocidas

200 yL de cada muestra o control por tubo
Afada 100 uL de anticuerpo primario de cabra EPO (azul) a cada tubo salvo a
los tubos de cuentas totales y los NSB.
Agite los tubos con suavidad en voértex e incube durante 2 horas (10 minutos) a
temperatura ambiente (20-25° C).

Anada 100 pL de trazador EPO (rojo) a todos los tubos.
Agite los tubos con suavidad en vértex e incube durante 16-24 horas a 2-8° C.

Mezcle con vigor el DAG-PPT antes de suministrarlo. Agite con movimientos
envolventes o mezcle el DAG-PPT con un pequefio agitador magnético a
velocidad muy baja mientras suministra 500 yL a todos los tubos excepto a los
de cuentas totales.

Agite en vortex; a continuaciéon, incube los tubos durante 30 (x5) minutos a
temperatura ambiente (20-25° C).

Centrifugue los tubos durante 20 minutos a 1600 x g* y 20-25° C.

Reserve los tubos de cuentas totales; decante el sobrenadante de
los restantes tubos en un contenedor apropiado para desechos radiactivos.
Seque los tubos en posicién invertida sobre papel absorbente para eliminar
todas las gotas de sobrenadante que pueden permanecer en los bordes antes
de ponerlos hacia arriba.

Cuente el precipitado de cada tubo y los tubos de cuentas totales durante un
minuto en un contador de centelleo de rayos gamma.

9. COMENTARIOS SOBRE EL PROCEDIMIENTO

9.1

9.2

9.3

Afada cada alicuota de reactivo al tercio inferior de los tubos de ensayo para
asegurar la mezcla completa de los reactivos.
Si no es posible decantar los tubos en los primeros 5 minutos tras el final de la
centrifugacion, vuelva a centrifugarlos antes de decantar el sobrenadante.
Para asegurar completamente el resultado sélido del ensayo RIA, deben
comprobarse varios factores adicionales. DiaSorin recomienda comprobar
periédicamente los siguientes parametros para asegurar el desempefio uniforme
del equipo.
a. Cuentas totales
b. Union maxima
Promedio de cuentas por minuto (CPM) de los tubos de calibrador 0 /
Promedio de CPM de los tubos de cuentas totales

*g = (1118 x 10°) (radio en cm) (rpm)?
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c. Unién no especifica
Promedio de CMP de los tubos NSB / Promedio de CPM de los tubos de
cuentas totales

d. Pendiente de la curva del calibrador
Por ejemplo, controle los puntos de supresion del 80, 50 y 20% de la linea
del calibrador.

10. CONTROL DE CALIDAD

Cada laboratorio debe incluir al menos dos controles en cada ensayo para supervisar sus
resultados. Pueden utilizarse controles disponibles en el mercado o los dos controles de
referencia que se suministran con el equipo. Los controles del equipo contienen EPO en
dos concentraciones. DiaSorin ha evaluado los controles del equipo con el equipo RIA %]
EPO-Trac de DiaSorin. El rango de concentraciones de cada control aparece en el
certificado de analisis, e indica los limites definidos por DiaSorin para los valores de
control que se pueden obtener a partir de ensayos fiables. Deben mantenerse graficos de
control de calidad para llevar un seguimiento del desempefio del control. Cada
laboratorio debe establecer limites de desempefio aceptables para cada nivel de control
mediante métodos estadisticos disefiados para detectar errores sistematicos y aleatorios.
Los resultados de control deben cumplir los criterios de aceptabilidad del laboratorio
antes de informar los resultados de las pruebas con pacientes. ' 2021

11. CALCULO DE RESULTADOS

Hay numerosos métodos para calcular los resultados de los ensayos RIA. Todos tienen
como finalidad obtener una curva de calibrado que relacione el alcance de la unién con
diferentes concentraciones de los calibradores de calibrado. El grafico puede tener una
escala lineal o logaritmica. Cada uno de estos métodos indica basicamente los mismos
valores para controles y muestras, aunque algunos ensayos pueden "ajustarse" mejor a
un método determinado que a otro. EI método de célculo del Laboratorio de Control de
Calidad de DiaSorin es B/Bo % [cantidad de union de trazador por muestra (B), dividido
por la cantidad de unién de trazador por calibrador cero (Bg) x 100] (vea el paso 3) frente
a concentracion logaritmica.
111 Calcule el promedio de CMP de cada calibrador, control y muestra
desconocida.
11.2 Reste el promedio de CPM de los tubos de uniones no especificas (NSB) de
todas las cuentas.
11.3 Divida las CPM corregidas de cada calibrador, control o muestra por las CPM
corregidas del calibrador 0.
CPM de calibrador o muestra desconocida - CPM de NSB

% B/Bg = 100
° 0 CPM de calibrador 0 - CPM de NSB X

1.4 Con un papel grafico semilog de tres ciclos, trace el B/Bg porcentual para los
calibradores EPO-Trac (eje vertical) frente a la concentracion impresa en la
hoja de especificaciones del control de calidad (eje horizontal).

11.5 Una los puntos con una linea de ajuste 6ptimo (FIGURA 1).

11.6 Interpole los niveles de eritropoietina en las muestras desconocidas del
trazado.

11.7 Si la lectura de alguna de las muestras desconocidas es <4,4 mU/mL, el limite
de deteccion de esta prueba, registre el valor como <4,4 mU/mL.

11.8 Si la lectura de cualquiera de las muestras desconocidas es mayor que el
calibrador mas alto, se la debe diluir con calibrador 0 EPO-Trac, n° de catalogo
23211 y volver a someter a ensayo. Las disoluciones de 1:2 y 1:5 seran
suficientes para la mayoria de las muestras.
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12. LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

121 Los resultados de este ensayo deben utilizarse junto con otra informacion
disponible procedente de evaluaciones clinicas y otros procedimientos de
diagnéstico.

12.2 No se comprobado la indeferencia en el ensayo de ningin medicamento.

TABLAI
Datos de muestras de ensayos RIA EPO-Trac™ DE DIASORIN
Promedio Porcentaje Porcentaje
CPM Promedio (CPM-NSB) union union Conc. *Corr.
Tubo (mU/mL) CPM (B) (B/T)** (B/Bo) (mU/mL) Conc.
Cuentas totales 14.823
(T)14,270 14.546
NSB 492
447 470 3,2%
Calibrador 0 4.783
4.904 4.844 4.374 33 100,0 0
(Bo)
Calibradores
1 4.321
4.273 4.297 3.827 87,5 9,0
2 3.832
3.773 3.803 3.333 76,2 19,0
3 2.896
2.920 2.908 2.438 55,7 39,0
4 1.645
1.669 1.657 1.187 27,1 83,0
5 865
932 898 428 9,8 290,0
Control nivel 1 3.924
3.877 3.901 3.431 74,4 16,9
Control nivel 2 1.918
1.935 1.927 1.457 33,3 69,3
Desc.n° 1 1.217
1.232 1.225 755 17,3 127
1:2 1.832
1.873 1.853 1.383 31,6 72,6 124,8
Desc. n° 2 1.508
1.437 1.472 1.002 22,9 96,6
1:2 2.264
2.309 2.286 1.816 41,5 56,0 91,6

La TABLA Il y la FIGURA 1 muestran ejemplos de datos tipicos de muestras y de una curva de
calibrado; esta informacién sélo debe utilizarse como referencia y no para calcular ningtn valor.

* Corr. conc. = Concentracién corregida; solo para muestras diluidas.

** Estos parametros se supervisan para el control de calidad (vea la seccion Control de
calidad).
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CURVA DE CALIBRADOR DE MUESTRA DE EPO

*%8/Bo
100

40

mU/mL

FIGURA 1

* Este grafico se genera a partir de los datos de muestras (TABLA Il) y se utiliza solo
como referencia. No lo utilice para calcular los valores del ensayo.

13. VALORES PREVISTOS
13.1 Rango normal
Cada laboratorio debe establecer su propio rango normal.

Los niveles de eritropoietina se midieron en ciento cuatro (104) hombres y mujeres
normales (45 H, 61 M) de Minneapolis, Minnesota mediante el ensayo RIA EPO-Trac.
Se determind un valor medio de EPO de 17,7 £7,5 mU/mL. Los valores individuales se
encontraron entre un minimo de 4,9 y un maximo de 52,7 mU/mL. El valor medio de EPO
en suero para mujeres normales fue de 18,3 y de 16,6 mU/mL en hombres normales. No
se observo ninguna diferencia estadistica (p = 0,27) entre los niveles de EPO en
hombres y mujeres.

Otras investigaciones de individuos normales, utilizando ensayos RIA de EPO internos
determinaron niveles medios de EPO similares a los del estudio anterior.2*5 Algunos de
estos estudios encontraron diferencias significativas pero pequefias entre hombres y
mujeres: las mujeres tenian valores ligeramente superiores a los de los hombres.®°® Los
resultados de estos estudios se resumen en la tabla siguiente:

Estudio Sexo n= Media +1 S.D.
Koeffler 19812 ambos 26 14,9 £ 4,2 mU/mL
Garcia 19824 hombres 364 17,2 £ 5,5 mU/mL
mujeres 199 18,8 + 6,2 mU/mL
Ryner 1989° hombres 50 8,0 £ 3,2 mU/mL
mujeres 50 11,3 £ 3,4 mU/mL
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13.2 Valores de estado de enfermedad

Las concentraciones anormales de EPO en circulacién, observadas junto con
informacién clinica adicional, pueden ser caracteristicas de estados de enfermedad
especificos.

Los pacientes con policitemia rubra vera presentan generalmente un nivel EPO en suero
normal o inferior cuando se mide con ensayos RIA internos.®® Estos pacientes con
policitemia secundaria provocada por hipoxia, como en el fallo cardiaco congestivo o en
la enfermedad pulmonar obstructiva crénica, presentan niveles elevados de EPQO.38°
La produccién ectépica de EPO puede provocar en ocasiones un elevado nivel de EPO
en suero y la subsiguiente policitemia secundaria en pacientes con mioma urinario,
hemangioblastoma cerebeloso, carcinoma hepatico y feocromocitoma. Los tumores
renales, incluidos hipernefroma, adenoma y sarcoma, pueden provocar una eritrocitosis
similar relacionada con EPO.?

La mayoria de los pacientes anémicos tienen un elevado nivel de EPO en suero aunque
el alcance del nivel depende del grado y el tipo de la anemia. Pueden encontrarse
incrementos de EPO en suero en pacientes con anemia de célula falciforme o infeccion
HIV aunque los niveles EPO, en general, son menos pronunciados que en otras
anemias. ™ "

Se cree que las anemias encontradas en pacientes con enfermedades renales son el
resultado de una deficiente produccion de eritropoietina debido a rifiones enfermos o a su
ausencia. Los pacientes de dialisis anémicos anéfricos tienen niveles de EPO bajos o
imposibles de detectar.”? Por otro lado, los pacientes dependientes de didlisis, con
enfermedad renal terminal, tienen generalmente un nivel normal o elevado de EPO en
suero. En cualquier caso, se cree que los niveles de EPO en suero detectados en estos
pacientes son demasiado bajos para su grado de anemia.'> " Los pacientes con
transplantes de rifién reciente tienen, en ocasiones, un elevado nivel de EPO en suero
como respuesta a su anemia.

En un estudio clinico realizado en Minneapolis, Minnesota, los niveles de EPO se
midieron con el ensayo RIA EPO-Trac en veintiocho (28) pacientes néfricos de dialisis
con enfermedad renal terminal. EI promedio de los niveles de EPO en suero fue de
38,4 + 67,1 mU/mL (rango: 10,4-360,6 mU/mL), mientras el promedio de los niveles de
hemoglobina fue de 9,4 +1,6 g/dL (rango: 6,9 to 12,3 g/dL). Se considerd que este valor
era demasiado bajo para una poblacion de pacientes con un grado de anemia
equivalente, pero funcién renal normal.’? ' Este estudio confirmé los descubrimientos de
investigadores anteriores relativos a la deficiencia de eritropoietina en pacientes
dependientes de dialisis.'® ' Asimismo, se determinaron los niveles de eritropoietina en
una serie de grupos de pacientes. La tabla siguiente muestra el promedio de los niveles
de EPO medidos. Los controles de pacientes se seleccionaron de forma aleatoria de la
poblacién de pacientes evaluada.
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Tabla resumen de niveles medios de EPO en varios grupos de pacientes
mediante el equipo RIA EPO-Trac

Diagnostico n EPOM((?T?LI?/mL) S.D.
Normales 36 15,7 10,5
Controles de pacientes 18 18,6 11,3
Pacientes en dialisis 28 38,4 67,1
Mielodisplasia 2 651,0 887,2
Mielofibrosis 2 116,0 147,5
Hipoplasia eritroide / Aplasia 4 1545 1213
Linfoma no Hodgkin 15 26,4 13,8
Enfermedad de Hodgkin 3 29,8 31,3
Leucemia linfocitica crénica 3 17,4 9,7
Macroglobulinemia 2 30,2 15,1
Mieloma 3 49,7 52,3
Anemia hemolitica 3 51,4 29,2
Anemias varias 10 32,2 18,9
Pacientes con eritrocitosis 6 14,6 8,5
Pacientes con policitemia vera 6 20,7 4,9

Los niveles de eritropoietina indicados arriba pueden ser coherentes o no con los estados
de enfermedad de la lista. Todos los pacientes estaban en diferentes estados de
tratamiento lo que puede alterar el nivel de eritropoietina esperado para su estado de
enfermedad especifico. Debe tenerse en consideracion el estado individual del paciente y
la salud de su sistema de eritropoietina al interpretar los niveles especificos de ésta.

14. DATOS DE RENDIMIENTO
14.1 Capacidad de reproduccion

Variacion dentro del ensayo Suero (valores = mU/mL)
Valor de la S.D. (% C.V.)* N
media
BAJO 11,1 1,3 11,9 20
BAJO 12,4 1,2 10,0 20
BAJO 22,9 1,2 5,2 10
MEDIO 39,9 1,9 4,8 10
ALTO 106,5 5,1 4,8 10
ALTO 254,6 29,8 11,7 20
Variacion entre ensayos Suero (valores = mU/mL)
Valor de la S.D. (% C.V.)* N
media
BAJA 9,8 1,4 14,3 5
BAJA 13,2 1,6 12,1 5
BAJA 19,0 1,3* 6,7 5
MEDIO 40,9 1,4 3,5 5
ALTO 147,6 15,7 10,6 5
ALTO 220,2 26,9 12,2 5

*

Las muestras se sometieron a cinco ensayos independientes (n = 5)
** % C.V.=(S.D. + media) 100
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14.2 VERACIDAD: LA VERACIDAD DEL ENSAYO SE COMPROBO CON LA
PRUEBA DE LINEALIDAD Y DE RECUPERACION.

Paralelismo de dilucion
Estudio de dilucién en serie de muestras desconocidas de suero

NU Dilucion EPO % media/
omere Media (mU/mL) | 0 Media de dilucién

1 0 15,6* -
1:2 17,4 111,5

2 0 1271 -
1:2 124,8 98.2
1:4 141,2 111,1
1:8 152,0 119.6

3 0 96,6 —
1:2 91,6 94,8
1:4 100,4 103,9
1:8 100,0 103.5

4 0 51,3 =
1:2 52,8 102,9
1:4 38,4 74.9

Media = 102,3

* Los valores de dilucién cero eran los valores medidos antes de la dilucion con
disolvente de suero de DiaSorin.

Exactitud
Estudio de recuperacién Suero (valores = mU/mL)
o Valor de Calibrador EPO Valor Porcentaje de
N° de juego fondo* afadido medido** recuperacion***
1 8,9 19,5 27,3 94,4
8,9 41,5 51,9 103,6
8,9 145,0 182,0 1194
2 18,1 19,5 37,3 98,5
18,1 41,5 66,0 115,4
18,1 145,0 205,6 129,3
3 44,3 19,5 62,9 95,4
443 41,5 87,6 104,3
44,3 145,0 158,5 78,8
4 80,8 19,5 101,3 105,1
80,8 41,5 127,1 111,6
80,8 145,0 210,7 89,6
Media = 103,8

* Valor de muestra sometida a ensayo dividido por 2.
** VVolumen igual de calibrador EPO-Trac 3, 4 y 5, y muestra de paciente combinada.
*** % recuperacion = [(medido-valor de fondo)/EPO afiadida] x 100
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14.3 Sensibilidad analitica (limites de deteccion)

La concentracion minima detectable de EPO es de 4,4 mU/mL, cuando se define como la
concentracion aparente en 3 desviaciones de calibrador a partir de las cuentas en el
maximo o unién cero. Las muestras desconocidas cuyas lecturas sean inferiores a la
sensibilidad de este ensayo deben registrarse como <4,4 mU/mL.

14.4 Especificidad analitica

Los resultados de un experimento de reactividad cruzada con el sistema RIA EPO-Trac y
8 proteinas de suero de presencia natural mostré6 una reactividad cruzada de
<0,001% medida a la sensibilidad del ensayo (4,4 mU/mL).

Sustancias % reactividad cruzada
Albumina humana <0,001

Factor de estimulacion de colonia <0.001
granulocitico macrofago (GM-CSF) ’
Interleukin-3 <0,001

Alpha-1 Antitrypsin <0,001
Gonadotropina coriénica humana <0,001

Alfa-1 glicoproteina acida <0,001

IgG humano <0,001

IgM humano <0,001

La secuencia genética de la eritropoietina se compard con todas las secuencias de los
genes humanos del GenBank y las bases de datos EMBL. La busqueda no encontrd
genes con una similitud significativa a la secuencia del gen de la eritropoietina.

14.5 Interferencia

Los estudios se evaluaron de acuerdo con métodos del CLSI para determinar la
interferencia de la hemoglobina, los triglicéridos y la bilirrubina. Dichos estudios indican
que no se observaron interferencias.

14.6 Tipo de muestra

Se encontré una elevada correlacion de las muestras emparejadas de plasma EDTA y
suero.

Y (SUERO) = 0,9 + 0,993 (PLASMA); r = 0,93 (rango: 4,7 - 42,5 mU/mL; suero).

CONSULTE LA BIBLIOGRAFIA EN LA ULTIMA PAGINA.
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KIT 2| RIA EPO-TRAC

1. USO PREVISTO

PER USO DIAGNOSTICO IN VITRO.

Il kit EPO-Trac™ RIA serve per la determinazione quantitativa di eritropoietina (EPO) nel
siero o plasma EDTA mediante analisi radioimmunologica (RIA) per la diagnosi di anemie
e policitemia.

2. SOMMARIO E SPIEGAZIONI

L'eritropoietina (EPO) & una glicoproteina (34.000 dalton) che stimola la maturazione dei
precursori degli eritrociti. L'EPO & secreto dal rene in risposta al contenuto di ossigeno
nel sangue. Normalmente, quando i livelli di ossigeno si abbassano, come nel caso di
ipossia fisiologica, il livello di EPO in circolo aumenta e stimola una maggiore produzione
di eritrociti.!

Livelli anomali di EPO in circolo sono caratteristici di disturbi patologici specifici, fra cui
varie forme di anemia, policitemia e tumori. La sovraproduzione di EPO é stata associata
al carcinoma renale. Alcune forme di tumore del fegato e di tumore di altri organi sono
stati associati alla produzione ectopica di eritropoietina.?

L'anemia & caratterizzata da livelli insufficienti di eritrociti.? | pazienti anemici con livelli
elevati di EPO presentano anemia aplastica, anemia da carenza di ferro e anemia
emolitica. L'anemia associata a disfunzioni renali croniche € il risultato di una scarsa
produzione di EPO da parte del rene.

La sovraproduzione di eritrociti € definita policitemia. Nella policitemia rubra vera non
curata, la sovraproduzione di eritrociti da parte dei progenitori ematopoietici avviene in
presenza di concentrazioni di EPO basse o non individuabili.®

La policitemia secondaria (da stress) & causata da una aumentata produzione e rilascio di
EPO dovuta ad una maggiore massa di eritrociti. La policitemia secondaria pud essere
causata da vari fattori, quali fumo, calcoli renali, fibrosi polmonare, malattie cardiache,
tumori o emoglobina anormale.?

Sono stati studiati diversi metodi per la misurazione dell'eritropoietina negli uomini e negli
animali. Le prime analisi prevedevano un bioassay in vivo che utilizzava topi vivi con
policitemia exipossica.*°> Con lo sviluppo di eritropoietina umana ricombinante, sono state
sviluppate analisi in vitro che avevano il vantaggio di richiedere tempi e costi minori.
Queste analisi in vitro comprendono l'analisi radioimmunologica (RIA) e il dosaggio
immunoenzimatico (EIA).

3. PRINCIPIO DELL'ANALISI

La procedura 'l RIA EPO-Trac di Diasorin & una analisi radioimmunologica di
disequilibrio, con legame in competizione che utilizza eritropoietina umana ricombinante
sia per il tracciante che per i calibratori. | campioni vengono incubati con I'anticorpo
primario di capra EPO-Trac (capra anti-EPO) e lasciati reagire per 2 ore prima di
aggiungere il tracciante EPO-Trac etichettato con iodio-125. Dopo una notte di
incubazione, nelle provette di analisi viene aggiunto I'anticorpo secondario complesso
precipitante asino anti-capra (DAG-PPT) (TABELLA I). Il DAG-PPT & un siero asino anti-
capra che & pre-precipitato con un normale siero di capra e un surfactante. || DAG-PPT
viene incubato con calibratori o campioni, anticorpo primario e tracciante, per trenta
minuti prima di centrifugare le provette per separare il tracciante legato dal tracciante non
legato. Il tracciante non legato viene rimosso mediante decantazione del liquido
superficiale da ogni provetta. |l tracciante legato nei precipitati DAG-PPT residui viene
contato per 1 minuto con un contatore a raggi gamma. | conteggi di '®I sono
inversamente proporzionali alla quantita di EPO presente in ogni campione.
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4. REAGENTI FORNITI CON IL KIT

Anticorpo primario EPO-Trac (BLU) 1 fiala/11 mL

Calibratori EPO-Trac (0-5) 1 fiala/11 mL, 5 fiale/2.1 mL
EPO-Trac DAG-ppt 2 fiale/35 mL

Tracciante EPO-Trac (ROSSO) 1 fiala/11 mL

Controlli EPO-Trac 2 fiale/2,1 mL

Numero di test 100

CONSERVAZIONE: Il kit deve essere conservato a 2-8°C. Dopo I'apertura, conservare
ogni reagente a 2-8° fino alla data di scadenza indicata sull'etichetta. | reagenti non
devono essere utilizzati dopo la data di scadenza. La data di scadenza del kit € indicata
sull'etichetta esterna e si riferisce alla data di scadenza del tracciante.

Non si devono mescolare reagente di lotti diversi.

4.1 Calibratori EPO-Trac, 0-5: reagente pronto all'uso

Sei calibratori per eritropoietina ricombinanti, a concentrazioni normali varianti fra circa
0 e 280 mU/mL, prediluiti in una soluzione salina tamponata con stabilizzatori delle
proteine, antimicrobici e 0.1% sodio azide. | calibratori sono conformi con World Health
Organization (WHO) 2nd IRP Erythropoietin, HUM, Urinary/Bioassay 67/343% e WHO (IS)
International Calibrator for Erythopoietin, Recombinant DNA (rDNA) - codice di
derivazione #87/684. | calibratori del kit dimostrano commutabilita con i campioni del
paziente quando usati con reagenti e con la procedura operativa di questo test
diagnostico in vitro, come consigliato.

4.2 '?5] EPO-Trac: reagente pronto all'uso

L'eritropoietina umana ricombinante € etichettata con iodio-125, 2 uCi (74 kBq), e diluita
in una soluzione salina tamponata con stabilizzatori delle proteine, antimicrobici,
0.1% sodio azide e colorante rosso N. 40 secondo il Food, Drug and Cosmetic
(FD & C).

4.3 Anticorpo primario EPO-Trac: reagente pronto all'uso

Il siero EPO capra anti-umano & diluito con una soluzione salina tamponata con
stabilizzanti delle proteine, antimicrobici, 0.1% sodio azide e colorate blu N. 1 secondo il
FD & C.

4.4 Complesso precipitante EPO-Trac, DAG-PPT: reagente liofilizzato

Il siero asino anti-capra & pre-precipitato con normale siero di capra e surfactante, diluito
in un tampone BSA-borato con antimicrobici e 0.03% timerosal e liofilizzato. Ricostituire
la fiala con 35 mL di acqua depurata; mescolare accuratamente fino a quando la
sospensione si presenta omogenea, quindi lasciar riposare per almeno 30 minuti a
temperatura ambiente mescolando occasionalmente. Agitare energicamente o mescolare
con un piccolo agitatore magnetico a velocita molto bassa mentre si distribuisce DAG-
PPT nelle provette. Non usare il reagente se questo mostra segni di reidratazione prima
dell'uso.

4.5 Controlli EPO-Trac, Livelli 1 e 2: reagente pronto all'uso

Ad una soluzione salina tamponata con stabilizzatore delle proteine si aggiunge EPO
umano ricombinante al fine di ottenere una concentrazione entro il range specificato
indicato sul certificato di analisi. Vengono aggiunti 0.1% sodio azide ed altri stabilizzanti.
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5. AVVERTENZE E PRECAUZIONI
PER USO DIAGNOSTICO IN VITRO.
Non per uso interno o esterno su animali o persone.

REAGENTI CONTENENTI SODIO AZIDE

ATTENZIONE: Alcuni reagenti di questo kit contengono sodio azide. La sodio azide puo
reagire con componenti in piombo o rame e formare quindi azidi metalliche altamente
esplosive. Al momento dello smaltimento, lavare con abbondante acqua al fine di evitare
la formazione di azide. Per ulteriori informazioni, consultare "Decontamination of
Laboratory Sink Drains to Remove Azide Salts," nel manuale Guide-Safety Management
No. CDC-22 pubblicato dai Centri per il controllo e la Prevenzione delle malattie di
Atlanta, GA, USA,1976.

Frasi di rischio per sostanze pericolose della Comunita Europea (Direttiva del
Consiglio 1999/45/CE)

R 20/21/22 - Harmful by inhalation, in contact with skin and if swallowed (Dannoso per
inalazione, per contatto con la pelle ed ingestione).

R 32 - Contact with acids liberates very toxic gas (Il contatto con acidi libera gas
altamente tossico).

S28 - After contact with skin, wash immediately with plenty of water (Dopo il contatto con
la pelle, lavare immediatamente con abbondante acqua).

REAGENTI CONTENENTI TIMEROSAL

Alcuni reagenti di questo kit contengono timerosal in cui & presente un composto di
mercurio. Lo smaltimento di mercurio elementare, mercurio inorganico, ossidi di mercurio
e composti di mercurio deve essere effettuato in stretta conformita con le norme locali e
statali.

AVVERTENZA: Questo prodotto contiene un prodotto chimico noto nello Stato della
California per provocare difetti congeniti o altre lesioni ai feti.

REAGENTI CONTENENTI IODIO-125

Questo kit contiene materiale radioattivo che non supera 2uCi (74kBq) di iodio-125.
Adottare precauzioni adeguate e le buone pratiche di laboratorio per la conservazione, la
manipolazione e lo smaltimento di questo materiale.

Per i professionisti o gli istituti che utilizzano radioisotopi con una licenza generale:

Questo materiale radioattivo pud essere consegnato, acquisito, conservato e usato
unicamente da personale medico, veterinari abilitati alla pratica di medicina veterinaria,
laboratori clinici o ospedali e unicamente per test in vitro clinici o di laboratorio che non
prevedano la somministrazione interna o esterna del materiale, o di radiazioni da esso
derivanti, su persone o animali. L'acquisto, il possesso, la conservazione, l'uso e il
trasferimento sono soggetti alle norme e alla licenza generale della Nuclear Regulatory
Commission statunitense dello stato con cui la Commissione ha stipulato un accordo per
I'esercizio dell'autorita normativa.

1. La conservazione del materiale radioattivo deve essere limitata ad un'area
specificatamente designata.

2. L'accesso ai materiali radioattivi deve essere limitato esclusivamente al personale
autorizzato.

3. Non usare la bocca per versare con la pipetta materiale radioattivo.

Non mangiare o bere nelle aree di lavoro designate per materiale radioattivo.

5. Le zone dove possono verificarsi perdite devono essere pulite, quindi lavate con
detergente alcalino o soluzione per la decontaminazione radiologica. Tutti gli oggetti
in vetro usati devono essere accuratamente risciacquati con acqua prima di lavarli
con altri oggetti in vetro del laboratorio.

P
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Per i professionisti o gli istituti che utilizzano radioisotopi con una licenza specifica:

L'acquisto, I'uso, il trasferimento e lo smaltimento di materiali radioattivi sono soggetti alle
norme e alle condizioni della licenza specifica.

AVVERTENZA: Questo prodotto contiene un prodotto chimico noto nello Stato della
California per provocare cancro.

ATTENZIONE: La radioattivita stampata sulle istruzioni allegate alla confezione pud
essere leggermente diversa dalla radioattivita stampata sull'etichetta della scatola e
sull'etichetta della fiala di tracciante. L'etichetta sulla scatola e sulla fiala di tracciante
indicano la quantita effettiva di radioattivita alla data di calibrazione, mentre il materiale
informativo della confezione indica la radioattivita teorica del kit.

AVVERTENZE SUPPLEMENTARI
1. Evitare di spruzzare o usare come aerosol.

2. Tempi di incubazione o temperature diverse da quelli specificati possono dare
risultati erronei.

3. La contaminazione microbica dei reagenti pud dare risultati errati.
4. Non sostituire reagenti con quelli di altri lotti o di altri costruttori.

6. REQUISITI PER | CAMPIONI

AVVERTENZA: | campioni dei pazienti e tutti i materiali che vengono in contatto con i
campioni devono essere maneggiati come se in grado di trasmettere infezioni e devono
essere smaltiti con le adeguate precauzioni.

PRELIEVO E CONSERVAZIONE DEL SIERO O DEL PLASMA

Prelevare una quantita sufficiente di sangue in maniera asettica mediante venopuntura in
una provetta sterile da 5 o 10 mL sotto vuoto in modo da ottenere un minimo di 400 pL di
siero o plasma EDTA per analisi (per 2 replicati). Rimuovere prontamente il siero dal
coagulo mediante centrifugazione per evitare I'emolisi. Centrifugare il siero o il plasma a
temperatura ambiente per 10 minuti a 760 x g*. Usare EDTA (72 mg/5 mL di sangue)
come anticoagulante per il plasma. Non sono richiesti altri additivi o conservanti per
mantenere l'integrita del campione.

Il siero o il plasma EDTA devono essere conservati in provette sterili chiuse. Il siero
rimane stabile fino a 7 giorni alla temperatura di 4°C. Per tempi di conservazione piu
lunghi, congelarlo a -20°C in un congelatore autosbrinante. DiaSorin ha verificato che i
campioni di siero rimangono stabili fino a 18 mesi se congelati ininterrottamente a -20°C. |
campioni di siero non devono essere congelati e scongelati ripetutamente. Tutto il
materiale in plastica, oggetti in vetro o altro materiale che viene a contatto con i campioni
deve essere completamente esente da qualsiasi contaminazione.

Si consigliano campioni prelevati a digiuno, anche se non obbligatorio, al fine di evitare
interferenze impreviste da sostanze liposolubili. Scartare campioni visibilmente
emolizzati. La bilirubina (<5 mg/dL) non ha dimostrato interferire con questa analisi. Non
sono state studiate le interferenze di farmaci.

7. ATTREZZATURE E MATERIALI NECESSARI, NON FORNITI IN DOTAZIONE
7.1  Guanti in gommal/lattice da indossare durante I'analisi.
7.2 Provette in vetro borosilicato monouso, 12 x 75 mm.

7.3  Centrifuga a temperatura controllata (20-25°C) adatta per 12 provette da 75 mm
centrifugate a 1600 £20 g*.

7.4 Contatore ad emissione di scintille gamma calibrato e adatto per il conteggio di
iodio-125.

7.5 Mixer Vortex.

7.6  Dispositivi per operazioni con pipetta:
a. Micropipette calibrate per inviare 200 (+4) pL.
b. Dosatori a ripetizione calibrati per inviare 100 (+2) pL e 500 (5) pL.

*g = (1118 x 10°®) (raggio in cm) (rpm)?
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7.7
7.8
7.9

Acqua depurata per diluire DAG-PPT.
Timer per contare con precisione fino a £2 minuti.
Carta millimetrata per modello semi-logaritmico a tre cicli.

PROCEDURA DI ANALISI

8.1
8.2

8.3

8.4

8.5

8.6
8.7

8.8

8.9

8.10
8.1

8.12

Preparare i campioni non noti.
Preparare ed etichettare due serie di 12 provette monouso da 75 mm in base allo
Schema di analisi sul retro della copertina.
Aggiungere i reagenti nel seguente modo:
a. Provette per il conteggio totale
Mettere da parte fino all'esecuzione della fase 6 (usate per i calcoli del
controllo qualita - vedere la sezione Controllo di qualita)
b. Provette per legame non specifico (NSB)
200 pL di calibratore 0 per provetta
c. Calibratore 0
200 pL di calibratore 0 per provetta
d. Calibratori EPO-Trac (1-5)
200 pL di calibratore per provetta
e. Controlli e campioni non noti
200 pL di ogni campione o controllo per provetta
Aggiungere 100 pL di anticorpo di capra primario EPO (blu) in ogni provetta,
eccetto le provette per il conteggio totale e NSB.
Agitare lentamente le provette nel Vortex e lasciare in incubazione per 2 ore
(210 minuti) a temperatura ambiente (20-25°C).
Aggiungere 100 pL di tracciante EPO (rosso) in tutte le provette.
Agitare lentamente le provette nel Vortex e lasciare in incubazione per 16-24 ore
e 2-8°C.
Mescolare energicamente il DAG-PPT prima di distribuirlo. Agitare
energicamente o mescolare DAG-PPT con un piccolo agitatore magnetico a
velocita molto bassa mentre si distribuiscono 500 pL in tutte le provette, eccetto
le provette per il conteggio totale.
Agitare nel Vortex; lasciare quindi in incubazione le provette per 30 (£5) minuti a
temperatura ambiente (20-25°C).
Centrifugare le provette per 20 minuti a 1600 x g* a 20-25°C.
Mettere da parte le provette per il conteggio totale; far quindi decantare i liquidi
superficiali dalla provette rimanenti in un adeguato contenitore per rifiuti
radioattivi. Asciugare su carta assorbente le provette capovolte per rimuovere
eventuali gocce di liquido superficiale che possono essere rimaste sui bordi
prima di riportarle in posizione verticale.
Usando un contatore ad emissione di scintille gamma, contare per un 1 minuto il
precipitato in ogni provetta di analisi e nelle provette per il conteggio totale.

*g = (1118 x 10'®) (raggio in cm) (rpm)?
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9. COMMENTI ALLA PROCEDURA

9.1 Aggiungere ogni aliqguota di reagente al terzo inferiore delle provette di
analisi al fine di garantire una miscela completa di reagenti.

9.2 Se non € possibile lasciar decantare le provette nei 5 minuti dopo
l'arresto della centrifuga, si consiglia di centrifugare nuovamente le provette
prima di far decantare il liquido superficiale.

9.3 Per monitorare completamente la costanza e la validita di un'analisi
RIA, si possono controllare altri fattori. DiaSorin consiglia di controllare
regolarmente i seguenti parametri per garantire prestazioni costanti del kit.

a. Conteggi totali

b. Legame massimo
Conteggi medi al minuto (CPM) delle provette del calibratore 0/CPM medio
delle provette per il conteggio totale.

c. Legame non specifico
CPM medio delle provette NSB/CPM medio delle provette per il conteggio
totale.

d. Pendenza della curva di calibrazione
Ad esempio, monitorare i punti di soppressione a 80 e 50 e 20% della linea
del calibratore.

10. CONTROLLO DI QUALITA'

Ogni laboratorio deve includere almeno due controlli in ogni analisi per monitorare le
performance. Si possono utilizzare i controlli disponibili in commercio o i due controlli di
riferimento forniti con il kit. | controlli del kit contengono EPO a due concentrazioni.
| controlli del kit sono stati esaminati da DiaSorin utilizzando il kit 251 RIA EPO-Trac I
range delle concentrazioni di ogni controllo € riportato sul certificato di analisi ed indica i
limiti stabiliti da DiaSorin per i valori di controllo ottenibili in sessioni di analisi affidabili.
Conservare le tabelle per il controllo della qualita al fine di verificare le performance dei
controlli. Limiti accettabili per le performance verranno stabiliti da ogni singolo laboratorio
per ogni livello di controllo utilizzando metodi basati su statistiche ideati per rilevare errori
sistematici e casuali. | risultati dei controlli devono corrispondere ai criteri del laboratorio
per quanto concerne l'accettabilita prima di riferire i risultati dei test ai pazienti.'® 2. 2!

11. CALCOLO DEI RISULTATI
Esistono molti metodi per calcolare i risultati di RIA, ognuno tende ad ottenere una curva
di calibrazione mediante tracciamento dell'estensione del legame rispetto alle
concentrazioni indicate dei calibratori. Il grafico pud essere su scala lineare o logaritmica.
Ciascun metodo da essenzialmente gli stessi valori per i controlli e i campioni, anche se
certe analisi possono essere piu "adatte" per un particolare metodo rispetto ad un altro. Il
metodo di calcolo del Laboratorio di controllo qualita di DiaSorin &€ % di B/Bo [quantita di
tracciante legato da campione (B), diviso per la quantita di tracciante legato dal
calibratore zero (Bo) x 100] (vedere fase 3 piu avanti) rispetto alla concentrazione di log.
1.1 Calcolare il CPM medio per ogni calibratore, controllo e campione non noto.
11.2 Sottrarre il CPM medio delle provette NSB da tutti i conteggi.
1.3 Dividere il CPM corretto di ogni calibratore, controllo o campione per il CPM

corretto del calibratore 0.

CPM del calibratore o campione non noto - CPM di NSB
CPM del calibratore 0 - CPM di NSB

% B/Bo = x 100
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11.5
11.6
1.7

Utilizzando carta millimetrata per modello semi-logaritmico a tre cicli, tracciare la
percentuale di B/Bg per i calibratori EPO-Trac (asse verticale) rispetto alla
concentrazione stampata sul foglio delle specifiche per il controllo di qualita
(asse orizzontale).

Tracciare una linea di miglior interpolazione fra i punti (FIGURA 1).

Interpolare i livelli di eritropoietina nei campioni non noti.

Se qualche campione da una lettura di <4.4 mU/mL, la soglia di rivelazione di
questo test, riportare il valore come <4.4 mU/mL.

Se un campione non noto da una lettura maggiore rispetto al calibratore
superiore, il campione dovra essere diluito con il calibratore 0 EPO-Trac, N. Cat.
23211 e analizzato nuovamente. Diluizioni di 1:2 e 1:5 saranno sufficienti per la
maggior parte dei campioni.

12. LIMITI DELLA PROCEDURA

121

12.2

| risultati di questa analisi dovranno essere usati unitamente alle informazioni
disponibili da valutazioni cliniche e altre procedure diagnostiche.

Non sono state studiate le interferenze di farmaci.

56



TABELLAII
Dati campione DiaSorin EPO-Trac™ RIA

Media Percent. Percent.
CPM CPM (CPM-NSB) legato legato Conc. * Conc.
Provetta (mU/mL)  medio (B) (B/T)** (B/Bo) (mU/mL) Corr.
Conteggio 14,823
totale
(T)14,270 14,546
NSB 492
447 470 3.2**
Calibratore 0 4,783
4,904 4,844 4,374 33** 100.0 0
(Bo)
Calibratori
1 4,321
4,273 4,297 3,827 87.5 9.0
2 3,832
3,773 3,803 3,333 76.2 19.0
3 2,896
2,920 2,908 2,438 55.7 39.0
4 1,645
1,669 1,657 1,187 271 83.0
5 865
932 898 428 9.8 290.0
Livello di 3,924
controllo 1
3,877 3,901 3,431 74.4 16.9
Livello di 1,918
controllo 2
1,935 1,927 1,457 33.3 69.3
UKN N. 1 1,217
1,232 1,225 755 17.3 127
1:2 1,832
1,873 1,853 1,383 31.6 72.6 124.8
UKN N. 2 1,508
1,437 1,472 1,002 22.9 96.6
1:2 2,264
2,309 2,286 1,816 415 56.0 91.6

| dati di campioni tipici € una curva di calibratore sono riportati nella TABELLA Il e nella
FIGURA 1; queste informazioni servono solo a scopo di riferimento e non devono essere usate
per il calcolo dei valori.

* Conc. corr. = Concentrazione corretta; solo per i campioni diluiti.

** Questi parametri sono monitorati per il controllo della qualita (vedere la sezione Controllo di
qualita).
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ESEMPIO DI CURVA DI CALIBRAZIONE EPO
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[
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mU/mL

FIGURA 1

* Questo grafico € ottenuto sulla base di dati campione (TABELLA 1l) e serve solo per
riferimento. Non usarlo per calcolare i valori delle vostre analisi.

13. VALORI PREVISTI
13.1 Range normale
Ogni laboratorio deve stabilire un range di riferimento proprio.

| livelli di eritropoietina nel siero sono stati misurati su 104 uomini e donne sani (45 M,
61 F) di Minneapolis, Minnesota utilizzando EPO-Trac RIA. Il valore EPO medio & stato
notato essere 17.7 +7.5 mU/mL. | valori individuali variavano da un minimo di 4.9 ad un
massimo di 52.7 mU/mL. Il valore medio di EPO nel siero per le donne sane era
18.3, mentre era di 16.6 mU/mL per gli uomini sani. Non & stata osservata alcuna
differenza statistica (p = 0.27) fra i livelli EPO di uomini e donne.

Diversi altri studi su soggetti sani, in cui sono state eseguite RIA EPO, hanno rilevato
livelli EPO medi simili in grandezza allo studio suddetto.z + 5 In alcuni di questi studi si
sono rilevate differenze piccole ma significative fra gli uomini e le donne, dove le donne
presentavano valori leggermente superiori a quelli degli uomini.2® | risultati di questi studi
sono riepilogati nella tabella che segue:

Studio Sesso n= Media +1 S.D.
Koeffler 19812 entrambi 26 14,9 £ 4,2 mU/mL
Garcia 19824 uomini 364 17,2 £ 5,5 mU/mL
donne 199 18,8 £ 6,2 mU/mL
Ryner 1989° uomini 50 8,0 £ 3,2 mU/mL
donne 50 11,3 £ 3,4 mU/mL
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13.2 VALORI PER STATI DI MALATTIA

Concentrazioni anomale di EPO in circolo, se esaminate assieme ad altre informazioni
cliniche, possono essere indicative di condizioni di malattie specifiche.

Pazienti affetti da policitemia rubra vera presentano solitamente livelli di EPO normali o
bassi se misurati con RIA interni.? ° Pazienti affetti da policitemia secondaria causata da
ipossia, come nei casi di insufficienza cardiaca congestizia o affezioni polmonari
ostruttive croniche, presentano livelli elevati di EPO.>8° La produzione di EPO ectopica
talvolta pud produrre livelli elevati di EPO sierico e conseguente policitemia secondaria in
pazienti affetti da mioma uterino, emangioblastoma cerebellare, carcinoma epatico e
feocromocitoma. | tumori renali, compresi ipernefroma, adenoma e sarcoma, possono
causare eritrocitosi correlata ad EPO.2

La maggior parte dei pazienti anemici presenta livelli sierici di EPO elevati, anche se
I'estensione dell'innalzamento dipende dal grado e tipo di anemia. Innalzamenti di EPO
sierico possono verificarsi in pazienti affetti da anemia falciforme o infezione da HIV
anche se i livelli di EPO, in media, sono meno pronunciati rispetto ad altre forme di
anemia." "

Si ritiene che le anemie rilevate in pazienti affetti da malattie renali risultino da una
produzione carente di eritropoietina da parte di reni malati o mancanti. Pazienti anemici in
dialisi per mancanza di rene presentano livelli di EPO bassi o non individuabili.’? D'altra
parte, i pazienti dialisi-dipendenti, con malattie renali allo stadio finale, normalmente
hanno livelli di EPO sierico normali o elevati. Si ritiene che i livelli di EPO sierico rilevati in
questa tipologia di pazienti, tuttavia, siano inadeguatamente bassi per il loro grado di
anemia.'> *®* Pazienti che hanno subito da poco un trapianto di reni talvolta presentano
EPO sierico elevato in risposta alla loro anemia.™

In uno studio clinico condotto a Minneapolis, Minnesota, i livelli di EPO sono stati misurati
con RIA EPO-Trac in 28 pazienti in dialisi con malattia renale allo stadio finale.
| livelli medi di EPO sierico erano 38.4 + 67.1 mU/mL (range: 10.4-360.6 mU/mL), mentre
i livelli medi di emoglobina erano 9.4 +1.6 g/dL (range: da 6.9 a 12.3 g/dL). Questo valore
e stato considerato inadeguatamente basso per una popolazione di pazienti con grado
equivalente di anemia, perd con funzione renale normale.”? 'S Questo studio ha
confermato le conclusioni di altri ricercatori sulla carenza relativa di eritropoietina in
pazienti dialisi-dipendenti.’> '¢ Inoltre, i livelli di eritropoietina sono stati esaminati in vari
gruppi di pazienti. La tabella che segue indica i livelli medi di EPO misurati. | controlli
sono stati selezionati casualmente dalla popolazione di pazienti presa in esame.
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Tabella riepilogativa di livelli medi di EPO in vari gruppi di pazienti
con uso del kit EPO-Trac RIA

Diagnosi n EPOM((?T?LI?/mL) S.D.
Soggetti sani 36 15,7 10,5
Controlli Pazienti 18 18,6 11,3
Pazienti in dialisi 28 38,4 67,1
Mielodisplasia 2 651,0 887,2
Mielofibrosi 2 116,0 147,5
Aplasia/lpoplasia eritroide 4 1545 1213
Linfoma non Hodgkin 15 26,4 13,8
Morbo di Hodgkin 3 29,8 31,3
Leucemia linfocita cronica 3 17,4 9,7
Macroglobulinemia 2 30,2 15,1
Mieloma 3 49,7 52,3
Anemia emolitica 3 51,4 29,2
Anemie varie 10 32,2 18,9
Pazienti eritrocitoti 6 14,6 8,5
Policitemia Vera 6 20,7 4,9

I livelli di eritropoietina indicati nella tabella possono essere compatibili 0 meno con gli stati di
malattie elencati. Tutti i pazienti erano in stadi diversi di cura, i quali possono alterare il livello
di eritropoietina previsto per lo stato di affezione specifico. Nell'interpretazione di livelli di
eritropoietina specifici, si deve tenere in considerazione lo stato del singolo paziente e le
condizioni del sistema eritropoietico.

14. DATI SULLE PERFORMANCE
14.1 Riproducibilita
Variazioni intra-analisi Siero (Valori = mU/mL)

Valore medio D.S. (% C.V.)* N
BASSO 11,1 1,3 11,9 20
BASSO 12,4 1,2 10,0 20
BASSO 22,9 1,2 52 10
MEDIO 39,9 1,9 4,8 10
ALTO 106,5 5,1 4,8 10
ALTO 254,6 29,8 11,7 20

Variazioni intra-analisi Siero (Valori = mU/mL)

Valore medio D.S. (% C.V)* N
BASSO 9,8 1,4 14,3 5
BASSO 13,2 1,6 12,1 5
BASSO 19,0 1,3* 6,7 5
MEDIO 40,9 1,4 3,5 5
ALTO 147,6 15,7 10,6 5
ALTO 220,2 26,9 12,2 5

*

| campioni sono stati analizzati in cinque analisi separate (n = 5)
** % C.V.=(D.S. + Media) 100
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14.2 ACCURATEZZA: L'ACCURATEZZA DELL'ANALISI E STATA CONTROLLATA
MEDIANTE TEST DI LINEARITA' E DI RECUPERO.

Parallelismo diluizione
Studio sulla diluizione seriale di campioni di siero non noti

Campi Diluizione EPO % media/
ampione Media (mU/mL) Media diluizione 0
1 0 15,6 =
1:2 17,4 11,5
2 0 127 1 ~
1:2 124.,8 98,2
1:4 141,2 111,1
1:8 152,0 119,6
3 0 96,6 ~
1:2 91,6 94,8
1:4 100,4 103.9
18 100,0 103,5
4 0 51,3 ~
1:2 52,8 102,9
1:4 38,4 74.9
Media = 102,3

* | valori di diluizione zero erano valori misurati prima della diluizione con diluente sierico
DiaSorin.

Precisione
Studio del recupero Siero (Valori = mU/mL)
Fondo* Calibratore Valore Percentuale di
SetN. 1 EPO aggiunto misurato** recupero***
1 8,9 19,5 27,3 94,4
8,9 41,5 51,9 103,6
8,9 145,0 182,0 119,4
2 18,1 19,5 37,3 98,5
18,1 41,5 66,0 1154
18,1 145,0 205,6 129,3
3 44,3 19,5 62,9 95,4
443 41,5 87,6 104,3
44,3 145,0 158,5 78,8
4 80,8 19,5 101,3 105,1
80,8 41,5 1271 111,6
80,8 145,0 210,7 89,6
Media = 103,8

* Valore campione analizzato diviso per 2.
** Volume uguale di calibratore EPO-Trac 3, 4 e 5, e campione paziente combinati.
*** % di recupero = [(misurato-fondo)/EPO aggiunto] x 100
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14.3 Sensibilita analitica (Limiti di rilevazione)

La concentrazione minima rilevabile di EPO & 4.4 mU/mL, se definita come
concentrazione apparente a 3 deviazioni del calibratore dai conteggi a legame massimo o
zero. Letture di campioni non noti inferiori alla sensibilita di questa analisi devono essere
indicati con <4.4 mU/mL.

14.4 Specificita analitica

| risultati ottenuti da un esperimento sulla reattivita incrociata con utilizzo del sistema
EPO-Trac RIA e 8 proteine naturalmente presenti nel siero hanno indicato <0.001% di
reattivita incrociata se misurata alla sensibilita dell'analisi (4.4 mU/mL).

Sostanze % di reattivita incrociata
Albumina umana <0,001
Fattore di stimolazione

o ” <0,001
delle colonie di granulociti (GM-CSF)
Interleuchina-3 <0,001
Antitripsina alfa-1 <0,001
Gonadotropina corionica umana <0,001
Alfa-1 glicoproteina acida <0,001
IgG umano <0,001
IgM umano <0,001

La sequenza genetica dell'eritropoietina & stata confrontata con tutte le sequenze
genetiche umane della Banca Genetica e dei database EMBL. Dalla ricerca non é stato
trovato alcun gene significativamente simile alla sequenza genetica dell'eritropoietina.

14.5 Interferenza

Sono stati presi in esame studi secondo le metodiche CLSI al fine di stabilire
l'interferenza di emoglobina, trigliceridi e bilirubina. Tali studi affermano che non é stata
osservata alcuna interferenza.

14.6 Tipi di campioni
Campioni accoppiati di EDTA nel plasma e siero si sono dimostrati essere altamente
correlati.

Y (SIERO) = 0,9 + 0,993 (PLASMA); r = 0,93 (range: 4,7 - 42,5 mU/mL; siero).

FARE RIFERIMENTO ALL'ULTIMA PAGINA PER LA BIBLIOGRAFIA
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KIT RIA EPO-Trac "%

1. USO INDICADO

PARA USO DIAGNOSTICO IN VITRO.

O kit RIA EPO-Trac™ destina-se a ser utilizado na determinagdo quantitativa da
eritropoietina (EPO) no soro ou plasma EDTA através de radioimunoensaio (RIA) para
auxiliar no diagnostico de anemias e de policitemias.

2. RESUMO E EXPLICAGAO

A eritropoietina (EPO) é uma hormona da glicoproteina (34,000 daltons) que estimula a
maturagdo dos precursores dos globulos vermelhos. A EPO é segregada pelos rins em
resposta ao conteudo de oxigénio presente no sangue. Normalmente, quando os niveis
de oxigénio decaem, tal como acontece na hipoxia fisiolégica, o nivel de EPO no sistema
circulatério aumenta e estimula uma maior produgéo de glébulos vermelhos.’

Os niveis anormais de EPO em circulagdo no sangue sdo caracteristicos de desordens
patoldgicas especificas que incluem diversas anemias, policitemia e tumores. A produgéo
excessiva da EPO tem sido associada aos carcinomas renais. Alguns tumores do figado
e de outros 6rgaos também tém sido associados a produgdo da eritropoietina ectépica.?

A anemia caracteriza-se por niveis inadequados de globulos vermelhos.? Os pacientes
anémicos que se apresentam com niveis elevados de EPO incluem pacientes com
anemia aplastica, anemia por insuficiéncia de ferro e anemia hemolitica. A anemia
associada a uma insuficiéncia renal crénica é o resultado da produgao insuficiente de
EPO nos rins.

A producao excessiva de glébulos vermelhos é designada por policitemia. Na policitemia
rubra vera ndo tratada, a produgao excessiva de globulos vermelhos pelos progenitores
hematopoiéticos ocorre na presenga de concentragdes baixas ou indetectaveis de EPO.3

A policitemia secundaria (stress) € provocada pela maior producéo e libertagdo da EPO
resultando no aumento da massa celular de gldbulos vermelhos. A policitemia secundaria
pode ser provocada por diversos factores tais como o tabaco, pedra nos rins, fibrose
pulmonar, doengas do foro cardiaco, tumores ou insuficiéncia de hemoglobina.?

Foram desenvolvidos diversos métodos para medir a eritropoietina nos seres humanos e
nos animais. Os primeiros ensaios desenvolvidos incluiam um bioensaio in vivo utilizando
ratos vivos policitémicos exipoxicos.*> Com o desenvolvimento da eritropoietina humana
recombinante, comegaram a desenvolver-se 0s ensaios in vitro, 0os quais sdo mais
rapidos e menos dispendiosos. Estes ensaios in vitro incluem o radioimunoensaio (RIA) e
0 imunoensaio enzimatico (EIA).

3. PRINCIiPIO DO ENSAIO

O procedimento do RIA EPO-Trac 'l da DiaSorin € um radioimunoensaio de
desequilibrio, com ligagdo competitiva que utiliza eritropoietina humana recombinante
para o tragador e para os calibradores. As amostras sao incubadas com o anticorpo de
cabra primario EPO-Trac (anti-EPO de cabra) sendo permitida uma reacgdo durante
2 horas antes de ser adicionado tragador EPO-Trac com iodo-125. Depois de uma
incubagao durante a noite, o anticorpo secundario de complexo precipitante anti-cabra de
burro (DAG-PPT) é adicionado aos tubos de ensaio especificos do ensaio
(TABELA 1). O DAG-PPT é um soro anti-cabra de burro, o qual é previamente precipitado
com um soro normal de cabra e um surfactante. O DAG-PPT é incubado com
calibradores ou amostras, anticorpo primario e tragador, durante trinta minutos antes dos
tubos de ensaio serem centrifugados para separar o tracador ligado do tragador nédo
ligado. O tragador nédo ligado é removido por meio da decantagdo do sobrenadante de
cada tubo de ensaio. O tragador ligado nas restantes pastilhas de complexo DAG-PPT é
contado num contador gama durante 1 minuto. As contagens de '%| sdo inversamente
proporcionais a quantidade de EPO presente em cada amostra.
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4. REAGENTES FORNECIDOS NO KIT

Anticorpo primario EPO-Trac (AZUL) 1 frasco/11 mL

Calibradores EPO-Trac (0-5) 1 frasco/11 mL, 5 frascos/2,1 mL
DAG-ppt EPO-Trac 2 frascos/35 mL

Tragador EPO-Trac (VERMELHO) 1 frasco/11 mL

Controlos EPO-Trac 2 frascos/2,1 mL

Numero de testes 100

ARMAZENAMENTO: Ao ser recebido, o kit deve ser armazenado a 2-8°C. Depois de
abrir, armazene cada reagente a 2-8° até ao prazo de validade indicado no rétulo. Os
reagentes ndo devem ser usados apos o prazo de validade. O prazo de validade do kit é
indicado no rétulo externo e corresponde ao prazo de validade do tragador.

N&o misture reagentes de lotes diferentes.

4.1 Calibradores EPO-Trac, 0-5: reagente pronto a usar

Seis calibradores de eritropoietina recombinados, em concentragdes nominais entre
cerca de 0 e 280 mU/mL, sdo pré-diluidos em salina tampdo com estabilizantes
proteicos, antimicrobianos e 0,1% de azida de sddio. Os calibradores estao referenciados
em relagdo a 22 Eritropoietina IRP da Organizagdo Mundial de Saude (OMS), HUM,
Bioensaio/Urinario 67/343°% e ao Calibrador Internacional para a Eritropoietina da OMS
(IS), DNA Recombinado (rDNA) - codigo derivado #87/684. Os calibradores do kit
demonstram permutabilidade com as amostras dos pacientes quando utilizados com
reagentes e procedimentos operacionais deste teste diagndstico in vitro, tal como
recomendado.

4.2 25| EPO-Trac: reagente pronto a usar

A eritropoietina recombinada humana é rotulada com iodo-125, 2 uCi (74 kBq), e diluida
em salina tamp&o com estabilizantes proteicos, antimicrobianos, 0,1% de azida de sodio
e corante vermelho N° 40 da Food, Drug and Cosmetic (FD & C).

4.3 Anticorpo primario EPO-Trac: reagente pronto a usar
O soro EPO anti-humano de cabra é diluido em salina tamp&o com estabilizantes
proteicos, antimicrobianos e 0.1% de azida de sédio com corante azul N° 1 da FD & C.

4.4 Complexo precipitante, DAG-PPT EPO-Trac: reagente liofilizado

O soro anti-cabra de burro é previamente precipitado com soro normal de cabra e
surfactante, diluido em tampé&o de borato-BSA com antimicrobianos, 0,03% de timerosal
e liofilizado. Reconstitua o frasco com 35 mL de agua purificada; misture bem até
que a suspensdo pareca homogénea e deixe-a descansar durante um minimo de
30 minutos a temperatura ambiente, misturando ocasionalmente. Agite ou misture com
um pequeno agitador magnético, a velocidade muito reduzida enquanto deita o DAG-
PPT nos tubos de ensaio. Se os reagentes apresentarem sinais de rehidratagdo antes do
uso, nao utilize.

4.5 Controlos EPO-Trac, Niveis 1 e 2: reagente pronto a usar

O EPO recombinado humano é adicionado a salina tampao com estabilizantes proteicos
para obter uma concentragéo dentro do intervalo especificado, indicado no Certificado de
Andlise. Sao adicionados 0,1% de azida de soédio e outros estabilizantes.

5. AVISOS E PRECAUGOES
PARA USO DIAGNOSTICO IN VITRO.
Nao recomendado para o uso interno ou externo em seres humanos ou animais.

REAGENTES COM AZIDA DE SODIO

CUIDADO: Alguns reagentes neste kit contém azida de sodio. A azida de sédio pode
reagir com chumbo ou cobre para formar azidas de metal altamente explosivo. Ao
eliminar, lave com grande quantidade de agua para impedir a formagéo de azida. Para
mais informagbes, consulte “Descontaminagcédo de drenos de pias de laboratérios para
remover sais de azidas,” no Manual Guia-Gestao de Seguranca N° CDC-22 emitido pelos
Centros de Controlo e Prevengado de Doengas, Atlanta, GA, EUA 1976.
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Frases de Risco de Substancias Perigosas da Comunidade Europeia (Directiva do
Conselho 1999/45/EC)

R20/21/22 - Nocivo pela inalagdo, em contacto com a pele e se ingerido.

R32 - O contacto com acidos liberta gas muito téxico.

S28 - Apos contacto com a pele, lave imediatamente com dgua em abundancia.

REAGENTES COM TIMEROSAL

Alguns reagentes deste kit contém timerosal, o qual é constituido por um composto de
mercurio. A eliminagdo do mercurio, do mercurio inorganico, dos 6xidos de mercurio e
dos compostos de mercurio deve ser efectuada respeitando todas as normas locais,
estaduais e federais.

ADVERTENCIA: Este produto contém um elemento quimico considerado pelo Estado da
Califérnia como causador de deficiéncias a nascenga ou de outros danos reprodutivos.

REAGENTES COM IODO-125

Este kit contém material radioactivo que néo excede 2 uCi (74 kBq) de iodo-125. Devem
ser tomadas todas as precaugdes apropriadas e usadas boas praticas laboratoriais no
armazenamento, manuseamento e eliminagdo deste material.
Para médicos ou instituigdes que recebem radio-is6topos sob uma licenga geral:
Este material radioactivo pode ser recebido, adquirido, possuido e usado apenas por
médicos, veterinarios na pratica de medicina veterinaria, laboratérios clinicos e hospitais,
e apenas para testes laboratoriais ou testes clinicos in vitro que nido envolvam a
administragao interna ou externa do material, ou a radiagéo deste para seres humanos
ou animais. A sua recepgao, aquisicdo, posse, uso e transferéncia estdo sujeitos aos
regulamentos e a licenga geral da Comissdo Reguladora Nuclear dos Estados Unidos do
estado com o qual a Comissdo entrou em acordo para o exercicio da autoridade
reguladora.

1. O armazenamento de qualquer material radioactivo deve ser limitado a uma area

especificamente designada.

O acesso a materiais radioactivos deve ser limitado apenas a pessoal autorizado.
Nao pipete material radioactivo por via oral.
N&o coma nem beba nas areas designadas para trabalho radioactivo.

As areas onde possam ocorrer fugas devem ser limpas e de seguida lavadas com
detergente alcali ou solugdo de descontaminagéo radiolégica. Qualquer vidro
utilizado deve ser totalmente enxaguado em agua antes de lavar qualquer outro
material de vidro do laboratério.

Para médicos ou instituicdes que recebem radio-isétopos sob uma licenga especifica:

A recepcéo, uso, transferéncia e eliminagdo de materiais radioactivos estéo sujeitos aos
regulamentos e condigdes de sua licenga especifica.

ADVERTENCIA: Este produto contém um elemento quimico que provoca cancro,
segundo o Estado da Califérnia.

ATENGAO: O simbolo de radioactividade impresso na embalagem pode ser
ligeiramente diferente do simbolo impresso no rétulo da caixa e no rétulo do frasco do
tragador. O rétulo da caixa e do frasco do tragador indicam a quantidade real de
radioactividade na data de calibragem enquanto a embalagem indica a radioactividade
tedrica no Kkit.

ADVERTENCIAS ADICIONAIS
1. Evite derramamentos ou a geragao de aerossois.

2. Os periodos e temperaturas de incubagdo diferentes dos especificados poderdo
fornecer resultados incorrectos.

3. A contaminagao microbiana dos reagentes podera fornecer resultados incorrectos.
4. Nao substitua os reagentes com reagentes de outros lotes ou de outros fabricantes.

o preN
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6. REQUISITOS DO ESPECIME

CUIDADO: Os espécimes dos pacientes e todos os outros materiais que entrem em
contacto com eles devem ser manuseados como se fossem transmissores de infecgbes
e eliminados com as devidas precaugoes.

RECOLHA E ARMAZENAMENTO DO SORO OU PLASMA

Deve-se recolher uma amostra adequada de sangue, de forma asséptica, através de
venipunctura, num tubo de vidro estéril evacuado de 5 ou 10 mL para produzir um
minimo de 400 pL de soro ou plasma EDTA por ensaio (para 2 réplicas). Deve-se ter o
cuidado de remover imediatamente o soro do coagulo por meio de centrifugagcdo de
forma a evitar a hemolise. Centrifugue o soro ou plasma a temperatura ambiente durante
10 minutos a 760 x g*. O EDTA (72 mg/5 mL de sangue) deve ser usado tal como o
anticoagulante para o plasma. N&o sdo necessarios outros aditivos ou conservantes para
manter a integridade da amostra.

O soro ou plasma EDTA devem ser colocados em tubos de armazenamento tapados e
estéreis. O soro é estavel durante 7 dias a uma temperatura de 4°C. Para armazenar
durante periodos de tempo mais prolongados, congele a -20°C num congelador sem
descongelacdo automatica. Estudos efectuados pela DiaSorin demonstraram que as
amostras de soro permanecem estaveis até um periodo maximo de 18 meses se forem
congeladas continuamente a uma temperatura de -20°C. As amostras de soro nao
devem ser congeladas e cortadas de forma repetida. Qualquer plastico, vidro ou outro
material que entrar em contacto com o espécime deve estar completamente
descontaminado.

Apesar de ndo ser necessario, recomenda-se 0 uso de amostras em jejum, para evitar a
ocorréncia de interferéncias imprevistas de substancias sollveis em lipidos. As amostras
visivelmente hemolisadas devem ser eliminadas. A bilirrubina (<5 mg/dL) n&do parece
interferir com este ensaio. Ndo se procedeu ao exame de quaisquer farmacos
relativamente a possiveis interferéncias.

7. EQUIPAMENTOS E MATERIAIS NECESSARIOS, NAO FORNECIDOS
7.1 Luvas de borracha/latex para usar durante a execugéo do teste.
7.2 Tubos de vidro descartaveis de borosilicato, 12 x 75 mm.

7.3  Centrifugador controlado por temperatura (20-25°C) para acomodar
tubos de 12 x 75 mm com uma velocidade de centrifugagao de 1600 +20 g*.

7.4 Contador de cintilagdo gama calibrado e capaz de contar iodo-125.
7.5 Misturador de vértice.
7.6 Dispositivos para pipetar
a. Micropipetadores calibrados para administrar 200 (+4) pL.
b. Distribuidores de repeticdo calibrados para administrar 100 (+2) yL e
500 (£5) yL.
7.7 Agua purificada para diluir o DAG-PPT.
7.8  Temporizador para contar com precisdo +2 minutes.
7.9 Papel de grafico semi-log de trés ciclos.

8. PROCEDIMENTO DO ENSAIO
8.1 Prepare as amostras desconhecidas.

8.2 Prepare tubos de vidro descartaveis de 12 x 75 mm, devidamente rotulados, em
duplicado de acordo com o Esquema do Ensaio, na ultima pagina.

8.3 Adicione reagentes da seguinte forma:
a. Tubos de contagem total

Coloque de lado até chegar ao passo 6 (usados para calculos de controlo de
qualidade - consulte a secgdo Controlo de Qualidade)

*g = (1118 x 10 (raio em cm (rpm)?
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8.4

8.5

8.6
8.7
8.8

8.9

8.10
8.1

8.12

b. Tubos de ligagao nao especifica (NSB)
200 pL de calibrador 0 por tubo
c. Calibrador 0
200 pL de Calibrador 0 por tubo
d. Calibradores EPO-Trac (1-5)
200 pL de calibrador por tubo
e. Controlos e amostras desconhecidas
200 pL de cada amostra ou de controlo por tubo

Adicione 100 pL de anticorpo de cabra primario da EPO (azul) a cada
tubo excepto os tubos de contagem total e os tubos NSB.

Misture os tubos com cuidado e incube durante 2 horas (+10 minutos), a
temperatura ambiente (20-25°C).

Adicione 100 pL de tragador EPO (vermelho) a todos os tubos.
Misture cuidadosamente os tubos e incube durante 16-24 horas a 2-8°C.

Misture vigorosamente com o DAG-PPT antes de deitar. Agite ou misture o
DAG-PPT com um pequeno agitador magnético a uma velocidade muito
reduzida, deitando em simultédneo 500 pL em todos os tubos excepto os tubos
de contagem total.

Misture; de seguida incube os tubos durante 30 (+5) minutos a temperatura
ambiente (20-25°C).

Centrifugue os tubos durante 20 minutos usando 1600 x g* a 20-25°C.

Coloque de lado os tubos de contagem total; de seguida decante o
sobrenadante dos restantes tubos para um recipiente adequado para a
eliminacdo de desperdicios radioactivos. Seque os tubos virados ao contrario
utilizando papel absorvente para remover todas as gotas de sobrenadante que
possam ter permanecido nas beiras antes de pdr os tubos na sua posigéo
direita.

Utilizando um contador de cintilagdo gama, conte o precipitado de cada tubo e
os tubos de contagem total durante 1 minuto.

COMENTARIOS SOBRE O PROCEDIMENTO

9.1

9.2

9.3

Adicione cada aliquota de reagente ao terco inferior dos tubos de ensaio para
assegurar a mistura completa dos reagentes.

Se ndo conseguir decantar os tubos num periodo de 5 minutos apds a conclusao
da centrifugagdo, os tubos deverdo ser novamente centrifugados antes de
decantar o sobrenadante.

Para monitorizar completamente o desempenho consistente de um RIA ha
diversos factores a ter em conta. A DiaSorin sugere a verificagdo regular dos
parametros seguintes para assegurar o desempenho consistente do kit.

a. Contagens totais

b. Ligagdo maxima

Contagens médias por minuto (CPM) dos tubos com calibrador 0 / CPM média
dos tubos de contagem total.

c. Ligacao nao especifica

CPM média dos tubos NSB / CPM média dos tubos de contagem total.

d. Inclinagdo da curva do calibrador

Por exemplo, monitorize os pontos de supressédo de 80%, 50% e 20% da linha
do calibrador.

*g= (1118 x 10°®) (raio em cm (rpm)?
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10. CONTROLO DE QUALIDADE

Cada laboratério deve incluir pelo menos dois controlos em cada ensaio para monitorizar
o desempenho do ensaio. Podem ser utilizados controlos comercialmente disponiveis ou
os dois controlos de referéncia fornecidos com o kit. Os controlos do kit contém EPO em
duas concentragdes. Os controlos do kit foram avaliados pela DiaSorin usando o kit RIA
EPO-Trac '#| DiaSorin. O intervalo de concentra¢cdes de cada controlo é referido no
certificado de analise e indica os limites estabelecidos pela DiaSorin para os valores de
controlo que podem ser obtidos em ensaios fidedignos Mantenha tabelas de controlo de
qualidade para acompanhar o desempenho do controlo. Os limites aceitaveis de
desempenho devem ser determinados por cada laboratério individual para cada nivel de
controlo utilizando métodos baseados em estatisticas, concebidos para detectar erros
sistematicos e erros aleatérios. Os resultados do controlo devem ter em consideragéo os
critérios de aceitabilidade do laboratorio antes de relatar os resultados de testes dos
pacientes. 92021

11. CALCULO DE RESULTADOS

Existem varios métodos para calcular resultados de RIAs. Todos se baseiam na
obtencao de uma curva de calibragem através da marcacdo da extensado da ligacdo em
relacdo as concentragdes declaradas dos calibradores. Este grafico pode estar em
escala linear ou logaritmica. Cada um destes métodos fornece essencialmente os
mesmos resultados para controlos e para amostras, apesar de determinados ensaios se
poderem “encaixar” melhor num método em particular do que outros. O método de
célculo do Laboratério do Controlo de Qualidade da DiaSorin € % B/Bg [quantidade de
tragador ligado pela amostra (B), dividido pela quantidade de tragador ligado pelo
calibrador zero (Bg) x 100] (consulte o passo 3 a seguir) em relagdo a concentracdo do
registo.

11.1 Calcule a média (CPM) para cada calibrador, controlo e amostra desconhecida.
11.2 Subtraia o CPM médio dos tubos de Ligagdo Nao Especifica (NSB) a todas as
contagens.

1.3 Divida o CPM corrigido de cada calibrador, controlo ou amostra, pelo CPM
corrigido do Calibrador 0.

o CPM do calibrador ou de amostra desconhecida — CPM de NSB
% B/Bo = - x 100
CPM do calibrador 0 — CPM de NSB

1.4 Usando papel grafico semi-log de trés ciclos, marque a percentagem B/Bg para
os calibradores EPO-Trac (eixo vertical) em relagdo a concentragdo impressa
na ficha de especificagdes do controlo de qualidade (eixo horizontal).

11.5 Desenhe a linha de melhor ajuste através dos pontos (FIGURA 1).

11.6 Faca a interpolagéo dos niveis de eritropoietina nas amostras desconhecidas a
partir do grafico.

11.7 Se alguma amostra desconhecida apresentar leituras de <4,4 mU/mL, o limite
de detecgao deste teste, relate o valor como sendo de <4,4 mU/mL.

11.8 Se alguma amostra desconhecida apresentar leituras superiores ao calibrador
mais alto, devera ser diluida com Calibrador 0 EPO-Trac, Cat. N°. 23211 e

novamente ensaiada. As diluicbes de 1:2 e de 1:5 serdo suficientes para
grande parte das amostras.

12. LIMITAGOES DO PROCEDIMENTO

121 Os resultados deste ensaio devem ser utilizados em conjugagdo com
as informagbes disponiveis obtidas em avaliagbes clinicas e outros
procedimentos de diagnéstico.

12.2 Nao foram testados quaisquer farmacos relativamente a interferéncias no
ensaio.
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TABELA Il
Dados da Amostra RIA EPO-Trac™ DIASORIN

Média Percentagem Percentagem
CPM Média (CPM-NSB) Ligada Ligada Conc. *Conc.
Tubo (mU/mL) CPM (B) (BIT)* (B/B0) (mU/mL) Corr.
Contagem Total 14.823
(T)14,270 14.546
NSB 492
447 470 3,2**
Calibrador 0 4.783
4.904 4.844 4.374 33** 100,0 0
(Bo)
Calibradores
1 4.321
4.273 4.297 3.827 87,5 9,0
2 3.832
3.773 3.803 3.333 76,2 19,0
3 2.896
2.920 2.908 2.438 55,7 39,0
4 1.645
1.669 1.657 1.187 271 83,0
5 865
932 898 428 9,8 290,0
l1\l|vel de controlo 3.924
3.877 3.901 3.431 74,4 16,9
l2\l|vel de controlo 1918
1.935 1.927 1.457 33,3 69,3
UKN N° 1 1.217
1.232 1.225 755 17,3 127
1:2 1.832
1.873 1.853 1.383 31,6 72,6 124,8
UKN N° 2 1.508
1.437 1.472 1.002 22,9 96,6
1:2 2.264
2.309 2.286 1.816 41,5 56,0 91,6

Os dados tipicos da amostra e do calibrador sdo apresentados na TABELA Il e na
FIGURA 1; estas informagbes servem apenas como referéncia e ndo deverado ser utilizadas
para o calculo de qualquer valor.

* Conc. corr. = Concentragdo corrigida; apenas para amostras diluidas.

** Estes parametros sdo monitorizados para efectuar o controlo de qualidade (consulte a
secgao Controlo de Qualidade).
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CURVA DO CALIBRADOR DA AMOSTRA EPO

*%8/Bo
100

[

40

mU/mL

FIGURA 1

* Este grafico é gerado a partir dos Dados da Amostra (TABELA Il) servindo apenas de
referéncia. N&o o utilize para efectuar o calculo dos valores do ensaio.

13. VALORES ESPERADOS
13.1 Intervalo Normal

CADA LABORATORIO DEVE ESTABELECER O SEU PROPRIO INTERVALO
NORMAL.

Os niveis de eritropoietina no soro foram medidos em cento e quatro (104) individuos do
sexo masculino e do sexo feminino normais (45 M, 61 F) de Minneapolis, Minnesota
utilizando o RIA EPO-Trac. O valor médio de EPO situou-se nos 17.7 +7.5 mU/mL. Os
valores individuais ficaram situados entre um minimo de 4.9 e um maximo de
52.7 mU/mL. O valor médio de EPO no soro para individuos normais do sexo feminino foi
de 18.3, tendo ficado por um valor de 16.6 mU/mL nos individuos do sexo masculino
normais. Nao se verificaram diferengas estatisticas (p = 0.27) entre os niveis de EPO nos
individuos do sexo masculino e nos individuos do sexo feminino.
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Diversos estudos com individuos normais, utilizando RIAs EPO internos alcangaram
niveis de EPO semelhantes em magnitude ao estudo supramencionado.> 4 5 Alguns
desses estudos descobriram diferencas pequenas mas significativas entre o sexo
masculino e o sexo feminino, tendo este ultimo apresentado valores ligeiramente
superiores aos do sexo masculino.® ° Os resultados desses estudos sdo resumidos na
tabela seguinte:

Estudio Sexo n= Media +1 S.D.
Koeffler 19812 ambos 26 14,9 £ 4,2 mU/mL
Garcia 19824 masculino 364 17,2 £ 5,5 mU/mL
feminino 199 18,8 £ 6,2 mU/mL
Ryner 19895 masculino 50 8,0 £ 3,2 mU/mL
feminino 50 11,3+ 3,4 mU/mL

13.2 Valores da condigao da doenga

As concentragdes anormais de EPO em circulagéo, quando examinadas juntamente com
outras informagdes clinicas, podem ser caracteristicas de condi¢cdes especificas de
determinadas doencgas.

Pacientes com policitemia rubra vera normalmente presente com valores normais ou
baixos de EPO sérico, quando medidos com RIAs internos.®° Pacientes com policitemia
secundaria derivada da hipdxia, tal como nas insuficiéncias cardiacas congestivas ou nas
doengas pulmonares obstrutivas cronicas, presente em niveis elevados de EPO.38°
A produgéo de EPO ectdpica pode, por vezes, resultar em niveis elevados de EPO sérico
e na policitemia secundaria subsequente nos pacientes com mioma uterino,
hemangioblastoma do cerebelo, carcinoma hepatico e feocromocitoma. Os tumores
renais, incluindo o hipernefroma, o adenoma e o sarcoma, poderdo resultar numa
eritrocitose semelhante relacionada com a EPO.2

Muitos pacientes anémicos possuem niveis elevados de EPO sérico, apesar da extensao
do aumento estar dependente do grau e do tipo de anemia. Os aumentos dos niveis de
EPO no soro podem ser encontrados em pacientes com anemia da célula falciforme ou
infectados com VIH apesar dos niveis de EPO, em média, serem menos pronunciados
do que noutras anemias.'™ "

Pensa-se que as anemias tipicas dos pacientes com doengas renais possam resultar da
produgado insuficiente de eritropoietina por rins enfermos ou ausentes. Os pacientes
sujeitos a didlise com anemia anéfrica tém niveis baixos ou indetectaveis de EPO."
Por outro lado, os pacientes dependentes de dialises, com doenga renal na sua fase
terminal, t&ém habitualmente niveis normais ou elevados de EPO no soro. No entanto, os
niveis de EPO sérico nesses pacientes, parecem ser inadequadamente baixos para o
seu grau de anemia.”?'® Os pacientes submetidos a transplantes recentes dos rins
apresentam niveis elevados de EPO sérico em resposta as respectivas anemias.™

Num estudo clinico efectuado em Minneapolis, Minnesota, os niveis de EPO foram
medidos pelo RIA EPO-Trac em vinte e oito (28) pacientes sujeitos a didlise néfrica com
doenca renal em fase terminal. Os niveis de EPO sérico situaram-se, em média, nos
38.4 + 67.1 mU/mL (intervalo: 10.4-360.6 mU/mL), enquanto os niveis de hemoglobina
médios foram de 9.4 +1.6 g/dL (intervalo: 6.9 a 12.3 g/dL). Este valor foi considerado
como sendo inadequadamente baixo para uma populagado de pacientes com um grau
equivalente de anemia, mas com fungdo renal normal.'?'® Este estudo confirmou as
conclusdes de outros investigadores de insuficiéncia relativa de eritropoietina nos
pacientes dependentes de dialise.'®'® Adicionalmente, os niveis de eritropoietina foram
determinados num determinado numero de grupos de pacientes. A tabela seguinte
mostra os niveis médios de EPO medidos. Os controlos dos pacientes foram
seleccionados de forma aleatéria na populacédo de pacientes avaliada.
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Tabela de resumo dos niveis médios de EPO em diversos grupos de pacientes
utilizando o Kit RIA EPO-Trac

Média

Diagnéstico n EPO (mU/mL) D.S.
Normais 36 15,7 10,5
Controlos do paciente 18 18,6 11,3
Pacientes com dialise 28 38,4 67,1
Mielodisplasia 2 651,0 887,2
Mielofibrose 2 116,0 147,5
Hipoplasia/Aplasia Eritréide 4 1545 1213

Linfoma nao-Hodgkin 15 26,4 13,8
Doencga de Hodgkin 3 29,8 31,3
Leucemia linfocita cronica 3 17,4 9,7
Macroglobulinemia 2 30,2 15,1
Mieloma 3 49,7 52,3
Anemia Hemolitica 3 51,4 29,2
Diversas Anemias 10 32,2 18,9
Pacientes com Eritrocitose 6 14,6 8,5
Pacientes com Policitemia Vera 6 20,7 4,9

Os niveis de eritropoietina apresentados acima poderdo, ou ndo, ser consistentes com
os estados das doencas listados. Todos os pacientes se encontravam em diferentes
fases dos respectivos tratamentos, o que podera alterar o nivel de eritropoietina para o
seu estado especifico da doenga. Ha que ter em consideracédo o estado individual do
paciente e a condigdo do seu sistema eritropoiético durante a interpretacdo dos niveis
especificos de eritropoietina.

14. DADOS DE DESEMPENHO
14.1 Reprodutibilidade

Variagdo no ensaio Soro (Valores = mU/mL)
Valor médio Desvio padrédo (% C.V.)** N
BAIXO 11,1 1,3 11,9 20
BAIXO 12,4 1,2 10,0 20
BAIXO 22,9 1,2 5,2 10
MEDIO 39,9 1,9 4,8 10
ALTO 106,5 5,1 4.8 10
ALTO 254,6 29,8 11,7 20
Variagado entre ensaios Soro (Valores = mU/mL)
Valor médio Desvio padrao (% C.V.)*™ N
BAIXO 9,8 1,4 14,3 5
BAIXO 13,2 1,6 12,1 5
BAIXO 19,0 1,3* 6,7 5
MEDIO 40,9 1,4 3,5 5
ALTO 147,6 15,7 10,6 5
ALTO 220,2 26,9 12,2 5

* As amostras foram ensaiadas em cinco ensaios individuais (n = 5)
** % C.V.=(D.S. + Média) 100
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14.2 PRECISAO: A PRECISAO DO ENSAIO FOI VERIFICADA ATRAVES DOS
TESTES DE LINEARIDADE E DE RECUPERAGAO.

Paralelismo da Diluigao
Estudo de Diluigdo em Série de Amostras Séricas Desconhecidas

I EPO % média/
Amostra Diluiggo Média (mU/mL) | Média de diluigio O
] 0 15,6* -
1:2 17,4 111,5
> 0 1271 -
1:2 124,8 98,2
1:4 141,2 111,1
1:8 152,0 119,6
3 0 96,6 =
1:2 91,6 94,8
1:4 100,4 103,9
1:8 100,0 103,5
7 0 51,3 -
1:2 52,8 102,9
1:4 38,4 74,9
Média = 102,3

* Os valores da diluicdo zero foram valores medidos antes da diluicdo com o diluente
sérico da DiaSorin.

Precisao
Estudo de recuperagao Soro (Valores = mU/mL)
_ o | Congicgess | Calibrador EPO | Valor Perce(;‘éagem
Conjunto N ¢ Adicionado medido** .
recuperagao
1 8,9 19,5 27,3 94,4
8,9 41,5 51,9 103,6
8,9 145,0 182,0 119,4
2 18,1 19,5 37,3 98,5
18,1 41,5 66,0 115,4
18,1 145,0 205,6 129,3
3 44,3 19,5 62,9 95,4
44,3 41,5 87,6 104,3
44,3 145,0 158,5 78,8
4 80,8 19,5 101,3 105,1
80,8 41,5 127,1 111,6
80,8 145,0 210,7 89,6
Média = 103,8

* Valor da amostra ensaiada dividido por 2.

** Volume igual aos calibradores EPO-Trac 3, 4 e 5 combinados com a amostra do
paciente.
*** % Recuperagao = [(condi¢des da medigéo)/EPO adicionado] x 100
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14.3 Sensibilidade analitica (Limites de Detecgao)

A concentragdo minima detectavel de EPO é de 4,4 mU/mL, quando definida como a
concentragédo aparente com desvios de 3 calibradores das contagens na ligagdo maxima
ou ligagao zero. As amostras desconhecidas com leituras inferiores a sensibilidade do
ensaio devem ser relatadas como sendo de <4,4 mU/mL.

14.4 Especificidade Analitica

Os resultados dos testes de reactividade cruzada utilizando o sistema RIA EPO-Trac e
8 proteinas séricas de ocorréncia natural demonstraram <0,001% de reactividade
cruzada quando medida a sensibilidade do ensaio (4,4 mU/mL).

Substancias % Reactividade Cruzada
Albumina humana <0,001

Factor de estimulagéo de colénias de <0.001
granulécitos e macréfagos (GM-CSF) ’
Interleucina-3 <0,001

Alfa-1 antitripsina <0,001
Gonadotropina coriénica humana <0,001

Alfa-1 glicoproteina acida <0,001

IgG humano <0,001

IgM humano <0,001

A sequéncia genética da eritropoietina foi comparada com todas as sequéncias genéticas
humanas presentes nas bases de dados Genbank e EMBL. A pesquisa ndo encontrou
quaisquer genes significativamente semelhantes a sequéncia genética da eritropoietina.
14.5 Interferéncia

Foram avaliados estudos de acordo com os métodos da CLSI para determinar a
interferéncia da hemoglobina, dos triglicéridos e da bilirrubina. Esses estudos indicam a
auséncia de qualquer interferéncia.

14.6 Tipo de Amostra

As amostras de Plasma EDTA combinado e de Soro apresentam um grau elevado de
correlagao.

Y (SORO) = 0,9 + 0,993 (PLASMA); r = 0,93 (intervalo: 4,7 - 42,5 mU/mL; soro).

CONSULTE A UTIMA PAGINA PARA OBTER REFERENCIAS
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SOUPRAVA EPO-Trac '?| RIA

1. POUZITI

URCENO PRO DIAGNOSTICKE POUZITI IN VITRO.

Souprava EPO-Trac™ RIA je ur€ena pro kvantitativni stanoveni erytropoetinu (EPO)
v séru nebo v plazmé s EDTA pomoci radioimunoanalyzy (RIA) jako pomocny prostfedek
pfi diagnéze anémii a polycytemii.

2. SOUHRN A VYSVETLENI
Erytropoetin (EPO) je glykoproteinovy hormon (34 000 daltond), ktery stimuluje dozravani
prekurzori Eervenych krvinek. EPO je vyméSovan ledvinami v zavislosti na obsahu
kysliku v krvi. Normalné pfi poklesu hladiny kysliku, jako v pfipadé fyziologické hypoxie,
hladina EPO v obé&hovém systému stoupa a stimuluje zvySenou produkci Eervenych
krvinek.!

Abnormalni hladiny EPO v krevnim obéhu jsou charakteristické pro urcité patologické
poruchy, véetné rlznych anémii, polycytemii a nadord. Byla zji§téna souvislost mezi
nadmérnou tvorbou EPO a karcinomem ledvin. Byla nalezena souvislost mezi nékterymi
nadory jater a dal$ich organu a ektopickou produkci erytropoetinu.?

Anémie je charakterizovana nedostateCnou hladinou ¢Eervenych krvinek.?2 Anemicti
pacienti vykazujici zvySené hladiny EPO zahrnuji pacienty s aplastickou anémii, anémii
pfi deficitu Zeleza a hemolytickou anémii. Anémie spojena s chronickym selhanim ledvin
je vysledkem nedostateéné produkce EPO ledvinami.

ZvySenda tvorba Cervenych krvinek se nazyva polycytemie. U neléCené polycythaemia
rubra vera dochazi k nadmérné tvorbé €ervenych krvinek hemopoetickymi progenitory za
pritomnosti nizkych nebo nedetekovatelnych koncentraci EPO.3

Sekundarni (stresova) polycytemie je zplsobena zvySenou produkci a uvolfiovanim EPO,
coz vede ke zvySeni masy erytrocytd. Sekundarni polycytemie muze byt zpusobena
riznymi faktory, jako jsou koufeni, ledvinové kameny, plicni fibréza, nemoci srdce, nadory
nebo defektni hemoglobin.2

Pro méfeni erytropoetinu u lidi a zvifat bylo vyvinuto nékolik metod. V poc&atcich vyvoje
tohoto stanoveni zahrnovala metodika biologickou zkou$Sku in vivo za pouziti
exhypoxickych polycytemickych zivych mys$i.#®  Spolu s vyvojem rekombinantniho
lidského erytropoetinu byla také vyvinuta stanoveni in vitro, kterd byla méné Casové
naro¢na a byla levnéj$i. Tato stanoveni in vitro zahrnuji radioimunoanalyzu (RIA) a
enzymovou imunoanalyzu (EIA).

3. PRINCIP STANOVENI

Stanoveni EPO-Trac ' RIA spole€nosti DiaSorin je radioimunoanalyza
v nerovnovazném stavu s kompetitivni vazbou vyuzivajici rekombinantni lidsky
erytropoetin pro znaCenou slou€eninu i kalibrani roztoky. Vzorky jsou inkubovany
s primarni kozi protilatkou EPO-Trac (kozi protilatka proti EPO) a ponechany reagovat
2 hodiny, pak je pfidana znacena slou¢enina EPO-Trac znacena jédem 125. Po inkubaci
pres noc je do urcitych zkumavek pfidana sekundarni protilatka, osli anti-kozi precipitaéni
komplex (DAG-PPT) (TABULKA 1). DAG-PPT je osli antisérum proti kozi protilatce, které
je pfedem vysrazeno s normalnim kozim sérem a povrchové aktivni latkou. DAG-PPT je
inkubovano s kalibraénimi roztoky nebo vzorky, primarni protildtkou a znacenou
slou¢eninou po dobu tficeti minut, pak jsou zkumavky odstfedény, aby se oddélila
navazana znaCena sloucenina od nenavazané znacené slouCeniny. Nenavazana
znaCena slouCenina je odstranéna dekantaci supernatantu z kazdé zkumavky.
Radioaktivita navazané znacené slouceniny ve zbylych peletach komplexu DAG-PPT je
zméfena v CitaCi zafeni gama po dobu 1 minuty. Pocet impulz( '?°| je nepfimo Umérny
mnozstvi EPO pfitomnému v kazdém vzorku.
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4. CINIDLA DODANA V SOUPRAVE

Primarni protilatka EPO-Trac (MODRA) 1 lahvicka, 11 ml

Kalibra¢ni roztoky EPO-Trac (0 - 5) 1 lahvic¢ka 11 ml, 5 lahvi¢ek po 2,1 ml
EPO-Trac DAG-ppt 2 lahvicky po 35 ml

Znadena slougenina EPO-Trac (CERVENA) 1 lahvicka, 11 ml

Kontrolni vzorky EPO-Trac 2 lahvi¢ky po 2,1 ml

Pocet testl 100

UCHOVAVANI: Po pijeti je nutné soupravu uchovavat pfi teploté 2 - 8 °C. Po otevieni
uchovaveijte kazdeé Cinidlo pfi teploté 2 — 8 °C do uplynuti data exspirace vyznaceného na
Stitku. Cinidla nelze pouzit po uplynuti data exspirace. Datum exspirace soupravy je
uvedeno na vnéjSim Stitku a odpovida datu exspirace znacené slouceniny.

Cinidla z riiznych $ar?i se nesmi navzajem kombinovat.

4.1 Kalibraéni roztoky EPO-Trac, 0 — 5: Cinidlo pfipravené k pfimému pouziti

Sest kalibraénich roztokd rekombinantniho erytropoetinu v nominalnich koncentracich od
pfiblizné 0 do 280 mU/ml je pfedfedéno pufrovanym fyziologickym roztokem obsahujicim
stabilizatory proteind, antimikrobialni latky a 0,1 % azidu sodného. Referenénimi
standardy pro kalibraéni roztoky soupravy jsou World Health Organization (WHO) 2nd
IRP Erythropoietin, HUM, stanoveni v moci/biologické stanoveni 67/343% a mezinarodni
kalibraéni roztok pro erytropoetin WHO (IS), od rekombinantni DNA (rDNA) odvozeny kéd
€. 87/684. Kalibracni roztoky soupravy vykazuji zaménitelnost se vzorky pacient(, pokud
jsou pouzivany s Cinidly a pracovnimi postupy tohoto diagnostického testu in vitro dle
uvedenych doporuceni.

4.2 '?5] EPO-Trac: Cinidlo pfipravené k pfimému pouziti

Lidsky rekombinantni erytropoetin je znaceny jodem 125, 2 uCi (74 kBq) a nafedény
pufrovanym fyziologickym roztokem obsahujicim stabilizatory proteint, antimikrobialni
latky, 0,1 % azidu sodného a Cervené barvivo pro potraviny, léCiva a kosmetiku ¢. 40
(FD & C, Food, Drug and Cosmetic).

4.3 Primarni protilatka EPO-Trac: Cinidlo pfipravené k pfimému pouziti

Kozi sérum proti lidskému EPO je zfedéné pufrovanym fyziologickym roztokem
obsahujicim stabilizatory proteind, antimikrobialni latky, 0,1 % azidu sodného a modré
barvivo pro potraviny, 1é€iva a kosmetiku ¢. 1 (FD & C).

4.4 Precipitaéni komplex EPO-Trac, DAG-PPT: lyofilizované &inidlo

Osli antisérum proti kozi protilatce je pfedsrazeno s normalnim kozim sérem a povrchové
aktivni latkou, rozpusténo v BSA-boritanovém pufru obsahujicim antimikrobialni latky a
0,03 % thimerosalu a je lyofilizovano. Obsah lahvicky rekonstituujte 35 ml precisténé
vody, dukladné promichejte, az se suspenze viditelné zhomogenizuje, a potom nechejte
stat nejméné 30 minut pfi pokojové teploté za ob&asného promichani. Béhem davkovani
DAG-PPT do zkumavek suspenzi michejte krouzivym pohybem lahvicky nebo malym
magnetickym michadlem pfi velmi nizkych otackach. Jevi-li €inidlo pfed pouzitim znamky
rehydratace, nepouzivejte ho.

4.5 Kontrolni vzorky EPO-Trac, hladiny 1 a 2: ¢inidlo pfipravené k pfimému pouziti
Do pufrovaného fyziologického roztoku obsahujiciho stabilizator proteint je pfidan lidsky
rekombinantni EPO tak, aby byla ziskana koncentrace ve specifikovaném rozmezi
uvedeném v svédceni o analyze. Je pfidano 0,1% azidu sodného a dalsi stabilizatory.

5. VAROVANI A ZVLASTNi OPATRENI
URCENO PRO DIAGNOSTICKE POUZITI IN VITRO.
Neni uréeno pro vnitfni ani vnéjSi pouZiti u lidi ani zvifat.
CINIDLA OBSAHUJI AZID SODNY.
UPOZORNENI: Né&ktera ¢ginidla v této soupravé obsahuiji azid sodny. Azid sodny m(ize
reagovat s olovem nebo médi v potrubi a vytvafet vysoce vybu$né azidy kovl. PFi
likvidaci splachnéte velkym mnozstvim vody, zabranite tak usazovani azidu. Dalsi
informace naleznete v dokumentu ,Decontamination of Laboratory Sink Drains to Remove

Azide Salts” v pfiru¢ce Manual Guide-Safety Management No. CDC-22 vydané Centers
for Disease Control and Prevention, Atlanta, GA, USA,1976.
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Véty popisujici charakter nebezpecnosti chemickych latek Evropského
spolecenstvi (R véty) (smérnice Rady 1999/45/ES)

R20/21/22 - Zdravi $kodlivy pfi vdechovani, styku s kdzi a pfi poziti.

R32 - Uvolriuje vysoce toxicky plyn pfi styku s kyselinami.

S28 - Pri styku s kiizi okamzité omyjte velkym mnozstvim vody.

CINIDLA OBSAHUJICi THIMEROSAL

Néktera Cinidla v této soupravé obsahuji thimerosal, ktery obsahuje slouc¢eninu rtuti. Pfi
likvidaci kovové rtuti, anorganickych sloucenin rtuti, oxid rtuti a dalSich slou€enin rtuti
museji byt pfisné dodrZzovany vSechny mistni a statni pfedpisy.

VAROVANI: Tento vyrobek obsahuje chemickou latku, o niZ je statu Kalifornie znamo, Ze
zpusobuje vrozené vady nebo dalSi reprodukéni poSkozeni.

CINIDLA OBSAHUJICIi JOD 125

Tato souprava obsahuje radioaktivni material, jehoz mnozstvi nepfevysuje 2 uCi (74 kBq)
jédu 125. Pfi skladovani, manipulaci a likvidaci materialu je nutné dodrZovat odpovidajici
bezpecénostni opatfeni a spravnou laboratorni praxi.

Pro Iékafe a instituce pfijimajici radioizotopy v ramci obecné licence:

Tento radioaktivni material mohou obdrzet, nabyvat, viastnit a pouzivat pouze |ékafi,
veterinafi, ktefi vykonavaji veterinarni praxi, klinické laboratofe nebo nemocnice, a to
pouze pro Ucely klinickych nebo laboratornich testl in vitro, pfi nichz neni material ani
zafeni, jez z néj vychazi, aplikovano vnitfné ani vnéj$né lidem ani zvifatdm. Jeho
obdrzeni, nabyti, drzeni, uzivani a pfeprava podléhaji pfedpistim a obecné licenci Komise
pro dohled nad jadernou bezpecnosti USA (U.S. Nuclear Regulatory Commission) nebo
statu, s nimz komise uzaviela dohodu o vykonu regulaéni pravomoci.

1. Skladovani radioaktivniho materialu musi byt omezeno pouze na uréeny prostor.

2. Pristup k radioaktivnimu materialu musi byt omezen pouze na pracovniky
s pfislusnym opravnénim.

3. Radioaktivni material nepipetujte usty.

4. PFi praci v prostorech uréenych k praci s radioaktivnim materidlem nejezte ani
nepijte.

5. V pfipadé rozliti je nutno material setfit, potom omyt alkalickym detergentem nebo
roztokem pro radiologickou dekontaminaci. VeSkeré pouzité sklo se musi pred
mytim s jinym laboratornim sklem dikladné umyt vodou.

Pro Iékafe a instituce pfijimajici radioizotopy v ramci konkrétni licence:

PFijeti, pouziti, transport a likvidace radioaktivnich materidlll podléha predpisim a
podminkam konkrétni licence.

VAROVANI: Tento vyrobek obsahuje chemickou latku, o niZ je statu Kalifornie znamo, ze
zplsobuje rakovinu.

POZOR: Hodnoty radioaktivity uvedené na pfibalové informaci se mohou mirné lisit od
hodnot uvedenych na stitku vnéjSiho obalu a na $titku lahvicky se znaCenou latkou.
Stitek vnéjSiho obalu a lahvicky se znacenou latkou oznaCuje mnozZstvi radioaktivity k
datu kalibrace; pfibalova informace oznacuje teoretickou radioaktivitu soupravy.

DALSi VAROVANI
1. Zabrante rozstfiknuti nebo vytvoreni aerosolu.

2. Inkubacéni doby nebo teploty jiné nez zde uvedené mohou vést k chybnym
vysledkam.

3. Mikrobialni kontaminace ¢inidel mlze vést k chybnym vysledkim.
4. Nenahrazujte ¢inidla jinymi Sarzemi €inidel ani €inidly jinych vyrobca.
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6. POZADAVKY NA VZORKY
UPOZORNENI: Se vzorky pacientll a véemi materidly, které s nimi pfijdou do styku,
zachazejte jako s materialy schopnymi prenaset infekce a pfi jejich likvidaci dodrzujte nalezita
bezpecnostni opatfeni.

ODBER A UCHOVAVANI SERA NEBO PLAZMY

Odbér dostate€ného mnozstvi vzorku krve se musi provést aseptickou venepunkci do
5 ml nebo 10 ml evakuované sterilni sklenéné zkumavky, aby se ziskalo minimalné
400 pl séra nebo plazmy s EDTA na kazdé stanoveni (pro 2 paralely). Je tfeba vénovat
pozornost rychlému oddéleni séra od srazeniny centrifugaci, aby nedos$lo k hemolyze.
Sérum nebo plazmu centrifugujte pfi pokojové teploté po dobu 10 minut pfi 760 g*. Jako
antikoagulans pro plazmu pouzijte EDTA (72 mg/5 ml krve). Pro zachovani integrity
vzorku neni nutné pfidani dalSich konzervacnich latek ani pfisad.

Sérum nebo plazmu s EDTA je nutné pfevést do zakrytych sterilnich zkumavek pro
ulozeni. Sérum je stabilni az 7 dni pfi teploté 4 °C. Pro dlouhodobéjsi ulozeni ho zmrazte
na -20 °C v mrazni¢ce bez automatického odstrariovani namrazy. Zkousky provedené
spole¢nosti DiaSorin prokazaly, Zze vzorky séra zmrazené pfi stalé teploté -20 °C byly
stabilni az 18 mésicd. Vzorky séra se nesmi opakované zmrazovat a rozmrazovat.
Veskeré plasty, sklo a dalSi material, které pfichazeji do styku se vzorkem, museji byt
prosté jakékoli kontaminace.

Aby se vylouCilo nepfedvidatelné ruSeni latkami rozpustnymi v tucich, doporucuje se
pouzivat vzorky odebrané nala¢no, neni to v8ak nutné. ViditeIné hemolyzované vzorky
zlikvidujte. Bilirubin (< 5 mg/dl) nerusi toto stanoveni. Nebyl hodnocen ruSivy vliv Zzadnych
léka.
7. POTREBNY MATERIAL A VYBAVENI, KTERE NEJSOU SOUCASTI
DODAVKY
7.1  Pryzové nebo latexové rukavice, které je tfeba nosit béhem provadéni testu.
7.2  Jednorazové zkumavky z borokfemicitého skla, 12 x 75 mm.

7.3  Centrifuga s regulovanou teplotou (20 — 25 °C), ktera pojme zkumavky o
rozmérech 12 x 75 mm, odstfedované pfi 1600 +20 g*.

7.4  Scintila¢ni ¢ita€ zafeni gama, ktery je kalibrovany a schopny po¢itat jod -125.
7.5 Michacka ,vortex”.
7.6  Pipetovaci zafizeni:

a. mikropipetory kalibrované na davkovani 200 (+4) pl,

b. opakovaci davkovace kalibrované na davkovani 100 (+2) pl a 500 (£5) pl.
7.7  Precisténa voda na fedéni DAG-PPT.
7.8  Minutka pro méfeni asu s pfesnosti £2 minut.
7.9  Semilogaritmicky papir se tfemi fady.

8. POSTUP STANOVENI
8.1  Pfipravte neznamé vzorky.

8.2 Vytvorte sadu part oznacenych zkumavek na jedno pouziti 12 x 75 mm pro
paralely podle schématu stanoveni uvedeného na zadni strané.
8.3  Pfidejte Cinidla v nasledujicim pofadi:
a. Zkumavky pro stanoveni celkového poctu impulzi
Odlozte stranou az do kroku 6 (slouZi pro vypocty v ramci fizeni jakosti — viz
¢ast Rizeni jakosti)
b. Zkumavky pro nespecifickou vazbu (NSB)
200 pl kalibraéniho roztoku 0 na zkumavku

c. Kalibraéni roztok 0
200 pl kalibraéniho roztoku 0 na zkumavku

*g = (1118 x 10°®) (polomér v cm) (ot./minutu)?
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8.4

8.5

8.6
8.7

8.8

8.9

8.10
8.1

8.12

d. Kalibraéni roztoky EPO-Trac (1 - 5)
200 pl kalibraéniho roztoku na zkumavku
e. Kontrolni vzorky a neznamé vzorky
200 pl kazdého vzorku nebo kontrolniho vzorku na zkumavku
Pridejte 100 pl (modré) primarni kozi protilatky proti EPO do vSech zkumavek
kromé zkumavek na celkovy pocet impulzi a NSB.

Zkumavky jemné promichejte na tfepatce vortex a inkubujte 2 hodiny
(210 minut) pfi pokojové teploté 20 - 25 °C.

Do v8ech zkumavek pfidejte 100 pl (Serveného) znaceného EPO.

Jemné promichejte zkumavky na vortexu a inkubuijte je po dobu 16 - 24 hodin pfi
2-8°C.

Pfed davkovanim intenzivné promichejte DAG-PPT. Béhem davkovani 500 pl
DAG-PPT do vSech zkumavek kromé zkumavek na celkovy pocet impulzl
suspenzi michejte krouzivym pohybem lahvicky nebo malym magnetickym
michadlem pfi velmi nizkych otackach.

Zkumavky promichejte na tfepaéce vortex a inkubujte 30 (5) minut pfi pokojové

teploté (20 - 25 °C).

Zkumavky centrifugujte pfi 1600 x g* po dobu 20 minut pfi teploté 20 - 25 °C.

Odlozte stranou zkumavky pro stanoveni celkového pocétu impulzl, pak
dekantujte supernatant ze zbyvajicich zkumavek do pfislusné nadoby na
radioaktivni odpad. Dfive nez zkumavky otoCite do vzpfimené polohy, odsajte
veSkeré kapky supernatantu, jez by mohly zbyt na jejich okrajich, pfeklopenim
zkumavek dnem vzhuru na savy papir.

Pomoci scintilaéniho Citate zafeni gama spodcitejte impulzy precipitatu kazdé
zkumavky a zkumavek pro stanoveni celkového poctu impulzi po dobu
1 minuty.

POZNAMKY K POSTUPU

9.1

9.2

9.3

Pfidavanim kazdého alikvotniho dilu €inidla do dolni tfetiny zkumavky zajistite
dokonalé promichani €inidel.

Pokud nelze zkumavky dekantovat do 5 minut po dokonceni centrifugace,
je nutné pred slitim supernatantu zkumavky znovu centrifugovat.

Aby bylo zaji§téno Uplné monitorovani soustavné kvality pribéhu RIA, je mozné
kontrolovat dal$i faktory. Spole¢nost DiaSorin doporucuje pro zajisténi soustavné
shodné funkéni charakteristiky soupravy pravidelné kontroly dale uvedenych
parametra.

a. Celkovy pocet impulzt

b. Maximalni vazba

Prdmérny pocet impulzd za minutu (CPM) zkumavek s nulovym kalibraénim
roztokem/primérna hodnota CPM zkumavek pro stanoveni celkového poctu
impulza.

c. Nespecificka vazba

Primérny pocet impulzi za minutu (CPM) zkumavek NSB/primérna hodnota
CPM zkumavek na celkovy pocet impulzi.

d. Smérnice kalibraéni kfivky
Monitorujte napfiklad body potlaceni o 80 %, 50 % a 20 % na kalibraéni kfivce.

*g = (1118 x 10°®) (polomé&r v cm) (ot./minutu)®
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10. RIZENi JAKOSTI

Kazda laboratof musi do kazdého stanoveni zafadit nejméné dva kontrolni vzorky, aby
bylo zajisténo sledovani funkéni charakteristiky stanoveni. Lze pouzit komeréné dostupné
kontrolni vzorky nebo dva referencni kontrolni vzorky dodané se soupravou. Kontrolni
vzorky dodané se soupravou obsahuji EPO ve dvou koncentracich. Kontrolni vzorky
stanovila spole¢nost DiaSorin pomoci soupravy DiaSorin EPO-Trac '?°| RIA. Rozmezi
koncentraci kazdého kontrolniho vzorku je uvedeno na osvédCeni o analyze a
predstavuje limity stanovené spole¢nosti DiaSorin pro hodnoty kontrolnich vzork(, které
Ize ziskat pomoci spolehlivych stanoveni. Pro sledovani funkéni charakteristiky
kontrolnich vzork(i se musi uchovavat grafy fizeni jakosti. Pfipustné meze funkéni
charakteristiky je nutné stanovit v kazdé individualni laboratofi pro kazdou hladinu
kontrolniho vzorku pomoci statistickych metod uréenych k detekci systematickych i
nahodnych chyb. Pfed hlasenim vysledki testl pacientld musi kontrolni vysledky splfiovat
kritéria pfijatelnosti v dané laboratofi.'*?*%'

11. VYPOCET VYSLEDKU

Existuje mnoho metod vypoctu vysledkd testd RIA. VSechny jsou zaloZzeny na ziskani
kalibraéni kfivky vynesenim miry vazby proti deklarovanym koncentracim kalibracnich
roztok. Tento graf muze byt v linearnich nebo logaritmickych soufadnicich. Kazda z
téchto metod poskytuje v zasadé stejné hodnoty kontrolnich vzork( a vzork(, ackoli
néktera stanoveni se mohou lépe ,hodit* pro jednu metodu, a jina pro jinou. Metoda
vypocCtu laboratofe fizeni jakosti spolecnosti DiaSorin je zavislost % B/Bg [mnozZstvi
znacené slouceniny vazané vzorkem (B) déleno mnozstvim znaéené sloueniny vazané
kalibraéni roztokem pro nulu (Bp) x 100] (viz krok 3 nize) na logaritmu koncentrace.

111 Vypocitejte primérnou hodnotu (CPM) pro kazdy kalibraéni roztok, kontrolni
vzorek a neznamy vzorek.

11.2 Od v8ech pocth impulzi odectéte primérnou hodnotu CPM zkumavek pro
nespecifickou vazbu (NSB).

11.3 Vydélte korigovany CPM kazdého kalibraéniho roztoku, kontrolniho vzorku nebo
vzorku pacienta korigovanym CPM kalibraéniho roztoku 0.

CPM Kkalibraéniho roztoku nebo neznamého vzorku —
% B/Bg = CPM zkumavky NSB x 100

CPM kalibra¢niho roztoku 0 — CPM zkumavky NSB

1.4 Pomoci semilogaritmického papiru se tfemi cykly vyneste procento B/Bg pro
kalibracni roztoky EPO-Trac (svisla osa) proti koncentraci vytisténé na listu
specifikaci pro kontrolu kvality (vodorovna osa).

11.5 Témito body prolozte optimalni pfimku (obr. 1).
11.6 Z tohoto grafu interpolujte koncentrace erytropoetinu v neznamych vzorcich.

11.7 Odectete-li pro kterykoli neznamy vzorek hodnotu nizsi nez <4,4 mU/ml, mez
detekce tohoto testu, nahlaste hodnotu jako <4,4 mU/ml.

11.8 Pokud je odecet nékterého vzorku vyssi nez nejvyssi kalibraéni roztok, musi se
vzorek zfedit kalibraénim roztokem 0 ze soupravy EPO-Trac, kat. €. 23211 a
analyzovat znovu. Pro vétsinu vzork( bude stacit fedéni 1:2 a 1:5.

12. OMEZENIi POSTUPU

121 Vysledky tohoto stanoveni by mély byt pouzity spolu s informacemi z klinickych
nalez( a dalSich diagnostickych postupu.
12.2 Nebyl testovan rusivy vliv Zadnych Iékl na toto stanoveni.
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TABULKAII
Vzorova data stanoveni EPO-Trac™ RIA spolec¢nosti DiaSorin

Pocet impulzd

: ol Pramér Navazané Navazané
za rgg‘,\ljltu i Prlén;e’\z;ny (CPM-NSB)  procento procento Konc. *Korig.
Zkumavka (mU/ml) (B) BTy (B/Bo) (mU/ml)  konc.
Celkovy pocet 14 823
impulzt
(T)14 270 14 546
NSB 492
447 470 3,2*
Kalibraéni 4783
roztok 0
4904 4 844 4374 33* 100,0 0
(Bo)
Kalibraéni
roztoky
1 4321
4273 4297 3827 87,5 9,0
2 3832
3773 3803 3333 76,2 19,0
3 2 896
2920 2908 2438 55,7 39,0
4 1645
1669 1657 1187 271 83,0
5 865
932 898 428 9,8 290,0
Kontrolni 3924
vzorek,
hladina 1
3877 3901 3431 74,4 16,9
Kontrolni 1918
vzorek,
hladina 2
1935 1927 1457 33,3 69,3
Nezn. vz. ¢. 1 1217
1232 1225 755 17,3 127
1:2 1832
1873 1853 1383 31,6 72,6 124,8
Nezn. vz. €. 2 1508
1437 1472 1002 22,9 96,6
1:2 2264
2309 2 286 1816 41,5 56,0 91,6

Udaje typickych vzork( a kalibraéni kivka jsou uvedeny v TABULCE Il a na obr. 1; tyto informace
slouzi pouze jako referenéni Udaj a nelze je pouzit pro vypocet Zzadného vysledku.

* Korig. konc. = korigovana koncentrace; pouze pro fedéné vzorky.
** Tyto parametry jsou sledovany pro udely fizeni jakosti (viz &ast Rizeni jakosti).
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PRIKLAD KALIBRACNI KRIVKY EPO

[

40

mU/mL

OBRAZEK 1

* Tento graf je vytvofen ze vzorovych dat (TABULKA IlI) a je pouze orientaéni.
Nepouzivejte tento graf pro vypocet hodnot vaseho stanoveni.

13. PREDPOKLADANE HODNOTY
13.1 Normalni rozmezi

KAZDA LABORATOR SI MUSI STANOVIT SVE VLASTNi ROZMEZi NORMALNICH
HODNOT.

Hodnoty erytropoetinu v séru byly méfeny u (104) normalnich muzti a Zen (45 M, 61 2)
z Minneapolisu, stat Minnesota, USA pomoci soupravy EPO-Trac RIA. Byla zjisténa
pramérna hodnota koncentrace EPO 17,7 7,5 mU/ml. Jednotlivé hodnoty se pohybovaly
od minima 4,9 do maxima 52,7 mU/ml. Primérna hodnota koncentrace EPO v séru ¢inila
18,3 mU/ml u normélnich Zzen a 16,6 mU/ml u normalnich muz(. Nebyl pozorovan zadny
statisticky rozdil (p = 0,27) mezi hladinami EPO u Zen a u muza.

V nékolika dal$ich studiich normalni populace pomoci vlastni metodiky RIA EPO byly
zjistény primérné hodnoty EPO podobné vyse uvedené studii.? * 5 Nékteré z téchto studii
prokazaly vyznamné, avSak malé rozdily mezi Zenami a muzi, pfiemz zeny vykazovaly o
néco vyssi hodnoty nez muzi.®® Vysledky téchto studii jsou shrnuty v nasledujici tabulce.

Studie Pohlavi n= Stfedni hodnota +1 S.D.
Koeffler 19812 obé 26 14,9 4,2 mU/ml
Garcia 19824 muzi 364 17,2 £5,5 mU/ml
zeny 199 18,8 £6,2 mU/ml
Ryner 1989% muzi 50 8,0 £3,2 mU/ml
zeny 50 11,3 £3,4 mU/ml
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13.2 Patologické hodnoty

Abnormalni koncentrace EPO v krevnim obéhu, pokud jsou vySetfovany spolu s dalSimi
klinickymi informacemi, mohou byt charakteristické pro urcita onemocnéni.

Pacienti s polycythaemia rubra vera typicky vykazuji normalni nebo nizké hladiny EPO,
pokud je tato hladina hodnocena vlastnimi metodikami RIA.%° Pacienti se sekundarni
polycytemii zpisobenou hypoxii, jako je tomu pfi méstnavé srdeéni vadé nebo chronické
obstrukéni plicni chorobé, vykazuji zvySené hladiny EPO.3 8 ° Ektopicka produkce EPO
muize nékdy vést ke zvySenym hladinam EPO v séru a nasledné sekundarni polycytemii u
pacientd s myomem délohy, hemangioblastomem mozecku, karcinomem jater a
feochromocytomem. Nadory ledvin, jako jsou hypernefrom, adenom a sarkom, mohou
vést k podobné erytrocytéze souvisejici s EPO.?

VétSina anemickych pacientd ma zvySené hladiny EPO v séru, i kdyZz mira zvySeni zavisi
na stupni a typu anémie. ZvySeni hladiny EPO v séru mGze byt zjisténo u pacientll se
srpkovitou anémii nebo HIV pozitivnich, hladiny EPO jsou v§ak v priméru méné vyrazné
nez u jinych anémii."® "

Anémie zjiSténé u pacientll s poruchami ledvin jsou povazovany za dusledek deficitni
produkce erytropoetinu zplsobené onemocnénim nebo chybénim ledvin. Anemicti
pacienti bez ledvin zavisli na dialyze maji nizké nebo nedetekovatelné hladiny EPO."2 Na
druhé strané pacienti zavisli na dialyze s finalnim stadiem nemoci ledvin maji obvykle
normalni nebo vyssi hladiny EPO v séru. Hladiny EPO v séru, zjis§téné u téchto pacient(,
jsou vSak pokladany za nepfiméfené nizké pro tento stupen anémie.'> '* Pacienti s
recentnim transplantatem ledvin maji nékdy zvySené hladiny EPO v séru jako reakci na
anémii.'

V klinické studii provedené v Minneapolis, stat Minnesota, USA, byly hladiny EPO méfeny
pomoci soupravy EPO-Trac RIA u (28) pacientd na dialyze s chronickym selhanim ledvin.
Prdmérné hladiny EPO vséru ¢inily 384 + 67,1 mU/ml (rozmezi:10,4 -
360,6 mU/ml), zatimco hladiny hemoglobinu dosahovaly primérné 9,4 +1,6 g/dl
(rozmezi: 6,9 az 12,3 g/dl). Tato hodnota byla povazovana za nepfijatelné nizkou pro
skupinu pacientd s podobnym stupném anémie, avSak s normalni funkci ledvin.'? ' Tato
dialyze."> '® Kromé toho byly hladiny erytropoetinu stanoveny u fady skupin pacientt.
Nasledujici tabulka uvadi primérné namérené hladiny EPO. Pacientské kontrolni vzorky
byly nahodné vybrany z hodnocené populace pacientd.

83



Souhrnna tabulka primérnych hladin EPO u riznych skupin pacientt,
zmérenych pomoci soupravy EPO-Trac RIA

Stfedni hodnota

Diagnéza n EPO (mU/ml) S.D.
Normaini hodnoty 36 15,7 10,5
Kontrolni vzorky pacientu 18 18,6 11,3
Pacienti na dialyze 28 38,4 67,1
Myelodysplazie 2 651,0 887,2
Myelofibréza 2 116,0 147,5
Erytroidni hypoplazie/aplazie 4 1545 1213
Nehodgkinsky lymfom 15 26,4 13,8
Hodgkinova choroba 3 29,8 31,3
Chronicka lymfocyticka 3 17,4 9,7
leukémie

Makroglobulinémie 2 30,2 15,1
Myelom 3 49,7 52,3
Hemolyticka anémie 3 51,4 29,2
Ruzné anémie 10 32,2 18,9
Pacienti s erytrocytézou 6 14,6 8,5
Pacienti s polycythaemia vera 6 20,7 4,9

VySe uvedené hladiny erytropoetinu mohou, nebo nemuseji odpovidat uvedenym
onemocnénim. VSichni pacienti byli v rdznych stadiich Ié¢by, ktera mGze ovlivnit hladinu
EPO oc¢ekavanou pfi jejich konkrétnim zdravotnim stavu. Pfi interpretaci konkrétnich hladin
erytropoetinu musi byt bran ohled na zdravotni stav jednotlivého pacienta a stav jeho
erytropoetického systému.

14. UDAJE O FUNKCNi CHARAKTERISTICE
14.1 Reprodukovatelnost

Odchylka v ramci stanoveni Sérum (hodnoty = mU/ml)
Stfedni hodnota S.D. % C.V.** N
NizKA 11,1 1,3 11,9 20
NizKA 12,4 1,2 10,0 20
NizKA 22,9 1,2 52 10
STREDNI 39,9 1,9 4,8 10
VYSOKA 106,5 5,1 4,8 10
VYSOKA 254,6 29,8 11,7 20
Odchylka mezi stanovenimi Sérum (hodnoty = mU/ml)
Stfedni hodnota S.D. % C.V.** N
NiZKA 9,8 1,4 14,3 5
NizKA 13,2 1,6 12,1 5
NiZKA 19,0 1,3* 6,7 5
STREDNI 40,9 1,4 3,5 5
VYSOKA 147,6 15,7 10,6 5
VYSOKA 220,2 26,9 12,2 5

*

Stanoveni vzork( probéhlo v péti samostatnych stanovenich (n = 5)
** % CV. = (S.D. + stfedni hodnota ) 100
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14.2 PRAVDIVOST: PRAVDIVOST STANOVENIi BYLA KONTROLOVANA TESTEM
LINEARITY A TESTEM VYTEZNOSTI
Paralelnost redéni
Studie fady fedéni neznamych vzork( séra

Stfedni hodnota % Stfedni hodnoty/
Vzorek Redéni EPO stfedni hodnota
(mU/ml) fedéni 0
1 0 15,6* —
1:2 17,4 111,5
2 0 1271 -
1:2 124,8 98,2
1:4 141,2 111,1
1:8 152,0 119,6
3 0 96,6 —
1:2 91,6 94,8
1:4 100,4 103,9
1:8 100,0 103,5
4 0 51,3 —
1:2 52,8 102,9
1:4 38,4 74,9
Stf. hodnota = 102,3

* Hodnoty nulového fedéni byly hodnoty zméfené pred nafedénim roztokem pro fedéni
séra spole¢nosti DiaSorin.

Spravnost
Studie vytéznosti Sérum (hodnoty = mU/ml)
Sada &. Pozadi* Pnc:z;t}:) Ilzaélggcm ':231:2; rlf Procento vytéznosti***
1 8,9 19,5 27,3 94,4
8,9 41,5 51,9 103,6
8,9 145,0 182,0 119,4
2 18,1 19,5 37,3 98,5
18,1 41,5 66,0 1154
18,1 145,0 205,6 129,3
3 44,3 19,5 62,9 95,4
443 41,5 87,6 104,3
44,3 145,0 158,5 78,8
4 80,8 19,5 101,3 105,1
80,8 41,5 1271 111,6
80,8 145,0 210,7 89,6
Stf. hodnota = 103,8

* Hodnota stanoveného vzorku délena 2.

** Spojené stejné objemy kalibracnich roztokt EPO-Trac 3, 4 a 5 a vzorku odebraného
pacientlim.

*** % vytéznosti = [(méFena hodnota - pozadi)/pfidany EPO] x 100
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14.3 Analyticka citlivost (meze detekce)

Nejmensi detekovatelna koncentrace EPO je 4,4 mU/ml, kdyz je definovana jako patrna
koncentrace pfi 3 odchylky kalibraéniho roztoku od poétu impulzl pfi maximalnim nebo
nulovém navazani. Neznamé vzorky, jejichz odeet naméfené hodnoty je nizSi nez
citlivost tohoto stanoveni, je nutné hlasit jako <4,4 mU/ml.

14.4 Analyticka specifi¢nost

Vysledky pokusu se zkfizenou reaktivitou pomoci systému RIA EPO-Trac a 8 pfirozené
se vyskytujicich sérovych proteind prokazaly zkfizenou reaktivitu <0,001%, kdyz bylo
mérfeni provadéno pfi hodnoté citlivosti stanoveni (4,4 mU/ml).

Latky Zkiizena reaktivita (%)
Lidsky albumin <0,001
Granulocytarni makrofagovy kolonie <0,001
stimulujici faktor (GM-CSF)

Interleukin-3 <0,001
Alfa-1-antitrypsin <0,001

Lidsky chorionicky gonadotropin <0,001

Alfa-1 kysely glykoprotein <0,001

Lidsky I9G <0,001

Lidsky IgM <0,001

Sekvence genu pro erytropoetin byla porovnana se vSemi sekvencemi lidskych genl
v databazich Genbank a EMBL. Vyhledavani nenalezlo zadné geny, které by byly
vyznamné podobné sekvenci genu pro erytropoetin.

14.5 Ruseni

Studie byly hodnoceny podle metodiky CLSI, aby bylo zji§t€no ruSeni hemoglobinem,
triglyceridy a bilirubinem. Tyto studie ukazuji, Ze nebylo zjisténo Zadné ruseni.

14.6 Druh vzorku

Byla prokazana vysoka korelace v parech vzorkl plazmy s EDTA a vzork( séra.

Y (SERUM) = 0,9 + 0,993 (PLAZMA); r = 0,93 (rozmezi: 4,7 - 42,5 mU/ml; sérum).

SEZNAM LITERATURY VIZ POSLEDNi STRANA
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125
KITRIAT EPO-Trac

1. XPHZH A THN OINOIA NMPOOPIZETAI

MONO T'A AIATNQZTIKH XPHZH IN VITRO.

To kit RIA EPO-Trac™ 1rpoopiCeTal yia TOV TTOCOTIKO TTPOCdBIopIoUO TNG epubpoTroinTivng
(EPO) ot opd 1 mAdopa EDTA pe padioavoootrpocdiopioud (RIA) wg Bonbnua otn
OIdyvwaon TwWV aVAIJIWY KAl TWV TTOAUKUTTOPOIMIWV.

2. MNEPIAHWH KAI ENEZHIHZH
H epuBpotrointivn (EPO) eival pia yAukotrpwreivikr) opuoévn (34.000 Dalton) mou digyeipel
TNV wpigavon Twv TPodpopwy Twv £pubpwyv aipoo@aipiwv. H EPO ekkpivetal amé 1o
VEQPO O€ aVTATIOKPION TNG CUYKEVTPWONG 0EUydvoU OTo aipa. Zuvhbwg, éTav Ta eTTiTTeda
ouyévou pelwvovTal, OTTwG OTn Qualoloyikr uTtrogia, To emimedo Tng EPO 010
KUKAOQOPIKG cUoTnua augdvetar kol Oieyeipel TNV augnuévn Trapaywyr epubpwv
KUTTApwV.'
Ta TaBoloyika emimeda EPO o710 aipa TOUu KUKAOQOPIKOU GOUCTAUATOG  Eival
XOPAKTNPIOTIKA OPICPEVWY TTABOAOYIKWY SIATapaXWY, CUUTTEPIAGUBavVOPEVWY BIGQOopWY
QVOIYIWY, TTOAUKUTTOPAIMIWY Kal veoTTAaopdTtwy. H utrepmrapaywyr) EPO éxel ouoxeTioTei
HE VEQPIKO KapKivwpa. Mepikd veotrAdopata ATTATOg Kol GAAA VEOTTAAOUOTA Opydvwv
£XOUV CUCXETIOTEI YE TNV EKTOTTIKA TTaPAYwWYr) EpuBpoTToINTivng.2
H avaipia yxapoktnpietal amd avermapkn emimeda epuBpwv aipoa@aipiwv.?2 O avaiyieg
aoBevwyv  pe augnuéva emimeda EPO  mrepidapfdvouv  aTTAQCTIKA avaipia, avaidia
QVETTAPKEIAG OIBAPOU KAl QIMOAUTIKA avaiyia. H avaiyia mmou oxetifetal pe TN Xpovia
VEQPPIKN AVETTAPKEIA €ival OTTOTEAETUA AVETTAPKOUG TTapaywyng EPO atd ta veppd.
H umreptrapaywyn Twv €pubpwyv aioo@alpiwy KaAgital TTOAUKUTTOPaIdia. Ze aAnbn
TIOAUKUTTOPaIYia TToU Ogv €XEl QVTIUETWTTIOTEI, TTAPOUCIAJETAI UTTEPTTAPAYWYH Twv
€PUBPWV aigooPaIpiwv aTrd AIPATOTTOINTIKOUG TTPOYOVOUG TTApoUCia XAaunAwv 1 pn
avixvelaidwy ouykevTpwoewyv EPO.®
H &eutepoyevAg (AyXog) TTOAUKUTTOPAIYIO TTPOKOAEITAl aTTd augnuévn Trapaywyn Kai
ékAuon EPO éxovrag wg amotéAeoua augnuévn pada epubpwv  aigoogaipiwv. H
OEUTEPOYEVIG TTOAUKUTTAPAIMIO EVOEXOUEVWG VO TTPOKAAEITAI OTTO BIGPOPOUG TTAPAYOVTEG
OTTWG KATIVIOPA, TIETPEG OTA  VEPPA, TIVEUMOVIKH ivwon, Kopdlokd voonuara,
VEOTTAGOpaTA 1] EAAEIYPN QIHOCPaIpivng.2
‘Exouv avatrtuxBei apkeTég péBodol yia Tn HETPNON TNG €puBpoTIOINTIVNG O aVOPWITTOUG
Kal {wa. H apxiki avdamtuén mpoodiopiopwy TrepIAGuBave BloAoyiké TTpoodiopioud in
Vivo PE Xprion €SUTTOSIKWY TTOAUKUTTAPAIMIKWY {WVTAVWY TTOVTIKWVY.4% Mg Tnv avdamrtuén
™G avacuvduaopévng  avBpwtrivng  epuBpotroinTivng,  avamtuxbnkav  €TTiong
Tpocdlopiopoi in vitro o1 omoiol €ivar AlydteEpo xpovoBopol kal akpiBoi. AuTtoi ol
Tpoodiopiopoi in vitro TrepiAapBdvouv padioavocotrpoadiopiopolg (RIA) kal ev{upikolg
avoootrpoodiopiopoug (EIA).

3. APXH MPOZAIOPIZMOY

H &iadikacia Tou RIA '] EPO-Trac 1ng DiaSorin eivar padioavocotrpocdiopiouog
QVTAYWVIOTIKAG  OEOPEUONG  Kal  aoToBoUG  I00PPOTTIAG O  OTToI0G  XPNOIUOTIOIE
avaouviuaopévn avBpwivn epuBpoTroinTivi) TOCO yia Tov IXxvnBEéTn 600 Kal yia Toug
BaBuovountés. Ta deiypata emwddovial Ye TO TTPWTOYEVEG avTiowpa aiyag EPO-Trac
(avTi-EPO aiyag) kai agrivovral va avTiOpAoouVv yia 2 WEEG TIPIV TNV TTPO0BNKN Tou
IixvnBétn EPO-Trac o omoiog eivalr onuacpévog pe 1wdio 125. Metd amd oAovUKTIa
ETTWOOCT, TO OEUTEPOYEVEG AVTIOWMA OCUPTTAOKOU KOTOKPAMVIONG avTi-aiyag ot évo
(DAG-PPT) mipooTiBetal oToug €101koUG OOKINaOTIKOUG OWARAVEG Tou TTPoadiopiopoU
(MINAKAZ 1). To DAG-PPT civai évag avtiopdg aiyag amd Ovo, O OTT0iog UTTEDTN
KOTOKPAMVION €K TWV TTPOTEPWYV HUE PUOIOAOYIKO 0pO aiyag, Kal ETTIPAVEIOdPACTIKO PETO.
To DAG-PPT emmwadetal pe Toug BabuovounTtég f Ta deiypaTa, TO TIPWTOYEVEG AVTICWHA
Kal TOV IXVNOETN yIa TPIAVTA AETTITA TIPIV TN QUYOKEVTPNON TWV SOKIYOOTIKWY CWAAVWY YIa
TO SlaXWPIOUSO TOU SECUEUPEVOU KOl TOU PN deapeupévou IXvnBETn. O pn deopeupévog
IXVNOETNG OTTOPAKPUVETAI PE PETAYYION TOU UTTEPKEINEVOU UypoU atrd KABe OOKIPATTIKO
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owAnva. Tivetal pétpnon Tou Oeopeupévou IXVNOETN TTOU TTAPAMEVEI OTA OQAIPIdIa
ouutrhokou DAG-PPT pe petpnt ydua yia 1 Aemrté. Or apiBuoi 251 gival avTioTpdowg
avaAoyol Tng TToadTtnTag EPO trou uttdpyel o€ kaBe deiyua.

4. ANTIAPAZTHPIA NOY NMAPEXONTAI ME TO KIT

MpwTtetov avrtiowpa EPO-Trac (KYANO) 1 @iaAidio/11 mL

Babuovountég EPO-Trac (0 éwg 5) 1 @iaAidio/11 mL, 5 @iaAidia/2,1mL
DAG-ppt EPO-Trac 2 @IaAidIa/35 mL

IxvnBétng EPO-Trac (EPYOPOZ) 1 @iaAidio/11 mL

YAIK& eAéyxou EPO-Trac 2 @IoAidIa/2,1 mL

Api1Budg doKigwv 100

OYNA=H: Metd Vv TTapaAafn) Tou, To KIT Ba TTPETTEl va QUAGooETal aToug 2 €wg 8°C.
Metd 1o dvolypa, QUAGETE KaBe avTidpacTrpio oToug 2 éwg 8° £wg TNV nuepopnvia ANENg
TTOU aVayPAQETAl OTNV €TIKETA. Ta avTidpaoThipla dev Ba TTPETTEl va XpnoluoTroinbolv o€
TTEPITITWON TToU TTapPEABEl N nuepopnvia Angng. H nuepopnvia ARgng Tou KIT avaypdeeTtai
oTNV €EWTEPIKNA ETIKETA KaI QVTIATOIXEI TNV NUEPOMNVia ARENG Tou IXxvnBETn.

Agv evdeikvuTal n avapign avtidpactnpiwy atmd dIaQOPETIKESG TTAPTIOEG.

41 BaBpovountég EPO-Trac, 0 £wg 5: AvTidpaoTrplo £T0IUO yia Xprion.

‘E€I BaBuovounTtég avaouvduaouévng epuBpoTIoINTivNG, O€ OVOUOOTIKEG OUYKEVTPWOEIG
ToU Kupaivovtal amé Tepimou 0 éwg 280 mU/mL, TpoapaiwvovTal o€ PuBuIcuéVO
@ualohoyiké opd PE TTPWTEIVIKOUG aTabepoTroinTég, avTipikpofiakd péoa kal agidlo Tou
varpiou 0,1%. Or1 BaBuovountég éxouv avagopd 1o 2nd IRP Erythropoietin, HUM,
Urinary/Bioassay 67/343° Tou MNaykéouiou Opyaviopou Yyeiag (MOY) kai 1o International
Calibrator for Erythopoietin, Recombinant DNA (rDNA) tou MOY (IS) — atmoppéovrag
KwdIkdG #87/684. O1 BaBuovounTég Tou KIT UTTOpoUV va evaAAdooovTal ye Ta deiypata
éT1av xpnoigotroiolvTal e Ta avTidpacThpia Kai Tn diadikagia AEIToupyiag TG TTapoucag
SIayVWaoTIKAG BOKIPAG in vitro, 6TTwg guviaTaTal.

4.2 25| EPO-Trac: AvTidpaaoTrplo £TOIUO yia Xpron.

Avacuvduaopévn avlpwTrivn epuBpotrointivn €xel onuavBei pe 1wdio 125, 2 uCi
(74 kBq), kai €xel apaiwBei o puBpiopévo oAaToUXO OIGAUPA MPE  TTPWTEIVIKOUG
oTaBepoTToINTéG, avTipiKpoBioka péoa, agidio Tou vatpiou 0,1% kai epubpr) Baer) Food,
Drug and Cosmetic (FD & C) ap. 40.

4.3 Npwroyevég avriowpa EPO-Trac: AvTidpacTipio £TOIUO yia XpAoN.

Avtiopég EPO avBpwtrou atéd aiya apaiwvetal pe pubuiopévo aAatouxo didAupa pe
TPWTEIVIKOUG 0TaBePOTTOINTEG, avTIUIKpoPIakd péoa, agidio Tou varpiou 0,1% kal Kuavh
Baen FD & C ap. 1.

4.4 roptrAoko katakpripviong EPO-Trac, DAG-PPT: Auo@iAoTroinuévo avtidpaaTrpio
AvTiopdg aiyag aTrd GVo TTPOAPAIWVETAI HE UOIOAOYIKO 0P aiyag Kal ETTIPAVEIOdPACTIKO
yéoo, apaiwveral pe pubuioTIKG OidAupa BSA-Bopikwv pe avTtigikpofiakd péca Kai
BiuepoldaAn 0,03% kai utrdkeTal og Auo@ihotroinon. EkteAéoTte avaguaTtaon Tou @iaAidiou
pe 35 mL kekaBappévo vepd. Avapigte KOAG €wg OTOU TO €vaIWPnUa gpgpavigeTal
OMOIOYEVEG KOl ETTEITA OQAOTE TO OKivnTo yia TouAdyiotov 30 Aemitd o€ Beppokpacia
OWUOTIOU aVOKIVWVTAG TO TTEPIOTACIOKA. 2TPORINICTE | AvapigTe pe Evav PIKPO YayvnTiKG
avadeuTipa o€ TTOAU xaunAn Taxutnta kabwg diavéuete To DAG-PPT og SOKIUOOTIKOUG
owAnveg. Av Ta avTidpaaTipia eg@avifouv evoeifelg eTavudaTwong TIpIv até Tn xpnon,
uNV Ta XPNOIPOTIOIROETE.

4.5 YAika eAéyxou EPO-Trac, emitreda 1 ka1 2: AvTidpaoTrpio £TOIUO yia Xpron.
MpooTiBeTal avacuvduacpévn avBpwtivn EPO og pubuiopévo @uaioloyikd opd yia Tn
AMyn ouykévipwong evidg TnG KaBopiopévng TTEPIOXAG TIMWV TTOU avaypd@eTal OTO
moToToINTIKG  av@Auong. 'Exel mpooTeBei  alidio Tou vatpiou 0,1% kai  dAAol
oTaBepoTTOINTEG.
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5. MPOEIAONOIHZEIX KAl NIPO®YAA=EIX
MONO T'A AIATNQZXZTIKH XPHXH IN VITRO.
Aev TrpoopileTal yia EoWTEPIKA A EEWTEPIKN Xprion o€ avBpwTroug | {wa.

ANTIAPAZTHPIA MOY MNMEPIEXOYN AZIAIO TOY NATPIOY

MPOZOXH: Mepikd avTiBpaoTApIa OTO KIT auté TrepIEXouV adidio Tou vatpiou. To agidio Tou
varpiou ptropei va avTidpdoel Ye TIG CwANVWOoEeIG HOAUBSoOU i XaAKOU Kal va OxXNnUoTioE!
€CAIPETIKA EKPNKTIKA aidia PeTAAAWY. KaTtd Tnv ammoppiyn, eKTTAUVETE pe dgBovn TTooéTnTa
vepoU yia va eUTTodioETe TN oucowpeuan adidiwv. Ma TPOaBeTeg TTANPOPOPIES, avaTPEETE
amv evotnta «Decontamination of Laboratory Sink Drains to Remove Azide Salts», otov
0dnyo diaxeipiong ac@dAeiag pe kwdikd CDC-22 trou ekdideTal atrd Ta Kévipa yia Tov ‘EAgyyo
kai Tnv MpoAnyn Néowv atnv ATAdvta Tng T¢opTgia, H.IN.A., 1976.

Ppdoeig KivdUvou yia emiKiviuveg oucieg Twv Eupwtraikwv KoivotAtwy (O8nyia
Emirpotrig 1999/45/EE)

R20/21/22 - BAaBepd katd Tnv €I0TIVOR, O€ €TTAPN ME TO OEPUO KOl OF€ TTEPITITWON
KOTATTOONG.

R32 - ¢ emagn pe o&éa eAeuBepavovTal TTOAU TOEIKA aépia.

S28 - Xe TePITITWON ETTAPAG PE TO OEPUA, TTAUVETE AUECWGS PE APOOVO VEPO.

ANTIAPAZTHPIA NOY MNEPIEXOYN OIMEPOZAAH

Mepikd avTI®paaTApIa TOU KIT autoU TTEPIEXOUV BiuePolAAn n oTToia TTEPIEXEI UBPAPYUPO.
H 3168eon Tou oToIXEIOKOU UBPAPYUPOU, TOU avopyavou udpapylpou, Twv OeIdiwv Tou
udpapyUpPoU Kal TWV EVWOEWY UdpapyUpou Ba TTpETTEl va yiveTal Je auoTnper TAPNON
OAWV TWV TOTTIKWYV, TTOAITEIOKWY KOl OJOCTIOVOIAKWY KAVOVIGHWV.

MPOEIAOMOIHZH: To poidv auTtd TTEPIEXEI MIO XNMIKF OUdia n oTroia €ival yvwoTo atrd
TNV TToAITeia TNG KaAipdpviag 0TI TTPOKAAEI GUYYEVEIG aVWHOAIES 1) GAAEG avaTTapAYWYIKEG
AvVWHOAIEG.

ANTIAPAZTHPIA NOY MEPIEXOYN IQAIO 125
To kIT auTté Trepiéxel padievepyd UAIKO To oTroio dev uttepBaivel Ta 2 uCi (74 kBq) og 110810
125. Katd 1n @UAagn, 10 XeIpiopd Kkal Tn 81d0eon Tou UAIKOU auTou, Ba TIpETTEl va
XPNOIUOTTOIOUVTAl KATAAANAEG TTPOQUAGEEIG KOl KAAEG EPYACTNPIOKEG TIPAKTIKEG.
Mpog 1aTpoug 1) 1IdpupaTa TTou TTapaAapBdavouv padioicodToTra KATW aTTO YEVIKN Adeia:
To Tapov padievepyd UAIKO uTTopei va An@Bei, va atroktnBei, va KaTéxeTalr Kal va
XPnolgoTrolgiTal pévo amd 10TpoUG, KTNViaTpoug TTou €EAOKOUV KTNVIATPIKR IOTPIKA,
KAIVIKG €pPYaOTAPIO I] VOOOKOMEIO Kal HOVO IO KAIVIKEG 1) EPYOOTNPIAKEG BOKIPEG in Vitro
Tou Oev TrEPIAAPPBAVOUV TNV EOWTEPIKN 1 €EWTEPIKN XOpPAynon Tou UAIKOU, 1 Tng
akTivoBoAiag auTtoU, oe avBpwtroug kal {wa. H tmapaAafn, n amoktnon, n Karoxn, n
XPAON Kal N JETAQOPA UTTOKEIVTAI OTOUG KAVOVIGHOUG Kal TN YEVIKR adeia Tng PuBuioTikAg
Emrtpotig Mupnvikwv Twv H.M.A. (NRC) Tng ToAITeiag oTnv oTroia n €mITPOTIN EXEl
OuVAYEl CUPPWVIA YIa TNV GoKNan KaBNKOVTwY apuodiag apxng.
1. H @UAa&n Tou padievepyoU UAIKOU Ba TTPETTEI va TTEPIOPIOTEI O€ €1I0IKA ETMIONUACHUEVO
XWpPO.
2. HtmpooBacn og padievepyd UNIKA TTPETTEI va TTEPIOPICTEI HOVO O€ £§0UCIOdOTNUEVO
TIPOCWTTIKO.
3. Mn xpnoiyoTrolgite TITTETA YE TO OTOUA O€ padievepyd diaAupara.

4. Mnv TpWTE A TVETE EVTOG TWV XWPWV EPYATIAg TTOU €XOUV ETTIONPAVOET WG
padIEVEPYOI.

5. O1 TepIox£g, OTTOU EVOEXOUEVWG EXOUV TTPOKANBEI ekXUOEIG, Ba TTPETTE Va
OKOUTTIOTOUV Kal KATOTTIV va TTAUBOUV e aAKOAIKS aTTOpPUTTAVTIKO i padIoAoyIKO
ATTOAUMAVTIKO dIGAupa. Tuxdv udAiva okeln TTOU XPNOIKOTTIOINBNKAY TTPETTEN val
€KTTAUBOUV KOAG peE vePS TTPIV atrd TNV TTAUCN GAAWYV £PYQCTNPIAKWY UGAIVWV
OKEUWV.

Mpog 1aTpoug 1) 1IdpupaTa TTou TTapaAapBdvouv padioicdTotra KaTw atré €18IKr ddeia:

H mapaAaBn, n xpnon, n HETa@opd Kai n O1dBeon Twv padlevepywVv UAIKWV UTTOKEIVTAI
OTOUG KaVoVIoPOoUG Kal TIG OUVBNKEG TNG €18IKAG GOEIGG OaG.

89



MPOEIAOMOIHZH: To Tpoidv autd TTEPIEXE I XNMIKA OUdia n oTroia €ival yvwoTo atrd
Tnv TToAiTeia TG KaAipdpviag 611 TTpOKaAEi Kapkivo.

MPOZOXH: H padievépyeia TTou avaypdgetal oTo EVOETO CUOKeEUAaiag PTTopEi va dlagEpel
EAAPPWG ATTO TN PABIEVEPYEID TTOU AVOYPAPETAI OTNV ETIKETO CUOKEUAOIOG ) OTNV ETIKETA
@iaAidiou 1xvnBETn. H eTikéTa cuoKeuaaiag Kal n ETIKETA PIANIBIOU IXVNOETN UTTOBEIKVUOUV ThV
TIPAYMATIKA TTOoOTNTA PadievEPYEIQG KATA TNV nuepounvia Babuovounong, evw 1o €vBETO
OUOKEUOOIag UTTOOEIKVUEI TN BEWwPNTIKN PadIEVEPYEIQ TOU KIT.

MPOXOETEZ NPOEIAOMNOIHZEIZX
1. ATToQUyeTE TOV TTAPAQCUO A TNV TTAPAYWYH AEPOAUUATWYV.
2. Xpébvol ka1 BepuoKpacieg ETTWAONG BIAPOPETIKEG aTTO AUTEG TTOU KaBopifovTal
EVOEXOUEVWG VO TTAPAYOUV E0QAAPEVA ATTOTEAEOUATO.
3. H pikpoBiakn péAuvon Twv avTidpacTnpiwv evoEXoNEVWG va TTapdyel AavBaopéva
atmoTeAéopaTa.

4. Mnv avTikaBIoTaTe avTidpacTrpia He avTidpaoTrpia GAAWV TTapTidwy i GAAwY
KOTAOKEUAOTWV.

6. AMNAITHZEIZ AEIrMATOZ

MPOZOXH: O xelpiopog Twv delydTwy agBevwv Kal AWV TwV UAIKWY TToU £pYovTal O€
eTapr pe autd Ba Tpémel va yivetal wg €dv dUvavTal va PETAdWOOoUV AoidwEn Kal n
8140¢ea0r| Toug Ba TTPETTEN VA YiVETAI CUPQWVA IE CWOTEG TIPOPUAAEEIG.

ZYAANOIH KAI ®YAA=H OPOY KAI MAAZMATOX

Oa TpETTel va GUANeXBei eTTapkég deiypa aipaTtog aonTmik@ Pe QAEBOTTOPAKEVTNON OF
KEVO OTTOOTEIPWUEVO UAGAIVO OOKIYOOTIKO cwAfva 5 4 10 mL woTte va amodobolv
TouAdyioTov 400 pL opd ) TAdopa EDTA yia kGBe TTpoodiopigud (Yia 2 eTTavVOARYEIG).
Qa Tpétrel va doBei TTpocoxn yia TNV €yKalpn agaipecn Tou opoU atrd To Bpdufo pe
QUYOKEVTPNON TIPOKEINEVOU va atTo@euxBei n aipdAuon. duyokevipAoTe Tov opd A TO
TAdoua oe Bepuokpacia dwuatiou yia 10 AemTd oTtoug 760 x g*. ©a Tpémel va
xpnoipotroinBei EDTA (72 mg/5 mL aipa) wg avTitnkTkG yia TTAGopa. Agv atrairodvTal
GAAa TTPOoBETa i} CUVTNPENTIKA yia TN BIATAPNON TNG AKEPAIOGTNTOG TOU BEiYUATOG.

O 0p6g A 10 TAdopa EDTA Ba TTpéTTel va TOTTOBETEITAI € ATTOOTEIPWHEVOUG KAAUPHUEVOUG
OOKIJOOTIKOUG owAAveg @UAagNG. O opdg eival oTabepdg yia 7 nuépeg atoug 4°C. TNa
peYaAUTEPOUG XPOVOUG QUAAENG, kataywugrte otoug -20°C og Kat@wugn TTou Oev eKTEAE]
autépatn améwugn. H DiaSorin éxel ammodeigel 61 Ta SeiypaTta opou eival atabepd yia 18
urveg 6tav KarawuyovTal guvexopeva otoug -20°C. Ta deiypata opou de Ba TTPETTEl va
KOTOWUXOoVTal Kal va amroyuyovTal eavelAnuuévws. OAa Ta TTAAOTIKA Kal UGAIva oKeln 1
AAAa UAIKG TTOU €pxovTal O€ eTTAPN PE To Oeiyua dev Ba TTPETTEN va ival JOAUCHEVA.
JuvioTwvTtal OgiypaTa vnoTeiag, Opwg dev armmaitouvTal, TTPOKEINEVOU VO aTTOQEUXBEi n
ampoéopevn TTOPEPPROAR amd oucieg Tou eival €udidAuteg oe Aimidlo. Ta opatd
aipgoAuoTroinuéva deiyyata Ba TpéTel va atroppi@Bolv. Bpébnke o611 n xoAepuBpivn
(<5 mg/dL) Oev Tapeufdlel otov Tpoadiopiopd autd. Aegv €xel egeTaoTei Kavéva
(PAPMAKEUTIKG TTPOIOV yIa TTAPEUBOAN.

7. EZONAIZMOZ KAI YAIKA MOY AMAITOYNTAI, OMQZ AEN NMAPEXONTAI
7.1 Tavmia ammd KaouTooUK 1) AATEE yIa va QopAaTe KaTa TNV eKTEAEON TNG OOKIMATIAG.
7.2  AvoAwaoipol SoKIpaoTIKoi CWAAVEG atrd BoploTTupITIKG UaAo, 12 x 75 XAOT.
7.3  Qduyokévipnon pe eAeyxdpevn Beppokpaaia (20 £éwg 25°C) atnv oTroia uTropouv
va TTpocappocTolV SoKIpaoTIKoi owARveg 12 x 75 xAaT ata 1600 + 20 g*.

7.4  MeTpnTAg OTNIVENPIOUWY Yaua BaBuovounuévog Kal Je duvatotnTa JETPNong
1wdiou 125.

7.5 Opyavo mrepidivnong (vortex).

-8 2
*g=(1118 x 10 ) (akTiva O€ €KOTOOTA) (rPmM)
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7.6

7.7
7.8
7.9

JUOKEUEG TIITTETOG:
a. Mikpommimréta BaBpovounuévn va diavépel 200 (+4) pL.

B. Aiavopeig eTravaAlauBavopevng xopriynong, Babuovounuévor woTe va
diavépouv 100 (+2) pL kar 500 (£5) pL.

KekaBapuévo vepd yia Tnv apaiwon Tou DAG-PPT.
XPOVOUETPO PE aKPiREeIa £ 2 AeTTTd.
XapTi nuIAoyapIBuIKoU ypa@RuaTog TPIWV KUKAWY.

AIAAIKAZIA NPOZAIOPIZMOY

8.1
8.2

8.3

8.4

8.5

8.6

8.7

8.8

8.9

8.10

8.1

8.12

MpocToipudoTe Ta AyvwoTa deiyuaTta.

TakToTtroIfoTe U0 TTAVOUOIOTUTTOUG aVAAWCIUOUG UAAIVOUG SOKIUOGOTIKOUG
OWANVES 12 X 75 XAOT CUPPWVA PE TO OXMHA TOU TTPOCSIOPICHOU TNG TEAEUTAIAG
oeAidag.

MpooBéoTe Ta avTIOPACTAPIA WG AKOAOUBWG:
da. AoKINaOoTIKOi CWARVEG CUVOAIKWV KPOUCEWV

ToTtroBeTAOTE KATA PEPOG €WG TO BrAA 6 (XPNOIMOTIOIEITAI YIa UTTOAOYIGHOUG
TToI0TIKOU €AEyXOU - BA. evOTNTA TTOU OPOPE TOV TTIOIOTIKO EAEYXO).

B. AokipaocTikoi CwARVeEG pn €181KkAG déoueuong (NSB)
200 L BaBuovountA 0 o€ KABE SOKIUACTIKO CWARVA
y. Babuovountig 0
200 uL BaBuovountn 0 o€ KAOE SOKIUACTIKO CWARVA
5. BaBpovountég EPO-Trac (1 éwg 5)
200 uL BaBuovountr o€ K&GBe SOKINACTIKO CWARVA
€. YAIkd geAéyxou kal dyvwoTa deiyparta
200 uL atrd kabe deiypa ) UNIKS eAéyxou o€ KABE SOKINAOTIKO CWARVA

MpooBéote 100 pL mpwroyevég avriowpa EPO aiyag (kuavd) o€ kdabe
OOKIMAOTIKO CWARVa €KTOG ATTd Toug BOKINACTIKOUG GwArveg NSB.

Avapite atraAd Toug dokIpaoTIKOUG CWARVEG Og Opyavo TrepIdivnang (vortex) kai
ETTWACTE TOUG yIa 2 WPEG (£ 10 AeTrTd) o€ Beppokpaacia dwuaTiou (20 €wg 25°C).
MpoagBéote 100 pL 1xvnBéTn EPO (epuBpd) oe OAoug TOug OOKIPOOTIKOUG
OWANVEG.

Avapi¢te TOUug OOKIPNOAOTIKOUG OWwANveG ge Opyavo TepIdivnong (vortex) Kai
ETTWAOTE yIa 16 £wg 24 wpeg aToug 2 £wg 8°C.

Avapi¢te duvard To DAG-PPT tpiv T diavopr| Tou. Z1pofIAioTe ) avapigre DAG-
PPT pe évav pikpd payvnmikd avadeutripa o€ TTOAU XauNnAr TaxutnTa Kabwg
Olavépete 500 pL o€ OAoug TOUG OOKINOOTIKOUG OWANVEG EKTOG aATTO TOUG
OOKINAOTIKOUG CWAAVEG OAIKWY KPOUCEWV.

Avapigte og 6pyavo TepIdivnong (vortex). Katdmv emwdaoTe Toug SOKINAGTIKOUG
owAnveg yia 30 (+5) Aetrtéd o€ Beppokpacia dwpuariou (20 éwg 25°C).
PuyoKeVTPAOTE TOUG DOKIYACTIKOUG CWARVEG yia 20 AeTrtd pe xprion 1600 x g*
oToug 20 éwg 25°C.

TomroBeTAOTE TOUG OOKIPAOTIKOUG OWANVEG ONKWY KPOUCEWV KOTA HEPOG.
Katotmv petayyioTe 10 UTTEPKEINEVO Uypd atmd Toug UTTOAOITTOUG SOKIUAGTIKOUG
OwAnveg oe doxeio KATAANAo yia padievepyd amoBAnNTa. ZTEYVWOTE TOUG
OOKINOOTIKOUG OWAAVEG e OTUTTOXAPTO O€ aveoTpappévn Béon yia va
QQOIPECETE  TUXOV OTAYOVEG UTTEPKEINEVOU UYpoU TTOU  EVOEXOMEVWG  Vd
TTAPAPEVOUV OTO XEIAOG TwV OOKIUOACTIKWY CWAAVWY TIPIV TOUG PEPETE OE OpBia
Béon.

Me xprion HETPNTH OTTIVONPICUWY YAUA, METPAOTE TO i{NUa O€ KABE BOKIYAOTIKO
OwAnva Kal Toug SoKINAaTIKOUG CWANVEG GUVONKWY KPOUOEWV yia 1 AETTTO.

*g=(1118 x 10'8) (akTiva o€ €KATOOTA) (rpm)2
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9. AIAAIKAZITIKA XOAIA

9.1 [pocBéoTe KAOBE KAGOUA avTIdOPACTNEIOU OTO XANNAGTEPO TPITO TOU BOKIYOCTIKOU
OwARva TTPokKeINEVOU va Eac@alIoTel N TTANPNG avapign Twv avTidpacTnpiwy.

9.2 Av n perdyyion Twv SOKIHACTIKWY CWAAVwY Bev gival duvaTr eviog 5 AeTTwv
a1rd TNV 0AOKARPWAN TNG PUYOKEVTPNONG, Ol SOKIUOOTIKOI CWANVEG Ba TTPETTEl va
(PUYOKEVTPNBOUV €K VEOU TTPIV YiVEI N HETAYYION TOU UTTEPKEINEVOU KAGOUATOG.

9.3 Tla va TapakoAouBeite TTARPWG TN GUVETTH aTTddoan evég TTpoadiopiopol RIA,
uttdpyouv TIpOOBETOI TTapAyovTeG TTou TIpETTel va eAéyyovtal. H DiaSorin
TIPOTEIVEI TAKTIKO €AEYXO TWV TTOPAKATW TIAPAPETPWY YIa va eEa0@ANIOTEI N
OUVETTAG a1rédo0n ToU KIT.

a. ZuvoAikég KpoUoEIg

B. MéyioTn déopeuon

Méon Tiur kpoUoewv ava AeTTTo (CPM) Twv SOKINACTIKWY CwARVWY BaduovounTr
0 /Méon miur) CPM  Twv SOKIMACTIKWY CWARVWY CUVOAIKWYV KPOUOEWV.

Y- Mn €181k} 8éopeuon

Méon miuy CPM Tou dokipaoTikoU cwAva NSB/Méan Tiui CPM twv
OOKIPNAOTIKWY CWAAVWY GUVOAIKWVY KPOUGEWV.

6. KAion kautrUAng Badpovéunong
MNa Topddelypa, TapatnpraTe Ta anueia KataoToAng 80%, 50% kai 20% Tng
KAUTTUANG BaBuovounong.

10. NOIOTIKOZ EAEMXOxz
KdaBe epyaotrpio Ba mpémrel va mepidaufavel oe kdBe Tpoadiopioyd dU0 TOUAAXIOTOV
UAIKG eAéyxou yia va TrapakoAouBei Tnv amédoon Tou Tpoadiopiouol. Mtropolv va
XpnoigotroinBoulv eutropikd@ S1aBéoipya UAIKA eAEéyxou 1 Ta dUO UAIKG eAéyxou avagopdg
TTou Trapéxovtal ME To KIT. Ta UANKA eAéyxou Tou KIT Trepiéxouv EPO og dUo
OUYKEVTPWOEIG. Ta UAIKG eAéyxou Tou KIT €xouv aglohoynBei amd tnv DiaSorin
xpnoipotroiwvTag 1o KIT RIA 2] EPO-Trac 1ng DiaSorin. To €0pog TwV GUYKEVTPWOEWY
KABE €AEyXOU avaQEPETAl OTO TTIOTOTIOINTIKG avAAuong Kal Ogixvel Ta Opla TTou £X0UV
koBopiotei amd tnv DiaSorin yia TIpég eAéyxwv TOU pTTOpoUvV va emiTeuxBolv o€
aglomaToug KUKAouG eCeTdocwy. Oa TIPETTEN va TNPOUVTAI Ol TTHIVAKEG TTOIOTIKOU €A&yyOU
yia va TrapakoAouBeital n amédoon Twv UAIKWV eAéyxou. KabBe EexwpioTd epyaaTripio Ba
TPETTEl va KoBopilel atmodekTd dOpla amddoong yia KABe emiTredo UAIKWV eAEyxou
XPNOIYOTIOIWVTOG HEBODOUG PacIouéveG OTN OTOTIOTIKA Kal OXEDIOOWEVEG yia va
avixvelouv T600 CUCTNUATIKA O00 Kal Tuxaia o@AApaTa. Ta amoTeAéopaTa TwWV UAIKWY
eAéyxou Ba TTPETTEl va IKAVOTTOIOUV Ta KPITAPIO TOU €PYACTNPIOU VIO OTTODEKTIKOTATA TTPIV
atré TNV ava@opd TwV ATTOTEAECUATWY TNG OOKIPAG TV aoBevwY. 92021
11. YNOAOTIIZMOZ ANOTEAEZMATQN
YTépyouv TToAAéG péBoDOI yia Tov UTTOAOYIOUS OTTOTEAEOHATWY PadIoaVOCOTTIPOGSIOPICHWV.
Ka&Be pia Bacifetar otn Aqwn KOPTTUANG BaBuovounong pe 10 oxediacud Tou Babuou
OE€0UEUONG OUVOPTACEI TWV SNAWNEVWY CUYKEVTPWOEWV BabBuovountwy. To ypdenua autd
yTTopEi va oxedlaoTei o€ ypapuIK i AoyapiBuIkr KAipoka. K&Be pia ammd autég Tig uebddoug
0idel ouCIaoTIKA TIG IBIEG TIHEG YIa UNKA EAéyXOU Kail SeiypaTa, av Kal OpIoHEVOl TTPOCBIOPICHOI
eVOEXETAl VA «TTPOoapUOlovTaly KOAUTEPO OE MIO OUYKEKPIYEVN pEBOdO ammd pia GAAn. H
U€B0dOG uTToAOyIoUOU OTO €PyacTrpio TroloTIKOU eAéyxou Tng DiaSorin eivar % B/Bg
[rogdtnTa 1xvnBétn deopeupévou pe deiypa (B), Siaipeyévn pe TNV TrOoSTNTA IXVNOETN
deopeupévou e Tov undevikd BaBuovounTh (Bo) x 100] (BA. Briua 3 TTapakdTw) cuvapTroEl
TNG AoyapiBunuévng CUYKEVTPWONG.
11.1 YmoAoyioTe Tn péon Tiur) CPM yia kd6e BabuovounTr], UAIKG eAéyxou Kal AyvwoTo
deiypa.
11.2 AgaipéoTe Tn péon Tiyr) CPM Twv doKIpaoTIKWY owAfvwy un e1dIkAg déoueuang
(NSB) a1m6 6Aeg TIG KPOUTEIG.
11.3 Aiaipéate 10 dlopBwuévo CPM yia kGBe Babuovountr, UAIKO eAEyxou 1y deiyua pE To
SlopBwpuévo CPM Ttou Babuovountr 0.

CPM BaBuovountA 1 dyvwoTou deiypyatog — CPM NSB 100

0, =
% B/Bo CPM BaBuovountrj 0 — CPM NSB
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11.4 Me xprion xapTioU nuIAoyapIBUIKOU ypa@AuoTog TPIWV KUKAWY, oxedidaTte TO
ToooaTiaio B/Bp yia Toug BabBuovountég EPO-Trac (kdBetog dgovag) ouvapTrioEl
TNG OUYKEVTPWONG TTOU avaYPAPETAl OTO PUAAO TTPOBIOYPAPWY TTOIOTIKOU EAEYXOU
(op1g6vTIOG GEoVag).

11.5 ZxedidaTe TNV KAPTTUAN TTOU TTPOCapuodeTal KaAUTEPa oTa onueia (EXHMA 1).

11.6 YToAOyioTE TIG OUYKEVTPWOEIG €PUBPOTIOINTIVAG TWV AYVWOTWV OelyNATWwyY PE
TTapeUBOAN aTTé TN YPAPIKA avaTTapdoTaoT.

11.7 Av otroiodntrote dyvwoTo Ociypa @épel évdeign <4,4 mU/mL, dnA. 10 6pio Tng
avixveuang Tng doKIYaoiag auThg, avagépeTe TNV Tiur <4,4 mU/mL.

11.8 Av n miyj omoloudAToTe dAyvwoTou Oeiyuatog eivar  PeyaAlTepn amd 1O
BaBuovounTr pe TNV uwnASdTEPN TIWN, auTtd Ba TTPETTEl va apaiwBei e BabuovounTh
0 EPO-Trac, apiBudg kataAdyou 23211, kai va TrpoodiopioTei {avda. Apaiwoelg 1:2
Kal 1:5 gival ETTOPKEIG yia Ta TTEPICCOTEPA deiypaTa.

12. TMEPIOPIZMOI AIAAIKAZIAZ

12.1 Ta amoteAéoparta Tou TTPOCdIOPIGUOU auToU Ba TTPETTEl va XPNoIPoTToioUvTal oTTo
KoIvoU peE TIG TTAnpo@opieg TTou diaTiBevTal atmd KAIVIKEG afloAoyAoelg Kal GAAEG
B1ayVWOTIKEG BIadIKATIEG.

12.2 Aev €xel eAeyxOei kavéva @APPAKO yia TTAPEPBOAR Tou TTPOCdIopIoHOU.
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NINAKAZ 1l
Mapadeypa dedopévwv Tou padloavocoTrpoadiopiopol EPO-Trac™  1ng DiaSorin

Méoog  Méoog 6pog MocooTd MocooTd -
(n?l? /'\r¢1L) 0pog  (CPM-NSB)  &eopeupévou Oeopeupévou (m57:1KL) ?&ie
Aok. cwArvag CPM (B) (B/T)** (B/B0)
2UVOAIKEG KPOUTEIG 14.823
(T)14,270 14.546
NSB 492
447 470 3,2
BaBpovountrg 0 4.783
4.904 4.844 4.374 33** 100,0 0
(Bo)
BaBpovountég
1 4.321
4273 4.297 3.827 87,5 9,0
2 3.832
3.773 3.803 3.333 76,2 19,0
3 2.896
2.920 2.908 2.438 55,7 39,0
4 1.645
1.669 1.657 1.187 27,1 83,0
5 865
932 898 428 9,8 290,0
YAKO eAéyyou
emmmédou 1 3.924
3.877 3.901 3.431 74,4 16,9
YAKO eAéyyou
emmmTédou 2 1918
1.935 1.927 1.457 33,3 69,3
UKN ap. 1 1.217
1.232 1.225 755 17,3 127
1:2 1.832
1.873 1.853 1.383 31,6 72,6 124,8
UKN ap. 2 1.508
1.437 1.472 1.002 22,9 96,6
1:2 2.264
2.309 2.286 1.816 41,5 56,0 91,6

>t1ov MINAKA | ka1 oto ZXHMA 1 tTrapouciadovTal TUTTIKG dedopéva evog deiyuaTog Kal pia
KAUTTUAN BaBuovounong. Or TAnpogopieg auTég didovTal HOvo yia avapopd Kal dev TTPETTEl va
XpnaiygotroinBouv yia Tov UTTOAOYIOUO KOMIOG TIUAG.
* AlopB. ouyk. = AlopBwuévn ouykévipwan. Mévo yia apalwpéva deiypata.
** O1 TTAPAUETPOI AUTEG TTOPOKOAOUBOUVTAI YIO GKOTTOUG TTOIOTIKOU eAéyxou (BA. evoTnTa TTOU
a@opd TOV TTOIOTIKG €AeyX0).
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KAMMYAH BAOGMONOMHZHZ AEIFMATQN EPO

*%8/Bo
100

40

mU/mL

ZXHMA 1

*To ypdenua auté Tmapdyetal amd 10 Tapadelyya dedopévwy (MINAKAL 1) kai
TTpoopideTal yévo yia okoTToug avagopds. Mnv To XpnOIPOTIOINCETE YIa TOV UTTOAOYIOUO
TWV TIJWV TTPOC0dIopIoUoU GaG.

13. ANAMENOMENEZ TIMEZ
13.1 @uoloAoyikn TEPIOXA TIHWV

KAGE EPIAXTHPIO ©A MPEMEI NA KAGIEPQZEI TH AIKH TOY KANONIKH MEPIOXH
TIMQN.

MeTtpribnkav Ta emieda epubpoTroinTivg opol g€ ekaTov Téooepig (104) gualoloyikoug
Aavdpeg kal yuvaikeg (45 A, 61 ) amé tnv MivedmoAn tng Miveodta pe xprion Tou
padioavocotrpoadiopicpol EPO-Trac. H péon miyg EPO Bpébnke ion pe 17,7 +
7,5 mU/mL. O1 atopikég TINEG KupaivovTav atrd 1o eAdxIaTo 4,9 aTto péyioTo 52,7 mU/mL.
H péon miu EPO opoU yia @uoioAoyikég yuvaikeg ATav 18,3, evw yia QuaOIoAoyIKoUg
avdpeg ATav 16,6 mU/mL. Aev TrapartnpriBnke kapia otatioTikr) Siapopd (p = 0,27) petagu
Twv emmédwv EPO o¢ Gvdpeg Kal Yuvaikeg.

APKETEG  GAAEG  €peuveg  QUOIOAOYIKWV — atdpwy,  HE  XPNON  ECWTEPIKWV
padioavoootrpoadiopiopwy EPO, Bprkav péoa emimeda EPO dpoia ag 14En peyéboug e
TIG TIUEG TNG TTOPOTTAVW PEAETNG.245 MEPIKEG ATTO AUTEG TIG HEAETEG ATTEBWOAV GNUAVTIKEG,
aAAG pIKPEG, OlOQOpPEG PETAGU TwV avOPWY KOl TWV YUVOIKWY, KOl Ol YUVOIKES
Tapouciadav eAa@pd XapnAOTEPES TIHEG AT O,TI Ol Avopeg.t® Ta amoTeAégparta Twv
MEAETWY aUTWV ouvowifovTal oTov akoAouBo Trivaka:

MeAétn [OlYe] n= Méoog +1 T.A.
Koeffler 19812 Kal Ta 800 26 14,9 £4,2 mU/mL
Garcia 19824 avopeg 364 17,2 £ 5,5 mU/mL
YUVaikeg 199 18,8 £ 6,2 mU/mL
Ryner 1989° avopeg 50 8,0 £ 3,2 mU/mL
YUVaikeg 50 11,3 + 3,4 mU/mL
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13.2 TIMEZ KATAZITAZIHZ NOzZOY

O1 TmaBoloyikég ouykevipwoelg EPO o010 KukAO@oOpIkd cUoTnua, 61av €EETACTNKAV ME
GANEG KAIVIKEG TTANPOQPOPIEG, €VOEXOMEVWG VO Eival XOPOAKTNPIOTIKEG OUYKEKPINEVWV
aoBeveIwy.

& eowTEPIKOUG PadloavoooTTpoodiopiopols, o1 acBeveig pe aAnBr) TTOAUKUTTapaipia
OUVABWG TTOPOUCIAloUV QUOIOAOYIKEG 1 XOaUNAég TINEG EPO o0pou.t® O aoBeveig pe
OEUTEPOYEVH TTOAUKUTTOPAIYia TTOoU TTPOKOAEiTal atmd uTroia, OTTwG O€ GUPEOPNTIKNA
KapOdIaKr avetrdpkela i XpOvia aTTOQPAKTIKA TIVEUPOVIKH vOCO, TTapouciddouv augnuéva
emimeda EPO.38°%H extomkn Tapaywyn EPO pmopei pepikég @opég va €xel wg
amotéAegpa augnuévn EPO opoU kal, wg ek TOUTOU, OEUTEPOYEVH TTOAUKUTTOPAIUIa O€
0a0Beveig ye plwpa TNG PATPOG, alpayyeloBAGOTWHA TNG TTAPEYKEPAAITIOONG, NTTOTIKO
KOpKivwpa Kal @aloxpwpokUtwua. O kapkivog veppou, cuptrepiAapfBavouévou Tou
UTTEPVEPPWIHATOG, TOU AdEVWHATOG KAl TOU CAPKWHATOG, MTTOPEI va £XEI WG ATTOTEAECUO
TiuéG EPO bpoieg pe auTtég TTou oxeTiCovTal Pe TNV EpuBpoKUTWOT.2

O1 TrepioodTepol avalpikoi aoBeveig éxouv augnuéva EPO opol av kal To péyebog Tng
augnong e¢aptdtal amd 10 Babud kal Tov TUTTO TNG avaiyiag. Evdexouévwg va Bpebouv
au¢noeig oe EPO oe aoBeveig pe dpeTavoKUTTaPIK avaiyia i Aoiywén amé Tov HIV av
kal Ta emieda EPO, katd péoo 6po, eival Aiydtepo éviova améd 6,1l oe GAAoug TUTTOUG
avaipiag.'*

OcewpeiTal 6Tl 01 TUTTOI QVOIYIOG TIOU QTTOVIWVTAI Of 000BeveiG peE  veEQPPOTTABEI
TrpokaAouvTal atrd TNV ANITTA TTapaywyn puBpoTroinTivng até To TTAoXoV VEPPO I atrd
TNV amoucia veppoU. Avaluikoi aoBeveig xwpig veppd TTou uTTOKEIVTal O€ alyokdBapan
€XOUV XaunAd r un avixveloiya emmimeda EPO."? A6 Tnv dAAn pepid, ol aoBeveig TTou
eCapTwvTtal amd TNV aiokddapan, PE vePpoTrdbeia TeAikoU aTtadiou, ouvhBwg €xouv
@ualoloyiki 1 augnuévn EPO opol. Qotdoo, mioTevetal o1 Ta emimeda EPO opoU tmou
TTapoucidfovtal oToug aoBeveig autolg eival avapuooTa XaunAd yia 1o Babud avaipiag
Toug."> ¥ MepikéG QopEg, aoBeveig TTou €xouv UTTORANBEl TTpdoPaTa O PETAPNOOXEUTEIG
VEQPOU éxouv augnuévn EPO opol wg avTatrokpion TG avaiyiag Toug.™

e pia KAIVIKR peAETN oTn MivedtroAn Tng Miveodta, Ta emireda EPO petpribnkav pe Tov
padioavocotrpoadiopioyd EPO-Trac o€ ¢€ikool okTw (28) aoBeveig pe veppd TToU
ugioTaTal aigokdBapaon pe veppotradbeia TeAikou oTtadiou. Ta emimmeda EPO opou eixav
pyéoo o6po 38,4 + 67,1 mU/mL (eupog: 10,4 éwg 360,6 mU/mL), evwy Ta emiTeda
alpoo@aipivng ixav péoo 6po 9,4 + 1,6 g/dL (eUpog: 6,9 £éwg 12,3 g/dL). OcwprBnke 6T n
TIUA aut ATav avdppooTa XaunAn yia évav TAnBuoud acBevwv pe 100dUvapo Badud
avaiyiag, aAA& @uoioloyikny ve@pikf Aermoupyia.'?® H peAétn autr emBefaiwoe Ta
EUPAMOTA TTPONYOUHEVWV EPEUVNTWIV OXETIKA PE TN OXETIKA QVETTAPKEIQ £pUBPOTTOINTIVNG
oe aobeveic TOU  €opTWvTal OO aipokdBapon.'s'®  EmmAéov, Ta  emiTeda
gpuBpoTtrointivng kabopioTnkav o¢ TTOAAEG opddeg aoBevwyv. O akdAouBog Trivakag
Tapoucidlel Ta péoa emimeda EPO Tmou petpriBnkav. Ta UAIKG €Aéyxou aoBevwv
emAEXONKav Tuxaia atrd Tov TTANBUSUS aoBevwy TTou agloAoyABNKE.
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ZUVOTITIKOG Trivakag Twv péowv emmédwv EPO ot Sdid@opeg opddeg aobeviov
HE XPAON TOU KIT padloavoootrpoodiopicuou EPO-Trac

Méoog 6pog

Aidyvwon n EPO (mU/mL) T.A.
DuoIONOYIKEG TIMEG 36 15,7 10,5
YAIKG eAéyxou aoBevi 18 18,6 11,3
AcBeveig aiyokdBapang 28 38,4 67,1
MuehoduoTrAacia 2 651,0 887,2
MugAookAfpuvon 2 116,0 147,5
EpuBpocidrg utrotmAacia/atrhacia 4 1545 1213

Mn-Hodgkin Aépowpa 15 26,4 13,8
No6oog Tou Hodgkin 3 29,8 31,3
XpOovia AEPPOKUTTAPIKI Acuxaipia 3 17,4 9,7
Maokpoo@aipivaipia 2 30,2 15,1
MuéAwpa 3 49,7 52,3
AlgoAuTIKA avaiyia 3 51,4 29,2
Aidgopol TUTTOI avaipiag 10 32,2 18,9
EpuBpokuTTapikoi acBeveig 6 14,6 8,5
Acbeveig pe aAnbn TTOAUKUTTApaipia 6 20,7 4,9

Ta emiTeda epubpoTToINTiVNG TTOU TTAPOUCIAOVTAl TTAPATIAVW PTTOPEI VO GUP@WVOUV I va [N
guP@WVOUV UE TIG KATAOTATEIG TNG aaBévelag TTou TTapaTtiBeval. OAol ol aobeveig BpickovTav
oe OiIGpopa OTAdIa Bepatreiag Ta oTroia  evOEXOMEVWG va  PETABAAAOUV TO ETTITTEDO
€pUBPOTTOINTIVNG TTOU AVAMEVETAI VIO T OUYKEKPIPEVN KATAATAON TNG aoBéveldg Toug. Mpétrel
va e€eTaoTel N KOTAOTAON KABE aoBevh EeXWPIOTA Kal n uyeia Tou €puBpOoTTOINTIKOU
OUOTANATOG TOUG KATA TNV £punveia Twy I0IKWY ETTITTEdWY EpUBPOTTOINTIVNG.

14. AEAOMENA AMNOAOZHZ
14.1 EmavaAngipornra

ATtrékAIon yia Tov idIo TTPoadiopIoud Opdg (TIpég = mU/mL)
Méon Tiun T.A. Y. A** N
XAMHAH 11,1 1,3 11,9 20
XAMHAH 12,4 1,2 10,0 20
XAMHAH 22,9 1,2 5,2 10
MEZAIA 39,9 1,9 4,8 10
YWHAH 106,5 5,1 4,8 10
YWYHAH 254,6 29,8 11,7 20

ATrékAIoN PETAgU OEIpAg TTPOCBIOPICUWV Opdg (Tiuég = mU/mL)
Méon TR T.A. %X .A* N
XAMHAH 9,8 1,4 14,3 5
XAMHAH 13,2 1,6 12,1 5
XAMHAH 19,0 1,3* 6,7 5
MEZAIA 40,9 1,4 3,5 5
YWHAH 147,6 15,7 10,6 5
YWYHAH 220,2 26,9 12,2 5

*

Ta deiypata avaAlbnkav o€ évTe EeXxwPIoTOUg TTPOadIoPIGHOUG (N = 5)
** % Z.A. = (T.A. + Méoo 6po) 100
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14.2 AAHOINOTHTA: H AAHOINOTHTA TOY MPOZAIOPIZMOY EXEI EAEMXOEI ME
THN EZEETAZH FPAMMIKOTHTAZ KAI ANAKTHZHZ.

NapaAAnAiouég apaiwong

MeA£ETN ogIploKnG apaiwong ayvwoTwy delyudTwy opol

YR -
. Méoog 6pog EPO i Yo p'eoou opou/ i
Agiypa Apaiwon (mU/mL) Heoog 6pog MNOEVIKAG
apaiwong
1 0 15,6* —
1:2 17,4 111,5
2 0 1271 —
1:2 124,8 98,2
1:4 141,2 1111
1:8 152,0 119,6
3 0 96,6 —
1:2 91,6 94,8
1:4 100,4 103,9
1:8 100,0 103,5
4 0 51,3 -
1:2 52,8 102,9
1:4 38,4 74,9
Méon miu = 102,3

* O1 TIgéG PNdEVIKAG apaiwang ATAV Ol TIMEG TTOU HETPABNKAV TTPIV aTré TNV apaiwon e To
apaIwTIKG 0pou Tng DiaSorin.

Axkpipeia
MeAETn avakTnong Opo6g (Tiyég = mU/mL)
BaBuovountrg . .
Ap.oer | YmoBaBpo* EPO mrou Merpodpevn g/%f(?";‘“l&
TIPOCTEONKE HN nen
1 8,9 19,5 27,3 94,4
8,9 41,5 51,9 103,6
8,9 145,0 182,0 119,4
2 18,1 19,5 37,3 98,5
18,1 41,5 66,0 115,4
18,1 145,0 205,6 129,3
3 44,3 19,5 62,9 95,4
44,3 41,5 87,6 104,3
44,3 145,0 158,5 78,8
4 80,8 19,5 101,3 105,1
80,8 41,5 1271 111,6
80,8 145,0 210,7 89,6
Méoog 6pog = 103,8

* MNpoadiopiopévn Tiun deiypaTtog diaipepévn Pe 2.
** AvapixBnke ioog 6ykog BabuovounTtig 3, 4 ka1 5 EPO-Trac ka1 8eiypa aoBevi.
*** % AvakTnon = [(ut6BaBpo TTou peTprBnke)/EPO trou mpooTébnke] x 100
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14.3 ANAAYTIKH EYAIZOHZIA (OPIA ANIXNEYZHE)
H eAdxiotn avixveuoiuyn ouykévipwon EPO eivai 4,4 mU/mL, o6tav opietal wg n
(PAIVOUEVIKF) OUYKEVTPWON o€ 3 amékAiong BabuovounTh atmd TIG KPoUOEIG OE PEYIOTN 1
undevikh déopeuon. Ta dyvwoTa deiyyota Pe TIMA PIKPOTEPN aTé TNV guaicBnaia Tou
TPoadIopICUOU auTou Ba TTPETTEl va ava@épovTal wg <4,4 mU/mL.

14.4 ANAAYTIKH EIAIKOTHTA

Ta amoteAéopaTta amméd TreEipapa SlaoTaUPOUPEVNG avTIOPACTIKOTNTAG ME XPROon Tou
ouoTAuaTog padloavoooTrpoadiopiopod EPO-Trac kal 8 TTpwTEiVV TTOU aTravTwvTal oTn
@Uon mapouciacav <0,001% OSlacTaupoluevn avTidpacTIKOTNTA OTaV PETPAONKAV OTNV
euaioBnaia Tou Tpoodiopiopol (4,4 mU/mL).

Ouoigg % AlaoTaupoUPEVN avTIdPACTIKOTNTA
AvOpWTTIVN AEUKWHATIVN <0,001
MapdayovTag diEyepang aTTOIKIWYV

i ) <0,001
KOKKIOKUTTApwV-pakpo@dywv (GM-CSF)
IvtepAeukivn-3 <0,001
a-1 avTiBpuyivn <0,001
AvBpWwTTIVN XOPIaKrA yovadoTpoTTivn <0,001
a-1 yAUKOTTPWTEIVIKG 0§U <0,001
AvBpwvn avococaipivn G <0,001
AvBpwTivn avococaipivn M <0,001

H aAAnAouyia yovidiwv Tng epuBpotrointivng Ouykpibnke pe OAeg TIG aAAnAouyieg
avBpwvwy yovidiwv oTig Baoeig dedopévwyv Genbank kai EMBL. H avalrtnon dev
Bprike yovidia Trou gival onuavTiké éuoia pe TV aAAnAouxia yovidiwv epubpoTroinTivng.
14.5 NAPEMBOAH
Aglohoynonkav peAéteg oupwva pe TIG peBOddoug CLSI Trpokeigévou va utToAoyioTei n
TTapeUBoAn TG aigoo@aipivng, Tou TpiyAukepidiou kal TG XoAepuBpivng. O1 uEAETEG aUTEG
utrodeikvUouv Tl dev TTAPATNPRONKE Kapia TTapeUBOANR.
14.6 TYNOZ AEIrMATOZ
AtrodeixOnke 6T Ta {elyn derypdTwy TTAdopatog EDTA kal opod guoyeTi(ovTal o€ uynAd
Babuo.
Y (OPOZ) = 0,9 + 0,993 (MAAXMA), r = 0,93 (Trepioxr| TIHWV: 4,7 £wg 42,5 mU/ mL, opdg).

IlA TH BIBAIOTPA®IA, ANATPEZTE ZTHN TEAEYTAIA ZEAIAA
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C€
g

wl
(4]

[conTroL ]
'y

English Francais Deutsch Espafiol Italiano
European Conformité aux CE — Konformitats- Conformidad Conformita
Conformity normes kennzeichnung europea europea
européennes
Expiration Date Date limite Mindesthaltbar- Fecha de Data di
P d'utilisation keitsdatum caducidad scadenza
Manufacturer Fabricant Hersteller Fabricante Fabbricante
Consult Consulter les Gebrauchsanwei- ~ Consulte las Consultare le
Instructions instructions instrucciones de istruzioni per
e sung beachten 8
for Use d'utilisation uso l'uso
lIn wtrq Diagnostic in vitro. ) In—vnrg— Dlagnpstlco in Dlagnpstlca in
diagnostic. Diagnostikum. vitro. vitro.
Lot No. No. de lot Chargen-Nr. Numero de lote Lotto n°®
Temperature Limitation de . Limitacién de Limite della
A . Temperaturbereich
limitation. température. temperatura temperatura
Antiserum Antisérum Antiserum Antisuero Antisiero
Precipitating Réactif précipitant Fallungsreagenz Reggtwo Rea.g.e nte
reagent precipitante precipitante
Trazador: Tracciatore:
Tracer: antigen | Traceur : antigéne Tracer: %I antigeno antigene

labelled with '%°|

marqué a l'ode '®

markiertes Antigen

etiquetado con
125|

etichettato con
125|

Calibrator Etalon Kalibrator Calibrador Calibratore
Control serum Sérum de controle Kontrollserum Suero de control Siero di
controllo
Dry Natural Caoutchouc Trockener Goma natural Gomma
Rubber naturel sec Naturkautschuk seca naturale secca
Radioactive Radioactif Radioaktiv Radiactivo Radioattivo
Harmful Nocif Gesur]dheits— Nocivo Nocivo
schadlich
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= Eom

<
=
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II :
EjE :

CAL

CONTROL

@EI

Portugués

Cesky

EAANVIKG

Conformidade com
as normas europeias

Znacka evropské shody

EupwTraikf Zuppopewon

Datum ukonéeni

Prazo de validade pouzitelnost Huepopnvia Angng
Fabricante Vyrobce KaTaokeuaoTAg
Consulte as
. ~ Prostudujte navod k YupBouheurteite TIg Odnyieg
instrugdes de Siti ,
pouZiti XpAong
utilizagéo
Diagnéstico in Diagnosticky prostfedek In vitro SiayvwoTiké
vitro. in vitro 1aTPOTEXVOAOYIKS TTIPOIV.
N.° do lote Cislo sarze Ap. TrapTidag
Limite de S . .
temperatura. Teplotni limit Meplopiopoi Beppokpaaiag
Anti-soro Antisérum AvTiopog

Precipitado no
reagente

Precipitaéni reagens

AvTidpaoTrpio kabi¢nang

Tragador: antigeno
marcado com %]

I1zotopovy indikator:
antigen znaceny |

Ixvn6étng: Avtiyovo
ongacpévo pe <l

Calibrador

Kalibrator

BaBuovountrig

Soro de controlo

Kontrolni sérum

Opog papTupa

Borracha natural

Sucha pfirodni guma

=npd QUOIKG KAOUTGOUK

seca
Radioactivo Radioaktivni Padievepyd
Nocivo Zdravi $kodlivy EmBAaBng
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