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hGH IMMUNORADIOMETRIC ASSAY KIT

Procedure for quantitative determination
of human growth hormone (hGH)
in human serum or plasma samples

For in vitro use only

1. INTRODUCTION

Human growth hormone (hGH) is the hormone most abundantly secreted by the pituitary. During childhood and
adolescence it causes body statural growth, and throughout life it affects major metabolic processes, in such a way that
growth is encouraged. It is not, however, essential to health in adult life.

hGH is synthesized by the alpha cells of the anterior pituitary. It is composed of a single chain of 191 amino acid
residues with a molecular weight of 21,500 daltons and two disulphide bonds.

hGH circulates in different molecular forms, called Big-Big GH, Big GH and Little GH. Little GH is the most abundant
form and probably the original monomeric form, while the other two seem to be polymeric forms.

hGH does not have a specific target organ, but receptors have been demonstrated on human liver cells and circulating
lymphocytes. The metabolic effects of hGH can be generally divided into two main categories: a) anti-insulin direct
action (lipolytic and causing hyperglycaemia); b) insulin-like indirect action (anti-lipolytic and mitogenic). The latter action
causes body statural growth which is the classic action of hGH. This is exerted through somatomedins, relatively low-
molecular weight hormones (M.W. 7,000 daltons) of chemical structure very similar to that of proinsulin.

At least two somatomedins have been identified, one with insulin-like properties, the other one more directly involved in
body statural growth. Unlike all other polypeptide hormones, somatomedins mostly circulate bound to carrier proteins
which prolong their half-lives, therefore making their concentrations relatively stable.

2. PRINCIPLE OF THE ASSAY

The assay is a non-competitive immunoradiometric (IRMA) method, based on the use of antibody-coated tubes,
employing two mouse monoclonal antibodies directed against two different epitopes on the hGH molecule. Monoclonal
IgG to hGH is coated on the tube walls and labelled monoclonal IgG to hGH is used as tracer.

The assay features a single incubation during which hGH contained in calibrators or samples allows the tracer to bind to
the solid phase. After the incubation, the amount of labelled antibody bound to the solid phase is proportional to the
concentration of hGH present in calibrators or samples. At the end of incubation, the unbound material is removed by
aspiration and washing.

3. REAGENTS PROVIDED IN THE KIT

Coated tubes 100
| _tracer 1 vial
hGH calibrators 7 vials
Control serum 1 vial
Wash buffer 2 bottles
Number of tubes 100

STORAGE: Upon receipt, the kit should be stored at 2-8°C. Do not freeze. Once opened, the reagents of this kit are
stable until the kit expiry date when properly stored. The kit has been designed to perform 4 assay runs when used
throughout the day at room temperature and stored overnight at 2-8°C.

Reagents should not be used past the expiry date. The expiry date of the kit is reported on the external label and
corresponds to the expiry date of the tracer. The expiry date of each component is reported on the respective vial label.

When reconstituting the contents of the vials, mix gently to avoid foaming.
Reagents from different batches must not be mixed.

3.1. Coated tubes

The inner surface of each tube is coated with biotinylated IgG to hGH (mouse monoclonal) directed against an hGH
epitope that is different from the one against which the IgG used for the tracer is raised.

Before use, bring the coated tubes to room temperature prior to opening the box, to avoid condensation of humidity.
Securely reseal the box containing unused tubes. Do not mix different batches of coated tubes.



3.2, "|-tracer (red): ready-to-use reagent
The vial contains 11 mL IgG to hGH (mouse monoclonal) labelled with ?°I, BSA, horse serum, mouse IgG, phosphate
buffer, preservatives and an inert red dye. Radioactivity is 333 kBq (9 uCi) or less on the calibration date.

3.3. hGH calibrators: ready-to-use reagent

The vials contain increasing amounts of hGH, human serum, phosphate buffer and preservatives. hGH concentrations
are as follows: 0 - 1.5-45-9-24-60 - 150 plU/mL (0-0.5-15-3-8-20 - 50 ng/mL). The zero calibrator vial
contains 3 mL; the 1-6 calibrator vials contain 0.5 mL. The kit calibrators demonstrate commutability with patient
samples when used with reagents and operating procedure of this in vitro diagnostic test as the manufacturer
recommends.

The kit calibrators are referenced to the 2nd International Standard NIBSC 98/574, Recombinant DNA-derived hGH
(1 ng =3 plU).

3.4. Control serum: lyophilized reagent

The vial contains hGH, human serum and preservatives. 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. Reconstitute the vial contents with 1 mL distilled water. Store the resulting solution for two weeks at 2-8°C or
in deep-frozen aliquots (—20°C or below) for extended storage.

3.5. Wash buffer: reagent in solution (10x)
Each bottle contains 50 mL 0.5% Triton X-100 and saline solution.

Dilute the contents of each bottle to 500 mL with deionized water. The resulting solution is stable at 2-8°C until the kit
expiry date. The reagent is used to rinse coated tubes.

4. EQUIPMENT AND MATERIALS REQUIRED, BUT NOT SUPPLIED

- Distilled or deionized water.

- Glassware.

- Micropipettes with disposable tips (50, 100, 1000 nuL) (50 pL: trueness + 3%, precision 2%; 100, 1000 ulL: trueness
+ 2%, precision 1%).

- Test tube rack.

- Vortex mixer.

- Horizontal shaker capable of achieving a shaking speed of 300-350 rpm (optional).

- Device for dispensing and aspiration of wash buffer capable of delivering 2-3 mL per wash cycle for two wash cycles.

- Gamma counter suitable for counting '®| (counter window setting: 15-80 keV - counter efficiency: 70% - counting
time: 1 min). If counter efficiency is below 60%, counting time should be prolonged to 2 min.

5. SPECIMEN COLLECTION AND PREPARATION

Either human serum or plasma may be used. The anticoagulants citrate, EDTA and heparin have been tested and may
be used with this assay. Blood should be collected aseptically by venipuncture, allowed to clot, and the serum separated
from the clot as soon as possible. Samples having particulate matter, turbidity, lipaemia, or erythrocyte debris may
require clarification by filtration or centrifugation before testing. Grossly haemolyzed or lipaemic samples as well as
samples containing particulate matter or exhibiting obvious microbial contamination should not be tested. If the assay is
performed within 24 hours of sample collection, the samples should be kept at 2-8°C; otherwise they should be aliquoted
and stored deep-frozen (—20°C or below). If samples are stored frozen, mix thawed samples well before testing. Avoid
repeated freeze-thaw cycles.

If hGH levels greater than 150 wlU/mL (50 ng/mL) are expected, the samples should be diluted with the zero calibrator.

6. ASSAY PROCEDURE

Bring all reagents to room temperature (20-25°C) before assaying. Perform the assay at least in duplicate. Calibrators
must be run with each series of patient specimens. Calibrators and samples should be subjected to the same process
and incubation time.

Perform all assay steps in the order given and without any appreciable delays between the steps. The reagents must be
dispensed as quickly as possible (max 30 min).

A clean, disposable tip should be used for dispensing each calibrator and sample.



Dispense reagents in the bottom of coated tubes. Operate according to the following scheme:

tubes Calibrators Samples
reagents 0-6
Calibrators 50 pL -
Samples - 50 pL
Tracer 100 pL 100 pL

- Prepare two non-coated tubes for total activity computation containing only 100 uL tracer and set them aside until
counting.
- Mix the contents of tubes with a Vortex and incubate according to the procedure selected:
90 min at room temperature, while continuously shaking (300-350 rpm) (procedure A)
overnight (18-22 hours) at room temperature (procedure B).

- Carefully aspirate the incubation mixture and rinse twice with 2 mL wash buffer.
Be sure that the aspirator tip touches the bottom of the coated tube so that all the liquid is removed. Failure to remove
adhering solution adequately may result in poor reproducibility and spurious results. No trace of red dye should still
be visible.

- Measure the radioactivity of tubes.

7. CALCULATION OF RESULTS
Compute the mean net counts for each group of tubes. Compute the B/T ratio for each calibrator and unknown sample
as follows:

B/T% = calibrator or sample mean counts
total activity mean counts

x 100

Plot in log-log coordinates the mean percent value for each calibrator on the ordinate (y axis) as a function of hGH
concentration expressed as ulU/mL or ng/mL on the abscissa (x axis). A calibration curve is thus obtained (Fig. 1).
Directly from the calibration curve, read the hGH concentration of each sample expressed as plU/mL or ng/mL. If the
sample was diluted, the hGH concentration value derived from the diluted specimen must be multiplied by the dilution
factor.

Calculation example (procedure A)

The following data must only be considered an example and should not be employed instead of the data obtained by the
user.

Description cpm B/T%
Total activity 112,199 100
Zero calibrator 23 0.02
1.5 plU/mL - 0.5 ng/mL 891 0.79
4.5 ulU/mL - 1.5 ng/mL 2,861 2.55
9 plU/mL - 3 ng/mL 5,598 4.99
24 plu/mL - 8 ng/mL 13, 308 11.86
60 plU/mL - 20 ng/mL 29,546 26.33
150 plU/mL - 50 ng/mL 59,715 53.22
Sample 3,636 3.24

By interpolation from the calibration curve the sample is found to contain 5.76 plU/mL (1.92 ng/mL) hGH.
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8. EXPECTED VALUES

Given the variability of hGH secretion within a single individual and between different individuals, as reported in the
literature, the basal test is considered of limited diagnostic significance and assessments based on the response of hGH

to challenge tests are to be preferred.

It should be remembered, however, that the basal reference values reported below are to be considered merely
indicative. Each laboratory should establish its own assessment methods and reference ranges.

Subjects hGH, ulU/mL hGH, ng/mL
Prepubertal age 0.0-4.0 0.0-13
Pubertal age: males 0.0-10.0 0.0-3.3
females 0.0 - 30.0 0.0-10.0
Adult age: males 0.0-14.0 0.0-4.7
females 0.0-32.0 0.0-10.7

9. SPECIFIC PERFORMANCE CHARACTERISTICS

9.1. Analytical specificity

Analytical specificity may be defined as the ability of the assay to accurately detect specific analyte in the presence of
potentially interfering factors in the sample matrix (e.g., anticoagulants, haemolysis, effects of sample treatment), or
cross-reactive analytes.

Interference. Controlled studies of potentially interfering substances or conditions showed that the assay performance
was not affected by anticoagulants (citrate, EDTA, heparin), haemolysis (up to 200 mg/dL haemoglobin), lipaemia (up to
500 mg/dL triglycerides), bilirubinaemia (up to 20 mg/dL bilirubin) or one freeze-thaw cycle of samples.



Cross-reactions. The kit recognizes the two monomeric variant forms of hGH (M.W. 20,000 and 22,000 daltons).

Specificity was evaluated as the apparent hGH concentration obtained when testing high concentrations of potentially
interfering hormones.

Hormone Concentration Apparent hGH level
hPRL 100 mIU/mL 3rd IS 84/500 3 pwlU/mL (1 ng/mL)
hCG 100 IU/mL 3rd IS 75/537 undetectable
hTSH 1 1U/mL 2nd IRP 80/558 undetectable
hLH 2 IU/mL 1st IRP 68/40 undetectable
hFSH 2 IU/mL 2nd IRP 78/549 undetectable
hCS 3 ng/mL undetectable

9.2. Analytical sensitivity

Analytical sensitivity may also be expressed as the limit of detection, which is the minimal amount of specific analyte
detectable by the assay. The limit of detection is 0.12 plU/mL (0.04 ng/mL) at 95% confidence limit. This was calculated
as the apparent concentration of analyte which was distinguishable from the zero calibrator, that is, two standard
deviations above zero.

9.3. Precision

Different sample pools, containing different concentrations of specific analyte, were assayed to determine repeatability
and reproducibility of the assay (i.e., within- and between-assay variability).

Repeatability A B C
Number of determinations 10 10 10
Mean (ulU/mL) 36.80 16.40 3.42
Standard deviation 0.68 0.30 0.12
Coefficient of variation (%) 1.9 1.9 3.9

Reproducibility A B C
Number of determinations 10 10 10
Mean (nlU/mL) 34.28 15.82 4.02
Standard deviation 0.86 0.58 0.16
Coefficient of variation (%) 2.5 3.7 4.1

9.4. Trueness

The assay trueness has been checked by the dilution and recovery tests.
Dilution test. Two sera with high hGH concentration were tested after serially diluting with the zero calibrator.

Dilution Expected concentration, Measured concentration, % Recovery
plU/mL plU/mL

neat - 77.40 -

1:2 38.70 37.40 96.6
1:4 19.35 18.60 96.1
1:8 9.68 9.40 97.2
1:16 4.84 4.80 99.2
1:32 2.42 2.40 99.2
neat - 44.40 —

1:2 22.20 23.00 103.6
1:4 11.10 10.80 97.3
1:8 5.55 5.40 97.3
1:16 2.78 2.80 100.9
1:32 1.39 1.40 100.9




Recovery test. Two sera containing hGH were tested as such and after mixing with increasing amounts of hGH.

Added concentration, | Expected concentration, [Measured concentration, % Recovery
pnlU/mL plU/mL plU/mL
- - 33.40 -
50.00 81.74 78.80 96.4
25.00 56.74 54.40 95.9
12.50 44.24 44.60 100.8
6.50 38.24 39.80 104.1
2.10 33.84 34.60 102.3
- - 13.00 -
50.00 62.36 62.50 100.2
25.00 37.36 38.40 102.8
12.50 24.86 25.00 100.6
6.50 18.86 19.20 101.9
2.10 14.46 14.60 101.0

9.5. High-dose hook effect

Whenever samples containing extremely high antigen concentrations are tested in a one- step sandwich method, the
hook effect can mimic concentrations lower than real. For correct quantification, samples containing hGH levels greater
than that of the top calibrator should be diluted with the zero calibrator and retested. The results must then be multiplied
by the dilution factor to obtain the levels of the neat specimens.

The kit has been designed in such a way that doses up to 7.5 mIU/mL (2.50 pg/mL) hGH produce an analytical signal
which is above that of the top calibrator.

10. LIMITATIONS OF THE PROCEDURE

Diagnosis should not be established on the basis of a single test result, but should be determined in conjunction with
clinical findings and other diagnostic procedures as well as in association with medical judgement.

Bacterial contamination or repeated freeze-thaw cycles of the specimens may affect the assay results.
A skillful technique and strict adherence to the instructions are necessary to obtain reliable results. In particular, precise
pipetting and accurate aspiration and washing are essential.

Non-reproducible results may arise from methodological factors, such as:

- cross-exchange of vial caps

- use of the same tip when withdrawing from different vials or dispensing different samples

- leaving the vials open for long

- exposure of reagents or samples to intense heat or heavy sources of bacterial contamination
- inadequate aspiration of incubation mixture and rinsing of tubes

- contamination of tube rims by tracer or samples

- casual oscillations or inadequate handling of the gamma counter

- use of reagents from different master batches.

11. WARNINGS AND PRECAUTIONS
Test components contain sodium azide as a preservative. Because sodium azide may form explosive lead or copper
azide in plumbing, it is recommended that drains be thoroughly flushed with water after disposal of solutions containing

sodium azide (Council Directive 99/45/EC).
R 22 — Harmful if swallowed.

R 31 — Contact with acids liberates toxic gas.
S 28 — After contact with skin, wash immediately with plenty of water.
S 45 — In case of accident or if you feel unwell, seek medical advice immediately (show the label where possible).

All serum and plasma units used to produce the components provided in this kit have been tested for the presence of
HBsAg, anti-HCV, and anti-HIV-1/2 and found to be non-reactive. As, however, no test method can offer absolute
assurance that pathogens are absent, all specimens of human origin should be considered potentially infectious and
handled with care.
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. SAFETY PRECAUTIONS

Do not eat, drink, smoke or apply cosmetics in the assay laboratory.

Do not pipette solutions by mouth.

Avoid direct contact with all potentially infectious materials by using protective clothing such as lab coats, protective
glasses and disposable gloves. Wash hands thoroughly at the end of each assay.

Avoid splashing or forming an aerosol. Any reagent spills should be washed with a 5% sodium hypochlorite solution
and disposed of as though potentially infectious.

All samples, biological reagents and materials used in the assay must be considered potentially able to transmit
infectious agents. They should therefore be disposed of in accordance with the prevailing regulations and guidelines
of the agencies holding jurisdiction over the laboratory, and the regulations of each Country. Disposable materials
must be incinerated; liquid waste must be decontaminated with sodium hypochlorite at a final concentration of 5% for
at least half an hour. Any materials to be reused must be autoclaved using an overkill approach (USP 24, 2000,
p. 2143). A minimum of one hour at 121°C is usually considered adequate, though the users must check the
effectiveness of their decontamination cycle by initially validating it and routinely using biological indicators.

. BASIC RULES OF RADIATION SAFETY

Reagents Containing lodine-125

Th
an

is kit contains radioactive material which does not exceed 8.85 uCi (328 kBq) of iodine-125. Appropriate precautions
d 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:

Th

is 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.

apwd=

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:

Th
Sp

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

ATTENTION: Radioactivity printed in the package insert may be slightly different from the radioactivity printed on the

bo

x 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.

1-

SCHEME OF THE ASSAY

RECONSTITUTE THE CONTROL SERUM.

2 - IDENTIFY COATED TUBES IN DUPLICATE.
3 - DISPENSE REAGENTS ACCORDING TO THE FOLLOWING SCHEME AND MIX THE INCUBATION MIXTURE:
TUBES
CAL 0-6 SAMPLES
REAGENTS
CALIBRATORS 50 pL -
SAMPLES - 50 pL
TRACER 100 pL 100 pL
4 - INCUBATE FOR:
90 MIN AT ROOM TEMPERATURE WHILE SHAKING (Procedure A)
OVERNIGHT AT ROOM TEMPERATURE (Procedure B).
5- ASPIRATE THE INCUBATION MIXTURE AND RINSE TWICE WITH 2 mL WASH BUFFER.
6 - MEASURE THE RADIOACTIVITY OF TUBES.



KIT PER IL DOSAGGIO
IMMUNORADIOMETRICO DELL’hGH

Procedimento per I'analisi quantitativa
dell’ormone della crescita (hGH)
in campioni di siero o plasma umano

Solo per uso in vitro

1. INTRODUZIONE

L’ormone della crescita (hGH) € I'ormone ipofisario secreto in maggior quantita. Durante I'infanzia e I'adolescenza
determina la crescita corporea e durante tutta la vita influenza i processi anabolici. L’hGH non ¢ tuttavia essenziale alla
salute durante la vita adulta.

L’hGH é sintetizzato dalle cellule alfa dell’adenoipofisi. Ha peso molecolare circa 21.500 dalton ed & composto da una
sola catena polipeptidica contenente 191 residui aminoacidici con due ponti disolfuro.

L’hGH circola in forme molecolari differenti denominate Big-Big GH, Big GH e Little GH. Il Little GH, che & la forma
percentualmente prevalente, sarebbe la forma originale monomerica, mentre le altre due sembrerebbero forme
polimeriche.

Pur non avendo uno specifico organo bersaglio, sono stati riscontrati recettori per 'hGH soprattutto sulle membrane di
cellule epatiche e di linfociti circolanti. In effetti le azioni del’hGH si possono generalmente dividere in due categorie:
a) azione diretta anti-insulinica (lipolitica e iperglicemizzante); b) azione indiretta simil-insulinica (anti-lipolitica e
mitogena). Quest'ultima azione, che rende conto in definitiva della crescita staturale classicamente attribuita allhGH,
viene esplicata tramite delle somatomedine, ormoni a peso molecolare relativamente piccolo (circa
7.000 dalton) che hanno struttura molto simile a quella della proinsulina.

Sembra che vi siano almeno due somatomedine, 'una con piu spiccate proprieta simil-insuliniche e laltra piu
direttamente coinvolta nell'accrescimento staturale. A differenza di tutti gli altri ormoni polipeptidici le somatomedine
circolano per la maggior parte veicolate da una o piu proteine vettrici le quali, prolungando I'emivita della molecola
nativa, avrebbero la capacita di rendere relativamente stabili nel tempo le concentrazioni somatomediniche.

2. PRINCIPIO DEL DOSAGGIO

Il metodo utilizzato € di tipo immunoradiometrico (IRMA) non competitivo ed utilizza due anticorpi monoclonali murini
che riconoscono due epitopi diversi del’hGH. Il primo anticorpo & fissato sulle provette mentre il secondo anticorpo &
usato come tracciante.

Il dosaggio consiste in una sola incubazione durante la quale 'hGH contenuto nei calibratori o nei campioni permette il
legame del tracciante alla fase solida. Dopo l'incubazione, la quantita di anticorpo marcato legata alla fase solida e
proporzionale alla concentrazione di hGH presente nei calibratori o nei campioni. Al termine dell'incubazione, il
materiale non legato viene rimosso mediante aspirazione e lavaggio.

3. REATTIVI FORNITI NEL KIT

Provette sensibilizzate 100
Tracciante "I 1 flacone
Calibratori di hGH 7 flaconi
Siero di controllo 1 flacone
Tampone di lavaggio 2 flaconi
Numero di dosaggi 100

MODALITA DI CONSERVAZIONE: Al momento dell'arrivo, conservare il kit a 2-8°C. Non congelare. Dopo I'apertura,
i reattivi di questo kit sono stabili fino alla data di scadenza del kit se conservati in modo adeguato. Il kit € garantito per
4 serie analitiche se utilizzato durante il giorno a temperatura ambiente e conservato durante la notte a 2-8°C.

Non usare i reattivi oltre la data di scadenza. La data di scadenza del kit e indicata sull'etichetta esterna e corrisponde
alla data di scadenza del tracciante. La data di scadenza di ciascun componente € riportata sulle etichette dei rispettivi
flaconi.

Nel ricostituire il contenuto dei flaconi, agitare delicatamente per evitare la formazione di schiuma.
Non mescolare reattivi provenienti da lotti differenti.

3.1. Provette sensibilizzate

La superficie interna di ciascuna provetta € rivestita con IgG monoclonali murine biotinilate, dirette contro un epitopo
del’lhGH diverso da quello contro cui sono dirette le immunoglobuline utilizzate per il tracciante.
Al momento dell’'uso, portare le provette sensibilizzate a temperatura ambiente prima di aprire il contenitore, per evitare
condensazione di umidita.

Le provette non utilizzate vanno conservate nel contenitore ben chiuso. Non mescolare lotti differenti di provette
sensibilizzate.



3.2. Tracciante "l (rosso): reattivo pronto per 'uso

Il flacone contiene 11 mL di IgG monoclonali murine anti-hGH marcate con '®°|, sieroalbumina bovina, siero equino, IgG
di topo, tampone fosfato, conservanti e un colorante rosso inerte. La radioattivita massima € 333 kBq (9 uCi) alla data di
taratura.

3.3. Calibratori di hGH: reattivo pronto per l'uso

| flaconi contengono quantita crescenti di hGH, siero umano, tampone fosfato e conservanti. Le concentrazioni di hGH
sono le seguenti: 0-1,5-45-9-24-60-150 plU/mL (0-0,5-1,5-3-8-20 - 50 ng/mL). Il volume del calibratore
zero € 3 mL; il volume dei calibratori 1-6 € 0,5 mL. / calibratori del kit sono commutabili con i campioni in esame quando
sono utilizzati con i reattivi e la procedura operativa di questo test diagnostico in vitro, secondo quanto raccomandato dal
fabbricante.

| calibratori del kit sono tarati contro il 2nd standard internazionale NIBSC 98/574, hGH ottenuto con la tecnica del DNA
ricombinante (1 ng = 3 plU).

3.4. Siero di controllo: reattivo liofilo
Il flacone contiene hGH, siero umano e conservanti. |l 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.

Ricostituire il contenuto del flacone con 1 mL di acqua distillata. Conservare per due settimane a 2-8°C oppure
suddiviso in aliquote a —20°C o a temperature inferiori per una piu lunga conservazione.

3.5. Tampone di lavaggio: reattivo in soluzione (10x)
Ogni flacone contiene 50 mL di Triton X-100 allo 0,5% e soluzione fisiologica salina.

Portare a volume di 500 mL con acqua deionizzata I'intero contenuto di ogni flacone. La soluzione risultante & stabile a
2-8°C fino alla data di scadenza del kit. La soluzione viene utilizzata per il lavaggio delle provette.

4. ATTREZZATURE E REATTIVI AUSILIARI

- Acqua distillata e deionizzata.

- Vetreria.

- Micropipette con puntali monouso da 50 pL (esattezza + 3%, precisione 2%) e 100, 1000 uL (esattezza + 2%,
precisione 1%).

- Portaprovette.

- Agitatore Vortex.

- Agitatore rotante con velocita di agitazione di 300-350 rpm (facoltativo).

- Sistema per distribuire e aspirare il tampone di lavaggio in grado di distribuire 2-3 mL per ciclo di lavaggio durante
due cicli di lavaggio.

- Contatore gamma per contare lo iodio impostazione della finestra del contatore: 15-80 keV - efficienza del
contatore: 70% - tempo di conteggio: 1 min). Se l'efficienza del contatore & inferiore al 60%, si deve prolungare |l
tempo di conteggio a 2 min.

125| (

5. PRELIEVO E PREPARAZIONE DEI CAMPIONI

Il dosaggio pud essere effettuato in campioni di siero o plasma umano. Possono essere utilizzati anticoagulanti come
citrato, EDTA ed eparina. Prelevare il sangue per puntura venosa, lasciarlo coagulare e separare il siero dal coagulo al
piu presto. Chiarificare per filtrazione o centrifugazione prima del test i campioni che presentano materiale in
sospensione, opalescenza, lipemia o residui eritrocitari. Non usare campioni fortemente emolizzati o lipemici, né
campioni che presentano materiale in sospensione o evidente contaminazione microbica. Se il dosaggio & eseguito
nelle 24 ore successive al prelievo, i campioni possono essere conservati a 2-8°C. In caso contrario, devono essere
suddivisi in aliquote congelate a —20°C o a temperature inferiori. Se i campioni sono stati scongelati, agitare con cura
prima di dosarli. Evitare cicli ripetuti di congelamento e scongelamento.

Se si prevedono livelli di hGH maggiori di 150 plU/mL (50 ng/mL), diluire con il calibratore zero.



6. PROCEDIMENTO OPERATIVO

Portare i reattivi a temperatura ambiente (20-25°C) prima del dosaggio. Prevedere determinazioni almeno in duplicato.
Eseguire la determinazione dei calibratori per ogni serie di campioni analizzati. Il procedimento operativo deve essere
rigorosamente identico per calibratori e campioni in esame.

Eseguire le fasi del dosaggio nell'ordine previsto, senza interruzioni. La distribuzione dei reattivi deve essere eseguita
rapidamente (al massimo 30 min). Utilizzare un puntale monouso nuovo per dispensare calibratori e campioni.

- Distribuire i reattivi sul fondo delle provette sensibilizzate. Operare secondo lo schema seguente:

provette Calibratori o
reattivi 0-6 Campioni
Calibratori 50 pL -
Campioni - 50 pL
Tracciante 100 uL 100 pL

- Preparare due provette non sensibilizzate per il calcolo dell'attivita totale contenenti solamente 100 pL di tracciante e
lasciare da parte fino al momento del conteggio.

- Agitare dolcemente su Vortex il contenuto delle provette e incubare secondo il procedimento prescelto:

90 min a temperatura ambiente sotto agitazione (300-350 rpm) (procedimento A)
18-22 ore a temperatura ambiente (procedimento B).

- Aspirare accuratamente la miscela di incubazione e lavare 2 volte con 2 mL di tampone di lavaggio.
Verificare che l'eliminazione del liquido sia completa, assicurandosi che il puntale della pipetta di aspirazione tocchi il
fondo delle provette sensibilizzate. La presenza di gocce aderenti alle pareti delle provette sensibilizzate puo
provocare scarsa riproducibilita o risultati non affidabili. Non deve restare traccia del colorante rosso.

- Misurare la radioattivita delle provette.

7. CALCOLO DEI RISULTATI

Calcolare la media dei conteggi per ogni gruppo di provette dopo aver sottratto il valore del fondo. Esprimere la media
dei conteggi di calibratori e campioni come percentuale rispetto all’attivita totale:

conteggio medio calibratori o campioni

B/T% = x 100

conteggio medio attivita totale

Riportare su grafico log-log la percentuale media calcolata per ciascun calibratore sulle ordinate (asse delle y) in
funzione della concentrazione di hGH espressa in plU/mL o ng/ mL sulle ascisse (asse delle x). Si ottiene cosi una
curva di taratura (Fig. 1). Direttamente dalla curva di taratura leggere la concentrazione di hGH di ciascun campione
espressa in plU/mL o ng/mL. Se il campione € stato diluito, la concentrazione di hGH trovata deve essere moltiplicata
per il fattore di diluizione.

Esempio di calcolo (procedimento A)

| dati seguenti devono essere considerati solo un esempio e non devono essere usati in luogo dei dati ottenuti
dall’utilizzatore.

Descrizione cpm B/T%
Attivita totale 112.199 100
Calibratore zero 23 0,02
1,5 plU/mL - 0,5 ng/mL 891 0,79
4,5 ulU/mL - 1,5 ng/mL 2.861 2,55
9 wlU/mL - 3 ng/mL 5.598 4,99
24 plU/mL - 8 ng/mL 13.308 11,86
60 plU/mL - 20 ng/mL 29.546 26,33
150 pwlU/mL - 50 ng/mL 59.715 53,22
Campione 3.636 3,24

Interpolando dalla curva di taratura, il campione risulta contenere 5,76 plU/mL (1,92 ng/mL) di hGH.
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8. DATI CLINICI

Data la variabilita intra- ed inter-individuale della secrezione di hGH, la letteratura attribuisce un limitato significato
diagnostico al dosaggio basale e preferisce la valutazione della risposta dellhGH a test di stimolo.
Si ritiene quindi opportuno ricordare che i valori basali di riferimento riportati di seguito sono esclusivamente indicativi. Si

raccomanda a ciascun laboratorio di stabilire i propri criteri di valutazione ed intervalli di riferimento.

Soggetti hGH, plU/mL hGH, ng/mL
Eta prepuberale 0,0-4,0 0,0- 1,3
Eta puberale: maschi 0,0-10,0 0,0-3,3
femmine 0,0-30,0 0,0-10,0
Eta adulta: uomini 0,0-14,0 0,0-4,7
donne 0,0-32,0 0,0-10,7

9. PRESTAZIONI METODOLOGICHE DEL KIT

9.1. Specificita analitica

La specificita analitica € definita come la capacita del test di rilevare esattamente |'analita in presenza di fattori
potenzialmente interferenti nella matrice del campione (per esempio, anticoagulanti, emolisi, effetti di trattamenti del
campione) o di reazioni crociate con analiti potenzialmente interferenti.

Interferenze. Studi controllati su fattori potenzialmente interferenti hanno dimostrato che le prestazioni del test non
sono influenzate da anticoagulanti (citrato, EDTA, eparina), emolisi (fino a 200 mg/dL di emoglobina), lipemia (fino a
500 mg/dL di trigliceridi), bilirubinemia (fino a 20 mg/dL di bilirubina) o un congelamento dei campioni.
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Reazioni crociate. Il kit riconosce le due varianti monomeriche del’hGH (P.M. 20.000 e 22.000 dalton).

La specificita & stata valutata come la concentrazione apparente di hGH ottenuta dosando elevate concentrazioni di
ormoni potenzialmente interferenti.

Ormone Concentrazione Livello apparente di hGH
hPRL 100 mIU/mL 3rd IS 84/500 3 plU/mL (1 ng/mL)
hCG 100 IU/mL 3rd IS 75/537 non rilevabile
hTSH 1 1U/mL 2nd IRP 80/558 non rilevabile
hLH 2 1U/mL 1st IRP 68/40 non rilevabile
hFSH 2 1IU/mL 2nd IRP 78/549 non rilevabile
hCS 3 ug/mL non rilevabile

9.2. Sensibilita analitica

La sensibilita analitica puo essere espressa anche come limite di rilevazione, ossia la quantita minima di analita
rilevabile dal test. Il limite di rilevazione & 0,12 plU/mL (0,04 ng/mL) al 95% di confidenza. E stato calcolato come la
concentrazione apparente di analita distinguibile dal calibratore zero, ossia due deviazioni standard sopra lo zero.

9.3. Precisione

La ripetibilita e la riproducibilita del saggio (ossia la variabilita intra-saggio e inter-saggio) sono state determinate
utilizzando dei campioni di riferimento a diverse concentrazioni di analita.

Ripetibilita A B C

Numero di determinazioni 10 10 10
Media (ulU/mL) 36,80 16,40 3,42
Deviazione standard 0,68 0,30 0,12
Coefficiente di variazione (%) 1,9 1,9 3,9

Riproducibilita A B C

Numero di determinazioni 10 10 10
Media (nlU/mL) 34,28 15,82 4,02
Deviazione standard 0,86 0,58 0,16
Coefficiente di variazione (%) 2,5 3,7 41

9.4. Esattezza
L’esattezza del dosaggio € stata controllata mediante i test di diluizione e recupero.

Test di diluizione. Sono state dosate diluizioni scalari di due sieri a concentrazione elevata di hGH effettuate nel
calibratore zero.

Diluizione Concentrazione attesa, | Concentrazione misurata, % Recupero
plU/mL plU/mL

in toto - 77,40 -

1:2 38,70 37,40 96,6
1:4 19,35 18,60 96,1
1:8 9,68 9,40 97,2
1:16 4,84 4,80 99,2
1:32 2,42 2,40 99,2
in toto - 44,40 -

1:2 22,20 23,00 103,6
1:4 11,10 10,80 97,3
1:8 5,55 5,40 97,3
1:16 2,78 2,80 100,9
1:32 1,39 1,40 100,9
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Test di recupero. Sono stati dosati due sieri contenenti hGH, sia in toto sia dopo averli addizionati con quantita
crescenti di hGH.

adgic;?g:;]tt;ﬁm/?n ) Concent;fji/(;qnf attesa, Concentrilzbo/rrl]eLmisurata, % Recupero
- - 33,40 -
50,00 81,74 78,80 96,4
25,00 56,74 54,40 95,9
12,50 44,24 44,60 100,8
6,50 38,24 39,80 104,1
2,10 33,84 34,60 102,3
- - 13,00 -
50,00 62,36 62,50 100,2
25,00 37,36 38,40 102,8
12,50 24,86 25,00 100,6
6,50 18,86 19,20 101,9
2,10 14,46 14,60 101,0

9.5. Effetto gancio ad alte dosi

Quando si dosano campioni contenenti concentrazioni di antigene estremamente elevate in un metodo sandwich con
un’incubazione, € possibile ottenere dei livelli apparenti di antigene inferiori al reale per effetto gancio. Per una corretta
quantificazione, i campioni contenenti livelli di hGH maggiori di quello del calibratore piu concentrato vanno diluiti con il
calibratore zero e ridosati. | risultati vanno quindi moltiplicati per il fattore di diluizione per ottenere i livelli dei campioni
non diluiti.

Il kit & stato messo a punto in modo che dosi di hGH fino a 7,5 mIU/mL (2,50 pg/mL) forniscano un segnale analitico
sempre al di sopra del calibratore piu concentrato.

10. LIMITI DEL DOSAGGIO

La diagnosi non deve essere formulata sulla base del risultato di un singolo dosaggio, ma questo deve essere valutato
insieme ad altri riscontri clinici, procedure diagnostiche e al giudizio del medico.

Contaminazione batterica o cicli ripetuti di congelamento/scongelamento dei campioni possono modificare i risultati del
dosaggio.

Per ottenere risultati affidabili & necessario attenersi strettamente alle istruzioni per I'uso e possedere un’adeguata
manualita tecnica. In particolare & essenziale una buona precisione nelle fasi di ricostituzione e distribuzione dei reattivi
e in quelle d’aspirazione e lavaggio.

Risultati non riproducibili sono dovuti principalmente a fattori metodologici, come ad esempio:

- scambio di capsule tra i flaconi

- uso dello stesso puntale per i prelievi da flaconi diversi o da campioni diversi

- flaconi lasciati aperti per lunghi periodi di tempo

- esposizione dei reattivi o campioni a calore intenso o a forti sorgenti d’inquinamento batterico
- aspirazione della miscela di incubazione e lavaggio delle provette non adeguati

- contaminazione del bordo delle provette con il tracciante o con i campioni

- oscillazioni casuali o cattiva manutenzione del contatore gamma

- scambio di reattivi provenienti da lotti diversi.
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11. AVVERTENZE E PRECAUZIONI

| componenti del kit contengono sodio azide come conservante. Poiché la sodio azide puo formare azidi di piombo o di
rame esplosive nelle tubature, si raccomanda di far fluire acqua in abbondanza negli scarichi dopo I'eliminazione di
soluzioni contenenti sodio azide (Council Directive 99/45/EC).

R22 - Nocivo per ingestione.

R31 - A contatto con acidi libera gas tossico.

S28 - In caso di contatto con la pelle lavarsi immediatamente ed abbondantemente con acqua.

S45 - In caso d’incidente o di malessere consultare immediatamente il medico (se possibile, mostrargli
I'etichetta).

Tutte le unita di siero e plasma utilizzate per la fabbricazione dei componenti di questo kit sono state analizzate e
trovate non reattive per HBsAg, anti-HCV e per anti-HIV-1/2. Tuttavia, poiché nessun metodo pu® dare assoluta
certezza che siano assenti agenti patogeni, tutto il materiale di origine umana dovrebbe essere considerato
potenzialmente infettivo e manipolato come tale.

12. REGOLE DI SICUREZZA

- Non mangiare, bere, fumare o applicare cosmetici durante I'esecuzione del dosaggio.

- Non pipettare con la bocca.

- Evitare il contatto diretto con il materiale potenzialmente infetto indossando indumenti da laboratorio, occhiali
protettivi e guanti monouso. Lavare accuratamente le mani al termine del dosaggio.

- Evitare di provocare schizzi o aerosol. Ogni goccia di reattivo biologico deve essere rimossa con una soluzione di
sodio ipoclorito al 5% ed il mezzo utilizzato deve essere trattato come materiale di rifiuto infetto.

- Tutti i campioni, tutti i reattivi biologici del kit e tutti i materiali usati per effettuare il saggio devono essere considerati
in grado di trasmettere agenti infettivi; pertanto i rifiuti devono essere smaltiti secondo le disposizioni legislative e la
regolamentazione vigente in ciascun Paese. Il materiale monouso deve essere incenerito; i rifiuti liquidi devono
essere decontaminati con sodio ipoclorito ad una concentrazione finale del 5% per almeno mezz'ora. Qualsiasi
materiale che deve essere riutilizzato va trattato in autoclave con un approccio di overkill (USP 24, 2000, p. 2143).
Generalmente si considera che un'ora a 121°C sia un tempo di sterilizzazione adeguato; tuttavia si raccomanda a
ciascun utilizzatore di verificare I'efficacia del ciclo di decontaminazione mediante una convalida iniziale e I'uso
routinario di indicatori biologici.

13. REGOLE DI BASE DI RADIOPROTEZIONE

Reagenti contenenti iodio-125

Questo kit contiene materiale radioattivo che non supera 8,85 uCi (328 kBq) 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.

4. 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.

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

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

ATTENZIONE: La radioattivita stampata sulle istruzioni allegate alla confezione pu® 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.
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SCHEMA DEL DOSAGGIO

1- RICOSTITUIRE IL SIERO DI CONTROLLO.
2- CONTRASSEGNARE LE PROVETTE SENSIBILIZZATE IN DUPLICATO.

3 - DISTRIBUIRE | REATTIVI SECONDO LO SCHEMA SEGUENTE E AGITARE LA MISCELA D’'INCUBAZIONE:

PROVETTE
REATTIVI CAL 0-6 CAMPIONI
CALIBRATORI 50 pL -
CAMPIONI - 50 pL
TRACCIANTE 100 pL 100 pL

4 - INCUBARE PER:
. 90 MIN A TEMPERATURA AMBIENTE SOTTO AGITAZIONE (Procedimento A)
. 18-22 ORE A TEMPERATURA AMBIENTE (Procedimento B).

5- ASPIRARE LA MISCELA DI INCUBAZIONE E LAVARE 2 VOLTE CON 2 mL DI TAMPONE DI LAVAGGIO.

6- MISURARE LA RADIOATTIVITA DELLE PROVETTE.
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TROUSSE POUR LE DOSAGE
IMMUNORADIOMETRIQUE DE L’hGH

Technique de détermination quantitative
de I’hormone de croissance (hGH)
dans le sérum ou dans le plasma humain

Usage in vitro

1. INTRODUCTION

L’hormone de croissance (hGH) constitue I'hormone hypophysaire sécrétée en majeure quantité. Pendant I'enfance et
I'adolescence, elle détermine la croissance corporelle et, durant toute la vie, elle influe sur les processus anaboliques.
L’hGH n’est pas, pourtant, essentielle a la santé durant la vie adulte.

L’hGH est synthétisée par les cellules alpha de 'adénohypophyse. D’'un poids moléculaire d’environ 21.500 daltons, elle
est composée d'une seule chaine polypeptidique contenant 191 résidus d’acides aminés avec deux ponts disulfures.
L’hGH circule sous des formes moléculaires différentes appelées Big-Big GH, Big GH et Little GH. Little GH, forme
prédominante, serait la forme originelle monomérique tandis que les deux autres sembleraient étre des formes
polymériques.

Un organe cible spécifique n’existe pas mais on a trouvé des récepteurs sur les membranes des cellules du foie et des
lymphocytes circulants. En fait on peut diviser les effets de I'hGH en deux catégories: a) action directe anti-insulinique
(lipolytique et hyperglycémiante); b) action indirecte insulin-like (anti-lipolytique et mitogene). Cette derniére action qui
provoque en définitive la croissance corporelle, attribuée classiquement a 'hGH, est exercée par I'intermédiaire des
somatomédines. Celles-ci sont des hormones dont le poids moléculaire est relativement faible (7.000 daltons environ) et
la structure fort semblable a celle de la pro-insuline.

Il semblerait y avoir au moins deux somatomédines: I'une aux propriétés insulin-like plus évidentes et I'autre plus
directement impliquée dans la croissance corporelle. Contrairement a toutes les autres hormones polypeptidiques, les
somatomédines sont véhiculées pour la plupart par une ou plusieurs protéines porteuses lesquelles, en prolongeant leur
demi-vie, auraient la capacité de rendre les niveaux des somatomédines relativement stables dans le temps.

2. PRINCIPE DU DOSAGE

Ce dosage, de type immunoradiométrique (IRMA) non compétitif, utilise deux anticorps monoclonaux de souris
reconnaissant deux épitopes différents de la molécule d’hGH. Le premier anticorps est fixé sur la paroi des tubes tandis
que le second est utilisé en tant que traceur.

Le dosage prévoit une seule incubation pendant laquelle 'hGH, contenue dans les étalons ou les échantillons, permet
de fixer le traceur a la phase solide. Apres I'incubation, la quantité d’anticorps marqué liée a la phase solide, et par
conséquent la quantité de radioactivité mesurée, est proportionnelle a la concentration d’hGH présente dans les étalons
ou les échantillons. A la fin de I'incubation, le traceur non fixé est éliminé par aspiration et par lavage.

3. REACTIFS FOURNIS DANS LA TROUSSE

Tubes revétus 100
Traceur "% 1 flacon
Etalons hGH 7 flacons
Sérum de contrdle 1 flacon
Tampon de lavage 2 flacons
Nombre de dosages 100

STOCKAGE: Conserver la trousse a 2-8°C des réception. Ne pas congeler. Aprés l'ouverture, les réactifs de cette
trousse restent stables jusqu’a la date de péremption de la trousse, s’ils sont conservés de maniere adéquate. La
trousse est garantie pour réaliser 4 séries analytiques si elle est utilisée pendant le jour & température ambiante et
conservée pendant la nuit a 2-8°C.

Ne pas utiliser les réactifs ayant dépassé la date de péremption. La date de péremption de la trousse est indiquée sur
I’étiquette extérieure et correspond a la date de péremption du traceur. La date de péremption de chaque composant est
reportée sur les étiquettes des flacons respectifs.

Agiter doucement les flacons lors de la reconstitution de leur contenu, afin d'éviter la formation de mousse.
Ne pas mélanger des réactifs provenant de lots différents.
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3.1. Tubes revétus

La surface interne de chaque tube est revétue d’lgG monoclonales de souris biotinyleés, dirigées contre un épitope de
'hGH différent de celui contre lequel sont dirigées les immunoglobulines utilisées pour le traceur.
Au moment de I'emploi, amener les tubes revétus a température ambiante avant d’ouvrir leur boite, afin d'éviter tout
phénomene de condensation.

Conserver les tubes non utilisés dans la boite en s'assurant que celle-ci est diment fermée. Ne pas mélanger des tubes
revétus provenant de lots différents.

3.2. Traceur '®I (rouge): réactif prét a I'emploi

Le flacon contient 11 mL d’IlgG monoclonales de souris anti-hGH marquées a I"'?l, de la sérumalbumine bovine, du
sérum de cheval, des IgG de souris, du tampon phosphaté, des conservateurs et un colorant rouge inerte. La
radioactivité maximale est de 333 kBq (9 uCi) a la date d’étalonnage.

3.3. Etalons hGH: réactif prét a 'emploi

Les flacons contiennent des quantités croissantes d’hGH, du sérum d’origine humaine, du tampon phosphaté et des
conservateurs. Les concentrations d’hGH sont les suivantes: 0-1,5-4,5-9-24 -60 - 150 pUl/mL (0-0,5-1,5-3-8 -
20 - 50 ng/mL). Le volume de I'étalon zéro est de 3 mL et celui des étalons 1-6 de 0,5 mL. Les étalons de la trousse
sont commutables avec les échantillons examinés s'ils sont utilisés avec les réactifs et le mode opératoire de ce test
diagnostique in vitro, d'apres les recommandations du fabricant.

Les étalons de la trousse sont étalonnés par rapport au 2eéme Standard International NIBSC 98/574, hGH obtenue par la
technique de 'ADN recombinant (1 ng = 3 pUlI).

3.4. Sérum de contréle: réactif lyophilisé

Le flacon contient de 'hGH, du sérum humain et des conservateurs. La plage de concentrations pour chaque contrdle
est indiquée dans le certificat d’analyse et indique les limites établies par DiaSorin pour les valeurs de contrble qui
peuvent étre obtenues dans des séries analytiques fiables.

Reconstituer le contenu du flacon avec 1 mL d’eau distillée. La solution ainsi obtenue se conserve a 2-8°C pendant
deux semaines; la congeler divisée en parties aliquotes a —20°C ou a des températures plus basses dans le cas d’'un
stockage prolongé.

3.5. Tampon de lavage: réactif en solution (10x)

Chaque flacon contient 50 mL de Triton X-100 a 0,5% et de la solution saline physiologique.

Compléter le contenu total de chaque flacon avec de I'eau déminéralisée jusqu’a atteindre un volume de 500 mL.
La solution ainsi obtenue reste stable a 2-8°C jusqu’a la date de péremption de la trousse et est utilisée pour le lavage
des tubes.

4. PRECAUTIONS D’UTILISATION

Certains réactifs contenus dans cette trousse renferment de I'azide de sodium. Ce sel peut réagir avec les installations
sanitaires en plomb ou cuivre et former des azides métalliques extrémement explosives. Pour évacuer ces réactifs,
rincer a grande eau afin d’éviter les accumulations d’azide (Council Directive 99/45/EC).

R22 - Nocif en cas d’ingestion.

R31 - Aucontact d’'un acide, dégage un gaz toxique.

S28 -  Apres contact avec la peau, se laver immédiatement et abondamment avec de 'eau.

S45 - En cas d’accident ou de malaise, consulter immédiatement un médecin (si possible, lui montrer I'étiquette).

Toutes les unités de sérum et de plasma utilisées pour la fabrication des composants de cette trousse ont été analysées
et ont été trouvées négatives en Ag HBs, en anticorps anti-VHC et en anticorps anti-HIV-1/2. Toutefois, puisqu’il n’existe
aucune méthode garantissant I'absence totale d’agents pathogénes, on doit considérer tout matériau d’origine humaine
comme étant potentiellement infectieux. C’est pourquoi il faudra le manipuler avec précaution.

5. REGLES DE SECURITE

- Ne pas manger, ni boire, ni fumer ou se maquiller pendant le dosage.

- Ne pas pipeter avec la bouche.

- Eviter le contact direct avec le matériel potentiellement infectieux en portant des vétements de laboratoire, des
lunettes de protection et des gants a usage unique. Se laver soigneusement les mains a la fin du dosage.

- Eviter de provoquer des éclaboussures ou des vaporisations. Si cela arrivait, chaque goutte de réactif doit étre
nettoyée avec une solution d’hypochlorite de sodium a 5% et traitée comme du matériel infectieux.

- Tous les échantillons, tous les réactifs biologiques de la trousse et tout le matériel utilisés pour effectuer I'essai
doivent étre considérés comme capables de transmettre des agents étiologiques. Toute élimination de déchets se
fera conformément aux réglementations en vigueur. Le matériel a usage unique doit étre incinéré; les déchets
liquides doivent étre décontaminés avec de I'hypochlorite de sodium a concentration finale de 5% pendant au moins
une demi-heure. Tout matériel réutilisable doit étre stérilisé en autoclave par un traitement a I'excés (overkill) (USP
24, 2000, p. 2143). On considére qu'un temps de stérilisation d'une heure a 121°C est convenable. Nous conseillons
toutefois a chaque laboratoire de vérifier I'efficacité du cycle de décontamination en effectuant un contrdle au début et
en utilisant de fagon réguliére les indicateurs biologiques.
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6. REGLES DE BASE DE RADIOPROTECTION

Réactifs contenant de I'lode 125

Cette trousse contient un produit radioactif qui ne dépasse pas 8,85 pCi (328 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 regu, réceptionné, détenu et utilisé uniquement par des médecins, des laboratoires
cliniques, des hopitaux, des vétérinaires et des centres de recherche dans le cadre de la pratique de médecine
vétérinaire, de laboratoires cliniques ou des hdpitaux, 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'homme 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 a un endroit désigné.
L'acceés 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 I'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.
ATTENTION : La radioactivité imprimée sur la notice d'utilisation peut étre légérement 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 radio-
activité théorique de la trousse.
Déchets radioactifs
Tout utilisateur ou détenteur de radioéléments en sources scellées ou non scellées en est responsable et comptable
devant les autorités de Santé Publique et, de ce fait, n'est pas autorisé a s’en dessaisir par d’autres voies que celles
définies par les procédures réglementaires. Les modalités d’élimination des déchets radioactifs provenant de sources
non scellées sont définies par l'avis aux utilisateurs paru au Journal Officiel du 6 juin 1970. Conformément aux
dispositions de cet avis et du décret N° 86-1103 du 2 octobre 1986 relatif a la protection des travailleurs contre les
dangers des rayonnements ionisants paru au Journal Officiel du 12 octobre 1986, 'OPR"" et les organismes désignés
par lui sont seuls habilités a procéder a la prise en charge des déchets radioactifs correspondants.

oD

Les laboratoires de notre filiale en France sont autorisés a céder les trousses conformément aux instructions de I'Arrété
du 3 avril 2002 et dans le respect de la réglementation sur le transport de matériel radioactif.

7. MATERIEL NECESSAIRE, MAIS NON FOURNI

- Eau distillée et déminéralisée.

- Béchers.

- Micropipettes avec embouts a usage unique de 50 ulL (justesse + 3%, fidélité 2%) et 100, 1000 pL (justesse
+ 2%, fidélité 1%).

- Portoir pour tubes.

- Meélangeur Vortex.

- Agitateur rotatif avec une vitesse de rotation de 300-350 tours/min (facultatif).

- Systeme de distribution et d’aspiration du tampon de lavage capable de distribuer 2-3 mL par cycle de lavage
pendant deux cycles de lavage.

- Compteur gamma pour compter I'iode définition de la fenétre du compteur: 15-80 keV - efficience du compteur:
70% - temps de comptage: 1 min). Si I'efficience du compteur est inférieure a 60%, le temps de comptage doit étre
prolongé a 2 min.

125| (

MO.P.R.I. BP 35 - 78110 Le Vésinet.
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8. PRELEVEMENT ET PREPARATION DES ECHANTILLONS

Le dosage peut étre effectué sur du sérum ou du plasma humain. On peut employer des anticoagulants comme le
citrate, 'EDTA ou I'héparine. Pour obtenir le sérum prélever le sang par piglre intraveineuse, le laisser coaguler et
séparer le sérum du caillot dés que possible. Clarifier par filtration ou centrifugation avant le test les échantillons
troubles, lipémiques et ceux contenant du matériel en suspension ou des déchets érythrocytaires. Ne pas utiliser des
échantillons fortement hémolysés ou lipémiques, ni des échantillons contenant des particules en suspension ou une
contamination microbienne évidente. Si le dosage est exécuté dans les 24 heures suivant le prélevement, les
échantillons peuvent étre conservés a 2-8°C. Dans le cas contraire, ils doivent étre aliquotés et congelés a —20°C ou a
des températures plus basses. Si les échantillons ont été congelés, attendre qu’ils soient complétement décongelés et
les homogénéiser avant le dosage. Il faut éviter les cycles de congélation/décongélation répétés.

Si I'on prévoit des niveaux d’hGH supérieurs a 150 pUl/mL (50 ng/mL), diluer I'échantillon avec I'étalon zéro.

9. MODE OPERATOIRE

Amener les réactifs a température ambiante (20-25°C) avant le dosage. Effectuer le dosage au moins en doublets. Les
étalons doivent étre dosés avec chaque série d’échantillons examinés. Le mode opératoire doit étre rigoureusement
identique pour les étalons et les échantillons a tester.

Exécuter toutes les phases du dosage dans l'ordre prévu, sans interruption. La distribution des réactifs doit étre
effectuée rapidement (30 min maximum). Utiliser un embout a usage unique neuf pour distribuer les étalons et les
échantillons.

- Distribuer les réactifs au fond des tubes revétus. Procéder d’apres le schéma suivant:

tubes
Etalons 0-6 Echantillons
réactifs
Etalons 50 pL -
Echantillons - 50 pL
Traceur 100 uL 100 pL

- Préparer deux tubes non revétus ne contenant que 100 uL de traceur pour le calcul de I'activité totale (les mettre de
coté en attendant la phase du calcul de la radioactivité).

- Agiter doucement le contenu des tubes au Vortex et incuber en fonction du protocole choisi pendant:
90 min a température ambiante en agitation (300-350 tours/min) (protocole A)
18-22 heures a température ambiante (protocole B).
- Aspirer le mélange d’incubation avec soin puis laver 2 fois avec 2 mL de tampon de lavage.
Vérifier que le liquide soit éliminé completement: pour cela il faut s’assurer que I'embout de la pipette d’aspiration

touche le fond des tubes revétus. La présence de gouttes adhérant aux parois des tubes revétus peut entrainer une
mauvaise reproductibilité ou fausser les résultats. Le colorant rouge doit disparaitre totalement.

- Mesurer la radioactivité des tubes.

10. CALCUL DES RESULTATS

Calculer la moyenne des coups par minute pour chaque groupe de tubes aprées avoir soustrait la valeur du bruit de fond.
Calculer la moyenne des coups par minute des étalons et des échantillons en pourcentage par rapport a I'activité totale:

moyenne des coups par minute des étalons ou des échantillons
B/T% = - . x 100
moyenne des coups par minute de I'activité totale

Reporter sur du papier bilogarithmique le pourcentage moyen calculé pour chaque étalon sur I'axe des ordonnées (y) en
fonction de la concentration d’'hGH exprimée en pUl/mL ou ng/mL sur I'axe des abscisses (x). La Fig. 1 présente un
exemple de la courbe d’étalonnage ainsi obtenue. Lire la concentration d'hGH de chaque échantillon exprimée en
pUl/mL ou ng/mL directement de la courbe d'étalonnage. Si I'échantillon a été dilué, la concentration obtenue doit étre
multipliée par le facteur de dilution.
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Exemple de calcul (protocole A)

Les valeurs suivantes ne constituent qu’'un exemple et ne doivent pas étre employées a la place des données obtenues
par I'utilisateur.

Description cpm B/T%

Activité totale 112.199 100

Etalon zéro 23 0,02
1,5 pUl/mL - 0,5 ng/mL 891 0,79
4,5 Ul/mL - 1,5 ng/mL 2.861 2,55
9 pUl/mL - 3 ng/mL 5.598 4,99
24 pUl/mL - 8 ng/mL 13.308 11,86
60 pUl/mL - 20 ng/mL 29.546 26,33
150 pUl/mL - 50 ng/mL 59.715 53,22
Echantillon 3.636 3,24

En effectuant l'interpolation de la courbe d’étalonnage, I'échantillon contient 5,76 pUIl/mL (1,92 ng/mL) d’hGH.
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11. VALEURS DE REFERENCE

Etant donnée la variabilité de la sécrétion d’hGH tant chez un méme individu que chez des sujets différents, la littérature
attribue une signification diagnostique limitée au test basal et préfére évaluer la réponse de 'hGH a des tests de
stimulation.

Il est donc a rappeler que les valeurs basales de référence reportées ci-dessous ne sont données qu’a titre indicatif.
Chaque laboratoire doit établir ses propres critéres d’évaluation et intervalles de référence.

Sujets hGH, pUl/mL hGH, ng/mL
Age prépubertaire 0,0- 4,0 0,0- 1,3
Age pubertaire: garcons 0,0- 10,0 0,0- 3,3
filles 0,0-30,0 0,0-10,0
Age adulte: hommes 0,0-14,0 0,0- 4,7
femmes 0,0 -32,0 0,0-10,7

12. CARACTERISTIQUES DU DOSAGE

12.1. Spécificité analytique

La spécificité analytique est définie comme la capacité du test a détecter exactement I'analyte en présence de facteurs
pouvant interférer dans la matrice de I'échantillon (par exemple anticoagulants, hémolyse, effets de traitement de
I'échantillon) ou d’autres analytes pouvant provoquer des réactions croisées.

Interférences. Des études controlées sur des facteurs potentiellement interférents ont démontré que les
caractéristiques du test ne sont pas modifiées par des anticoagulants (citrate, EDTA, héparine), par une hémolyse
(jusqu'a 200 mg/dL d’hémoglobine), une lipémie (jusqu’a 500 mg/dL de triglycérides), une bilirubinémie (jusqu’a
20 mg/dL de bilirubine) ou une congélation des échantillons.

Réactions croisées. La trousse reconnait les deux formes monomériques de 'hGH (P.M. 20.000 et 22.000 daltons).
La spécificité de ce test a été déterminée en évaluant le niveau apparent dhGH lors d'un dosage avec des
concentrations élevées d’hormones potentiellement interférentes.

Hormone Concentration Niveau apparent d’'hGH
hPRL 100 mUI/mL 3rd IS 84/500 3 pUl/mL (1 ng/mL)
hCG 100 Ul/mL 3rd IS 75/537 non détectable
hTSH 1 Ul/mL 2nd IRP 80/558 non détectable
hLH 2 Ul/mL 1st IRP 68/40 non détectable
hFSH 2 Ul/mL 2nd IRP 78/549 non détectable
hCS 3 ng/mL non détectable

12.2. Sensibilité analytique

La sensibilité analytique peut étre exprimée aussi comme la limite de détection, c’est-a-dire la quantité d’analyte
minimum que le test peut détecter. La limite de détection est de 0,12 uUI/mL (0,04 ng/mL) avec des limites de confiance
a 95%, calculée comme étant la concentration apparente d’analyte qui peut étre différenciée de I'étalon zéro, c’est-a-
dire deux écarts type au-dessus de zéro.

21



12.3. Fidélité

Plusieurs pools de référence a différentes concentrations d'analyte ont été testés pour déterminer la répétabilité et la
reproductibilité du dosage (c’est-a-dire, la variabilité intraessai et inter-essais).

Répétabilité A B C
Nombre de déterminations 10 10 10
Moyenne (pUI/mL) 36,80 16,40 3,42
Ecart type 0,68 0,30 0,12
% de coefficient de variation 1,9 1,9 3,9
Reproductibilité A B C
Nombre de déterminations 10 10 10
Moyenne (pUI/mL) 34,28 15,82 4,02
Ecart type 0,86 0,58 0,16
% de coefficient de variation 25 3,7 4,1

12.4. Justesse

La justesse du dosage a été vérifiée a I'aide des tests de dilution et de surcharge.

Test de dilution. Le test de dilution a été réalisé sur deux sérums de concentration élevée en hGH dilués en série a
I'aide de I'étalon zéro.

Dilution Concentration attendue, | Concentration mesurée, % Récupération
pUl/mL pUl/mL

pur - 77,40 -
1/2 38,70 37,40 96,6
1/4 19,35 18,60 96,1
1/8 9,68 9,40 97,2
1/16 4,84 4,80 99,2
1/32 2,42 2,40 99,2
pur - 44,40 -
1/2 22,20 23,00 103,6
1/4 11,10 10,80 97,3
1/8 5,55 5,40 97,3
1/16 2,78 2,80 100,9
1/32 1,39 1,40 100,9
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Test de surcharge. Le test de surcharge a été réalisé sur deux sérums contenant de 'hGH soit purs soit par ajouts de
quantités croissantes d’hGH.

Concentration ajoutée, | Concentration attendue, | Concentration mesurée, % Récupération
pul/mL pul/mL pul/mL
- - 33,40 -
50,00 81,74 78,80 96,4
25,00 56,74 54,40 95,9
12,50 44,24 44,60 100,8
6,50 38,24 39,80 104,1
2,10 33,84 34,60 102,3
- - 13,00 -
50,00 62,36 62,50 100,2
25,00 37,36 38,40 102,8
12,50 24,86 25,00 100,6
6,50 18,86 19,20 101,9
2,10 14,46 14,60 101,0

12.5. Effet crochet a doses élevées

Dans une méthode sandwich comportant une seule incubation, lorsque la concentration en antigéne est trés élevée, on
peut observer des concentrations apparentes d'antigéne inférieures aux valeurs réelles par effet crochet. Pour une
quantification correcte, les échantillons contenant des concentrations de hGH supérieures a celle du point étalon le plus
concentré doivent étre dilués et dosés de nouveau. Les résultats devront alors étre multipliés par le facteur de dilution
pour obtenir les valeurs de concentration des échantillons purs.

La trousse a été congue de maniére que des concentrations d’hGH jusqu'a 7,5 mUl/mL (2,50 pg/mL) générent un signal
analytique qui est supérieur a la valeur du point étalon le plus concentré.

13. LIMITES DU DOSAGE

Le diagnostic ne doit pas étre établi d'aprés le résultat d'un seul dosage, mais il faut prendre en considération les

investigations cliniques, les autres procédures diagnostiques et I'avis d’'un médecin.

La contamination bactérienne des échantillons ou leurs cycles répétés de congélation/ décongélation peuvent modifier

les résultats du dosage.

Méme si cette trousse est validée pour les échantillons de sérum et de plasma, 'Agence Francgaise de Sécurité

Sanitaire des Produits de Santé (AFSSAPS) recommande le sérum exclusivement.

Afin d’obtenir des résultats fiables, il faut suivre strictement le mode opératoire et effectuer les manipulations de fagon

appropriée. En particulier, la précision et le soin apportés durant les phases de reconstitution et de distribution des

réactifs ainsi que d’aspiration et de lavage sont indispensables a la fiabilité du test.

Des résultats qui ne sont pas reproductibles sont dus principalement a des erreurs de manipulation comme par

exemple:

- échange de bouchons entre les flacons

- utilisation du méme embout pour prélever dans différents flacons ou distribuer les différents échantillons

- flacons restés trop longtemps ouverts

- exposition des réactifs ou des échantillons a une température élevée ou a de fortes sources de contamination
bactérienne

- aspiration du mélange d'incubation et lavage des tubes inadéquats

- contamination du bord des tubes avec le traceur ou avec les échantillons

- oscillations accidentelles ou mauvais entretien du compteur gamma

- mélange de réactifs provenant de lots différents.
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SCHEMA DU DOSAGE

1- RECONSTITUER LE SERUM DE CONTROLE.
2 - IDENTIFIER AU MOYEN D’UN REPERE LES TUBES REVETUS, EN DOUBLETS.

3- DISTRIBUER LES REACTIFS EN FONCTION DU SCHEMA SUIVANT PUIS AGITER LE MELANGE D’'INCUBATION:

TUBES . .

) ETALONS 0-6 ECHANTILLONS
REACTIFS
ETALONS 50 pl -
ECHANTILLONS - 50 uL
TRACEUR 100 pL 100 pL

4 - INCUBER PENDANT:
. 90 MIN A TEMPERATURE AMBIANTE EN AGITATION (Protocole A)
. 18-22 HEURES A TEMPERATURE AMBIANTE (Protocole B).

5- ASPIRER LE MELANGE D’INCUBATION PUIS LAVER 2 FOIS AVEC 2 mL DE TAMPON DE LAVAGE.

6- MESURER LA RADIOACTIVITE DES TUBES.

24



hGH IRMA

Methode zur quantitativen immunradiometrischen Bestimmung
des humanen Wachstumshormons (hGH)
in Humanserum oder -plasma

Nur fir In-vitro-Diagnostik

1. EINLEITUNG

Das humane Wachstumshormon (hGH) ist das am meisten produzierte Hormon der Hypophyse. Es bestimmt wahrend
der Kindheit und der Jugend das Kdrperwachstum und beeinflusst wéhrend des gesamten Lebens den Stoffwechsel.
Das hGH ist jedoch nicht hauptsachlich fiir die Gesundheit der Erwachsenen.

Das hGH wird von den Alpha-Zellen der Adenohypophyse synthetisiert. Es besitzt ein Molekulargewicht von
21.500 Daltons und besteht aus nur einer Polypeptidkette, die 191 Aminosaurenreste und zwei Disulfidbriicken enthalt.
Das hGH zirkuliert in verschiedenen Zustandsformen des Molekiils, die mit Big-Big-GH, Big-GH und Little-GH
bezeichnet werden. Das Little-GH ist die am meisten produzierte und wahrscheinlich die originale monomere Form,
wahrend die beiden anderen Formen polymer zu sein scheinen.

Auch wenn das hGH kein spezifisches Zielorgan besitzt, wurden Rezeptoren in den Leberzellen des Menschen und in
den Lymphozyten festgestellt. Die Wirkungen des hGH im Stoffwechsel kénnen generell in zwei Hauptkategorien
unterschieden werden: a) direkte Anti-Insulin-Wirkung (lipolytisch und Hyperglykdmie induzierend); b) indirekte Insulin-
ahnliche Wirkung (anti-lipolytisch und mitogen). Diese letztere Wirkung, die das Kdrperwachstum verursacht, was der
klassischen Wirkung des hGH entspricht, wird von den Somatomedinen ausgefiihrt. Das sind Hormone, die ein relativ
niedriges Molekulargewicht besitzen (ca 7.000 Daltons), und eine dem Proinsulin sehr ahnliche Struktur besitzen.
Es scheinen mindestens zwei verschiedene Formen des Somatomedins zu existieren, wovon eine Insulin-dhnliche
Eigenschaften besitzt, und die andere direkt im Kdérperwachstum eingeschlossen ist. Im Unterschied zu allen anderen
Polypeptidhormonen zirkulieren die Somatomedine groRtenteils an ein oder mehrere Tragerproteine gebunden, die die
Halbwertzeit der Somatomedine verlangern, indem sie ihre Konzentrationen relativ stabilisieren.

2. TESTPRINZIP

Die Methode zur quantitativen Bestimmung von hGH ist ein nichtkompetitiver immunradiometrischer Test (IRMA), bei
dem zwei monoklonale, gegen zwei verschiedene Epitope des hGH-Molekdls gerichtete Antikdrper (Maus) verwendet
werden. Monoklonales IgG gegen hGH ist an die Réhrchenwand gebunden bzw. radioaktiv im Tracer vorhanden.
Im Ein-Schritt-Verfahren wird in den Kalibratoren oder Proben vorhandenes hGH an die feste Phase und gleichzeitig der
Tracer an das festphasengebundene hGH gebunden. Nach der Inkubation ist die Menge des gebundenen Tracers
proportional zur Konzentration des in den Kalibratoren oder Proben vorhandenen hGH. Ungebundenes Material wird
durch Absaugen und Waschen entfernt.

3. LIEFERUMFANG DES TESTS

Beschichtete Réhrchen 100
125 J-Tracer 1 Flaschchen
hGH-Kalibratoren 7 Flaschchen
Kontrollserum 1 Flaschchen
Waschpuffer 2 Flaschchen
Anzahl der Bestimmungen 100

LAGERUNG: Die Testpackung bei 2-8°C lagern! Nicht einfrieren. Nach dem Offnen sind alle Reagenzien des Kits bei
entsprechender Lagerung bis zum Verfalldatum des Kits stabil. Der Kit wurde fiir die Durchfiihrung von
4 analytischen Testserien entworfen, wenn er tagsiiber bei Raumtemperatur verwendet und nachtsiiber bei 2-8°C
aufbewahrt wird.

Die Reagenzien sind nicht nach dem Verfalldatum zu benutzen. Das Verfalldatum des Kits befindet sich auf der
Verpackung und ist identisch mit dem Verfalldatum des Tracers. Die Verfalldaten der einzelnen Reagenzien sind jeweils
auf den Flaschenetiketten angegeben.

Die Reagenzien unter Vermeidung von Schaum auflésen.

Nie unterschiedliche Reagenzienchargen miteinander mischen!

3.1. Beschichtete Réhrchen

Die Innenflache der Roéhrchen ist mit biotinyliertem IgG gegen hGH (Maus, monoklonal) beschichtet, das gegen ein
anderes Epitop gerichtet ist, als das IgG des Tracers.

Vor Gebrauch die RO6hrchen in der ungedffneten Dose auf Raumtemperatur bringen, um die Bildung von
Kondenswasser auf der Oberfidche zu vermeiden.

Nichtgebrauchte Rbhrchen in der Dose lagern. Die Dose gut verschlieBen. Nie verschiedene Chargen beschichteter
Réhrchen miteinander mischen.
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3.2. " J-Tracer (rot) (gebrauchsfertige Lésung)

Das Flaschchen enthalt 11 mL mit '®J markiertes, gegen hGH gerichtetes IgG (Maus, monoklonal),
Rinderserumalbumin, Pferdeserum, Maus-IgG, Phosphatpuffer, Konservierungsmittel und einen inerten roten Farbstoff.
Die Radioaktivitat betragt max. 333 kBq (9 uCi) am Tag der Kalibration.

3.3. hGH-Kalibratoren (gebrauchsfertige Lésungen)

Die Flaschchen enthalten ansteigenden hGH-Konzentrationen, Humanserum, Phosphatpuffer und Konservierungsmittel.
Die Kalibratoren haben folgende Konzentrationen: 0 - 15 - 45 - 9 - 24 - 60 - 150 plE/mL
(0-05-15-3-8-20 - 50 ng/mL). Der Inhalt des Nullkalibrators ist 3 mL; der Inhalt der Kalibratoren 1-6 ist
0,5 mL. Die Kalibratoren des Kits sind mit den untersuchten Proben umschaltbar, wenn sie mit den Reagenzien und der
Testdurchfiihrung dieses In-vitro diagnostischen Tests verwendet werden, gemal3 den Anweisungen des Herstellers.

Die Kalibratoren des Kits sind auf den 2. internationalen Standard NIBSC 98/574, mit der rekombinierenden DNA-
Technik erhaltenes hGH, kalibriert (1 ng = 3 plE).

3.4. Kontrollserum (lyophilisiert)

Das Flaschchen enthalt hGH, Humanserum und Konservierungsmittel. 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 kdnnen.

Den Inhalt des Flaschchens mit 1 mL Aqua dest. auflésen. Die so erhaltene Losung ist zwei Wochen bei 2-8°C zu
lagern. Zur Verlangerung der Haltbarkeit portioniert tiefgefrieren (—20°C oder kalter).

3.5. Waschpuffer (10x Losung)
Jedes Flaschchen enthalt 50 mL 0,5%iges Triton X-100-Konzentrat und Kochsalzlésung.

Den ganzen Inhalt jedes Flaschchens bis zur 500-mL-Marke mit deionisiertem Wasser auffiillen. Die so erhaltenen
Lésungen sind bei 2-8°C bis zum Verfalldatum des Kits haltbar. Diese Losung wird zum Waschen der Rohrchen
verwendet.

4. ERFORDERLICHE GERATE UND MATERIALIEN (NICHT IM KIT ENTHALTEN)

- Agqua dest. und deionisiertes Wasser.

- Glasbehalter.

- Mikropipetten mit Einmalspitzen (50, 100, 1000 pL) (50 pL: Richtigkeit + 3%, Prazision 2%; 100, 1000 pL: Richtigkeit
+ 2%, Prazision 1%).

- Rohrchen-Stander.

- Vortex-Mischer.

- ggf. Vibrationsschiittler (Mischgeschwindigkeit: 300-350 Upm).

- Wascheinheit zum Pipettieren und Absaugen des Waschpuffers, die 2-3 mL pro Waschzyklus wahrend zwei

Waschzyklen pipettieren kann.

Gammacounter um das '®J-Jod zu zahlen (Anlegen der Counter-Offnung: 15-80 keV - Counter-Leistungsfahigkeit:

70% - Zahlungszeit: 1 Min.). Wenn die Counter-Leistungsfahigkeit kleiner als 60% ist, muss die Zahlungszeit

verlangert werden (2 Min.).

5. ENTNAHME UND VORBEREITUNG DER PROBEN

Es kann Humanserum oder -plasma verwendet werden. Die Antikoagulanten Zitrat, EDTA und Heparin wurden getestet
und konnen in diesem Test benutzt werden. Blut aus der Vene entnehmen, koagulieren lassen und das Serum so
schnell wie mdglich vom Koagulat trennen. Die Proben, die Teilchen in Suspension aufweisen, trib oder lipamisch sind,
oder Erythrozytenreste aufweisen, durch Filtern oder Zentrifugieren klaren. Weder stark hamolytische oder lipamische
Proben, noch Proben mit Teilchen in Suspension oder eindeutiger Mikrobenkontamination verwenden! Werden die
Bestimmungen innerhalb von 24 Stunden nach Blutentnahme durchgefiihrt, kénnen die Proben bei 2-8°C aufbewahrt
werden; andernfalls portioniert tiefgefrieren (—20°C oder kalter). Sind die Proben aufgetaut worden, vor der Bestimmung
vorsichtig schitteln. Wiederholtes Tiefgefrieren und Auftauen vermeiden!

Werden hGH-Werte > 150 ulE/mL (50 ng/mL) erwartet, sind die Proben mit dem Nullkalibrator zu verdiinnen.
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6. TESTDURCHFUHRUNG

Alle Reagenzien vor Gebrauch auf Raumtemperatur (20-25°C) bringen. Mindestens Doppelbestimmungen durchfiihren.
Die Bestimmung der Kalibratoren ist fiir jede Proben-Se- rie durchzufiihren. Kalibratoren und Proben unter den gleichen
Bedingungen testen.

Den Test in der angegebenen Reihenfolge und ohne Verzdgerungen zwischen den einzelnen Versuchsschritten
durchfiihren. Das Pipettieren der Reagenzien muss schnell ausgefihrt werden (in max. 30 Min.).
Fir jede Pipettierung der Kalibratoren und der Proben saubere Einmalspitzen benutzen.

- Reagenzien auf den Boden der beschichteten R6hrchen pipettieren. Der Testverlauf erfolgt nach folgendem Schema:

Roéhrchen Kalibratoren
. Proben
Reagenzien o
Kalibratoren S0ut ~
Proben _ X0ut
Tracer 100 k- o

- Je 100 pL Tracer zur Bestimmung der Totalaktivitdt in zwei unbeschichtete Réhrchen geben und bis zur Z&hlung
stehen lassen.

- Mit dem Vortex-Mischer vorsichtig den Inhalt der Rohrchen schiitteln und entsprechend der ausgewahlten Prozedur
inkubieren:
90 Min. bei Raumtemperatur fortgesetzt schiitteln (300-350 Upm) (Prozedur A)
18-22 Stunden bei Raumtemperatur (Prozedur B).
- Vorsichtig die Inkubationsmischung absaugen und zweimal mit 2 mL Waschpuffer waschen.
Es ist zu Uberpriifen, ob die Fliissigkeit vollstdndig eliminiert ist, indem man sich versichert, dass die Absaug-
Pipettenspitze den Boden der beschichteten Rbhrchen beriihrt. Das Vorhandensein von Trdpfchen, die an die

Wénde der beschichteten ROhrchen heften, kann schwer reproduzierbare oder unglaubhafte Ergebnisse
verursachen. Kein roter Farbstoff soll sichtbar sein.

- Die Radioaktivitat der R6hrchen messen.

7. BERECHNUNG DER ERGEBNISSE

Die mittlere Nettozahlrate von Proben und Kalibratoren ausrechnen. Den B/T%-Quotienten nach folgender Formel
ausrechnen:

Mittlere Zahlrate von Proben oder Kalibratoren
B/T% = x 100
Mittlere Zahlrate der Totalaktivitat

Auf logarithmischem Papier die mittlere Prozentwerte jedes Kalibrators auf der Ordinate (y-Achse) in Funktion zur hGH-
Konzentration ausgedruckt in ulE/mL oder ng/mL auf der Abszisse (x-Achse) auftragen. Durch Verbinden der Punkte
wird eine Kalibrationskurve erstellt (Abb. 1). Die Konzentrationen von hGH von jeder Probe, ausgedriickt in plE/mL oder

ng/mL, direkt von der Kalibrationskurve ablesen. Werte verdinnter Proben missen mit dem entsprechenden
VerdlUnnungsfaktor multipliziert werden.

Berechnungsbeispiel (Prozedur A)

Nachfolgende Daten gelten lediglich als Beispiel und diirfen nicht zur Ermittlung der tatséchlichen Ergebnisse benutzt werden.

Beschreibung cpm B/T%
Totalaktivitat 112.199 100
Nullkalibrator 23 0,02
1,5 ulE/mL - 0,5 ng/mL 891 0,79
4,5 plE/mL - 1,5 ng/mL 2.861 2,55
9 plE/mL - 3 ng/mL 5.598 4,99
24 plE/mL - 8 ng/mL 13.308 11,86
60 plE/mL - 20 ng/mL 29.546 26,33
150 plE/mL - 50 ng/mL 59.715 53,22
Probe 3.636 3,24

Durch Ablesen von der Kalibrationskurve wird fur die Probe einen hGH-Wert von 5,76 plE/mL (1,92 ng/mL) gefunden.
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8. ERWARTETE WERTE

Betrachtet man die intra- und interindividuelle Variabilitat der Sekretion von hGH, ordnet die Literatur gegenwartig der
basalen Bestimmung nur eine begrenzte diagnostische Bedeutung zu und bewertet besonders die hGH-Antwort auf
Reize.

Deshalb ist es wichtig, daran zu erinnern, dass die basalen Referenzwerte ausschlieRlich indikativen Charakter
besitzen. Jedem Laboratorium wird empfohlen, eigene Bewertungskriterien und Referenzbereiche festzusetzen.

Gruppe hGH, plE/mL hGH, ng/mL
Prapuberale Jugendliche 0,0- 4,0 0,0- 1,3
Pubertat: Jungen 0,0-10,0 0,0- 3,3

Médchen 0,0-30,0 0,0-10,0
Erwachsene: Manner 0,0-14,0 0,0- 47
Frauen 0,0-32,0 0,0-10,7

9. TESTMERKMALE

9.1. Analytische Spezifitat

Die analytische Spezifitdt wird definiert als die Kapazitdt des Tests, den Analyten genau zu bestimmen bei
Vorhandensein von potentiellen Interferenz-Faktoren in der Proben-Matrix (z.B. Antikoagulanten, Hamolyse, Effekte der
Proben-Behandlung), oder Kreuzreaktionen mit potentiell interferierenden Analyten.

Interferenzen. Kontrollstudien Uber potentiell interferierende Faktoren haben gezeigt, dass die Leistungen des Tests
nicht durch Antikoagulanten (Zitrat, EDTA, Heparin), Hamolyse (bis 200 mg/dL Hamoglobin), Lipdmie (bis

500 mg/dL Triglyzeride), Bilirubinamie (bis 20 mg/dL Bilirubin) oder einmaliges Tiefgefrieren der Proben beeinflusst
werden.
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Kreuzreaktionen. Der Kit erkennt die beiden monomeren Formen des hGH (Molekulargewicht: 20.000 und 22.000

Daltons).

Die Spezifitat wird erhalten,

indem man die scheinbare hGH-Konzentration wertet,

Konzentrationen potentiell interferierender Hormonen bestimmt werden.

indem wiederum hohe

Hormon Konzentration Scheinbarer hGH-Wert
hPRL 100 mIE/mL 3rd IS 84/500 3 WlE/mL (1 ng/mL)
hCG 100 IE/mL 3rd IS 75/537 unbestimmbar
hTSH 1 IE/mL 2nd IRP 80/558 unbestimmbar
hLH 2 IE/mL 1st IRP 68/40 unbestimmbar
hFSH 2 IE/mL 2nd IRP 78/549 unbestimmbar
hCS 3 ug/mL unbestimmbar

9.2. Analytische Sensitivitat

Die analytische Sensitivitdt kann auch als Nachweisgrenze ausgedrickt werden, d.h. die minimale Quantitat des
Analyten, die durch den Test bestimmt werden kann. Die Nachweisgrenze ist 0,12 plE/mL (0,04 ng/mL) bei einer
Konfidenz-Grenze von 95%. Sie wurde als die scheinbare Analyt-Konzentration berechnet, die man vom Nullkalibrator
unterscheiden kann, d.h. zwei Standardabweichungen iber dem Nullkalibrator.

9.3. Prazision

Zur Ermittlung der Wiederholprazision und der Vergleichprazision des Tests (d.h. Intra- und Inter-Assay) wurden
verschiedene Probenpools unterschiedlicher Analyt-Konzentrationen untersucht.

Wiederholprazision A B C
Anzahl der Bestimmungen 10 10 10
Mittelwert (uIE/mL) 36,80 16,40 3,42
Standardabweichung 0,68 0,30 0,12
Variationskoeffizient (%) 1,9 1,9 3,9

Vergleichprazision A B C
Anzahl der Bestimmungen 10 10 10
Mittelwert (uIE/mL) 34,28 15,82 4,02
Standardabweichung 0,86 0,58 0,16
Variationskoeffizient (%) 2,5 3,7 4,1

9.4. Richtigkeit

Die Richtigkeit der Bestimmung wurde mit Verdinnungs- und Wiederfindungstests geprift.

Verdiinnungstest. Es wurden zwei Proben mit hohen hGH-Konzentrationen nach serieller Verdiinnung mit dem Nullkalibrator
getestet.

Verdinnung ErwartetiliI(Ec/):quentration, Erhaltenilil(ztirr:]zl_entration, % Wiederfindung
leer - 77,40 -
1:2 38,70 37,40 96,6
1:4 19,35 18,60 96,1
1:8 9,68 9,40 97,2
1:16 4,84 4,80 99,2
1:32 2,42 2,40 99,2
leer - 44,40 —
1:2 22,20 23,00 103,6
1:4 11,10 10,80 97,3
1:8 5,55 5,40 97,3
1:16 2,78 2,80 100,9
1:32 1,39 1,40 100,9

29




Wiederfindungstest. Zwei Proben, die hGH enthalten, wurden als solche und nach Zugabe bekannter Mengen an hGH getestet.

Zugegebene Erwartete Konzentration, | Erhaltene Konzentration, % Wiederfindung
Konzentration, plE/mL ulE/mL ulE/mL
- - 33,40 -
50,00 81,74 78,80 96,4
25,00 56,74 54,40 95,9
12,50 44,24 44,60 100,8
6,50 38,24 39,80 104,1
2,10 33,84 34,60 102,3
- - 13,00 -
50,00 62,36 62,50 100,2
25,00 37,36 38,40 102,8
12,50 24,86 25,00 100,6
6,50 18,86 19,20 101,9
2,10 14,46 14,60 101,0

9.5. Hakeneffekt bei hoher Konzentration

Wenn Proben mit extrem hoher Antigenkonzentration mit einer Sandwich-Methode mit einer Inkubation dosiert werden,
koénnen scheinbare Antigen-Niveaus erhalten werden, die auf Grund des Hakeneffektes unter dem richtigen Wert liegen.
Fir eine korrekte Quantifizierung, missen die Proben, die héhere hGH-Niveaus als das des konzentriertesten
Kalibrators aufweisen, mit dem Nullkalibratoren verdiinnt und neu dosiert werden. Die Ergebnisse werden mit dem
Verdunnungsfaktor multipliziert um die Niveaus der unverdiinnten Proben zu erhalten.

Der Kit wurde so angelegt, dass hGH-Konzentrationen bis zu 7,5 mIE/mL (2,50 pg/mL) ein analytisches Signal liefern,
das immer héher als das des konzentriertesten Kalibrators liegt.

10. GRENZEN DES VERFAHRENS

Die Diagnose darf nicht auf der Basis des Ergebnisses einer Bestimmung gestellt werden, sondern muss zusammen mit
anderen klinischen Untersuchungen, Diagnoseverfahren und nach dem Urteil des Arztes erfolgen.

Kontamination der Proben durch Bakterien oder wiederholte Tiefgefrieren- und Auftauen-Zyklen kdnnen die Ergebnisse
der Bestimmung andern.
Die einwandfreie Beherrschung der Arbeitstechnik und die strikte Einhaltung der Arbeitsanleitung sind Vorraussetzung
fur die Erzielung zuverlassiger Ergebnisse. Auf prazise Herstellung und Verteilung der Reagenzien und gutes
Pipettieren und griindliches Absaugen und Waschen ist zu achten.
Nicht wiederholbare Proben kénnen folgende Ursachen haben:
- Vertauschen der Flaschchenverschlisse.
- Verwendung derselben Pipettenspitze beim Pipettieren aus verschiedenen Reagenzflaschchen oder beim Pipettieren
unterschiedlicher Proben.
Aufbewahren der Reagenzien oder Proben bei hohen Temperaturen (> 25°C) und bakterielle Kontamination.
- Bakterielle Kontamination durch zu langes Offenlassen der Flaschchen.
- Unzureichendes Absaugen und Waschen der Roéhrchen.
- Kontamination der Réhrchenrander durch Tracer oder Proben.
- Schlechte Detektorstandardisierung und fehlerhafte Bedienung des Counters.
- Verwendung von Reagenzien aus verschiedenen Chargen.
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11. WARNUNGEN

Die Testkomponenten enthalten Natriumazid als Konservierungsmittel. Weil Natriumazid explosives Blei- oder
Kupferazid in Rohrleitungen bilden kann, wird empfohlen, den Abfluss, nach dem Wegschiitten von Substanzen, die
Natriumazid enthalten, vollstandig mit Wasser durchzuspilen (Council Directive 99/45/EC).

R22 -  Gesundheitsschadlich beim Verschlucken.

R31 -  Entwickelt bei Berlihrung mit Saure giftige Gase.

S28 -  BeiBerlhrung mit der Haut sofort abwaschen mit vielem Wasser.

S45 —  Bei Unfall oder Unwohlsein sofort Arzt zuziehen (wenn mdglich, dieses Etikett vorzeigen).

Alle fur die Herstellung der Kit-Komponenten benutzten Serum- und Plasmaproben wurden analysiert und als
nichtreaktiv fir HBsAg, Anti-HCV und Anti-HIV-1/2 befunden. Da jedoch kein Prifverfahren Keimfreiheit wirklich
garantieren kann, sollten alle Praparate menschlicher Herkunft als potentiell infektids angesehen und dementsprechend
vorsichtig behandelt werden.

12. SICHERHEITSMASSNAHMEN

- Essen, Trinken, Rauchen und Schminken sind im Labor verboten.

- Lésungen dirfen nicht mit dem Mund pipettiert werden.

- Der direkte Kontakt mit potentiell infizietem Material ist durch das Tragen von Laborkitteln, Schutzbrille und
Einweghandschuhen zu vermeiden. Nach Beendigung des Tests sollten die Hande grindlich gewaschen werden.

- Verspritzen oder Bildung von Aerosol sind zu vermeiden. Verschittete Reagenzien sollten mit 5%iger
Natriumhypochlorit-Lésung entfernt werden. Dabei ist zu beachten, dass es sich hierbei um potentiell infektioses
Material handeln kann.

- Alle Proben, biologischen Reagenzien und fiir die Testdurchfiihrung verwendeten Materialien mussen als potentiell
infektids angesehen werden. Die Beseitigung des Abfalls ist nach den Vorschriften der zustandigen Aufsichtsbehdrde
sowie nach den Anweisungen des verantwortlichen Amtes durchzufiihren. Abfall sollte verbrannt werden.
Flussigkeiten mussen mit Natriumhypochlorit dekontaminiert werden. Dabei sollte das Natriumhypochlorit in einer
Konzentration von 5% im Endgemisch vorliegen und mindestens 30 Minuten auf die zu beseitigenden Materialien
einwirken. Alle Materialien, die wieder verwendet werden sollen, missen mit einer Ubertriebenen (overkill) Methode
(USP 24, 2000, S. 2143) autoklaviert werden. Im Allgemeinen wird eine Stunde bei 121°C als angebrachte
Sterilisationszeit angesehen, dennoch wird jedem Benutzer empfohlen, die Wirksamkeit des Dekontaminationszyklus
anfangs zu uberprifen und routinemaRig biologische Indikatoren einzusetzen.

13. GRUNDREGELN DES STRAHLENSCHUTZES

Reagenzien mit Jod-125
Dieses Kit enthalt radioaktives Material mit hdchstens 8,85 uCi (328 kBq) Jod-125. Bei der Lagerung, Handhabung und
Entsorgung dieses Materials sind entsprechende VorsichtsmalRnahmen und gute Laborpraktiken einzuhalten.
Fur Arzte bzw. Institutionen, die im Rahmen einer Generallizenz Radioisotope erhalten, gilt Folgendes:
Entgegennahme, Erwerb, Besitz und Verwendung dieses radioaktiven Materials sind nur Arzten, veterindrmedizinisch
tatigen Tierarzten, klinischen Labors oder Krankenhdusern und nur fiir klinische In-vitro-Tests oder In-vitro-Labortests
gestattet, bei denen kein interner oder externer Kontakt des Materials oder seiner Strahlung mit Menschen oder Tieren
stattfindet. 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 Auslibung ihrer Uberwachungsfunktion abgeschlossen hat.

1. Die Lagerung des radioaktiven Materials ist auf einen speziell dafiir bestimmten Bereich zu beschranken.
Der Zugang zu radioaktivem Material ist nur befugten Personen zu gestatten.
Radioaktives Material nicht mit dem Mund pipettieren.
Im vorgesehenen radioaktiven Arbeitsbereich nicht essen oder trinken.
Verschlttetes Material aufwischen und den Bereich anschlieBend mit alkalischem Reinigungsmittel oder
radiologischer Dekontaminationsldsung wischen. Alle benutzten Glasbehalter griindlichst mit Wasser splen,
bevor sie zusammen mit anderen Laborbehaltern aus Glas ausgewaschen werden.
Fir Arzte oder Einrichtungen, die im Rahmen einer Sondergenehmigung Radioisotope erhalten, gilt Folgendes:
Entgegennahme, Gebrauch, Weitergabe und Entsorgung radioaktiven Materials unter-liegen den Vorschriften und
Bedingungen der jeweiligen Sondergenehmigung.
WICHTIGER HINWEIS: Die auf der Packungsbeilage angegebene Radioaktivitdt kann von der auf dem Etikett des
Kartons und des Tracer-Flaschchens angegebenen etwas abweichen. Sowohl das Etikett des Kartons als auch das
Etikett des Tracer-Flaschchens geben den tatsachlichen Wert der Radioaktivitat am Kalibrationsdatum an, wahrend die
Packungsbeilage die theoretische Radioaktivitat des Kits angibt.

o oD
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HGH-CTK irma
PIPETTIERSCHEMA

BITTE SORGFALTIG DIE GEBRAUCHSANLEITUNG BEACHTEN.

KALIBRATOREN, PROBEN, KONTROLLSERUM 50 pL
TRACER 100 pL
INKUBATION:

. 90 MIN. BEI RAUMTEMPERATUR AUF DEM SCHUTTLER (Prozedur A)

. 18-22 Std. BEI RAUMTEMPERATUR (Prozedur B).

\

ABSAUGEN UND WASCHEN.

\J

RADIOAKTIVITAT DER ROHRCHEN MESSEN.
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KIT PARA LA DETERMINACION
INMUNORRADIOMETRICA DE LA hGH

Procedimiento para el andlisis cuantitativo
de la hormona del crecimiento (hGH)
en muestras de suero o plasma humano

Solo para uso in vitro

1. INTRODUCCION

La hormona del crecimiento (hGH) es la hormona hipofisaria secretada en mayor cantidad. Durante la infancia y la
adolescencia determina el crecimiento corpoéreo y durante toda la vida influencia los procesos anabdlicos. Sin embargo,
la hGH no es esencial para la salud durante la vida adulta.

La hGH es sintetizada por las células alfa de la adenohipdfisis. Tiene un peso molecular de unos 21.500 daltons y esta
compuesta por una cadena polipeptidica que contiene 191 residuos de aminoacidos con dos puentes de bisulfuro.
La hGH circula en formas moleculares diferentes denominadas Big-Big GH, Big GH y Little GH. La Little GH, que es la
forma porcentualmente prevalente, seria la forma original monomérica, mientras que las otras dos parecerian ser
formas poliméricas.

Si bien no existe un blanco especifico, han sido detectados receptores para la hGH sobre todo en las membranas de
las células hepaticas y de linfocitos circulantes. En efecto, las acciones de la hGH se pueden dividir generalmente en
dos categorias: a) accion directa anti-insulinica (lipolitica y que provoca hiperglucemia); b) accion indirecta simil-
insulinica (anti-lipolitica y mitégena). Esta dltima accién, que en definitiva da cuenta del crecimiento de estatura
clasicamente atribuido a la hGH se ejerce a través de las somatomedinas, hormonas con peso molecular relativamente
bajo (aproximadamente 7.000 daltons) que tienen una estructura muy similar a la de la proinsulina.
Al parecer hay por lo menos dos somatomedinas, una con propiedades simil-insulinicas mas marcadas y la otra, mas
implicada en el crecimiento de estatura. A diferencia de todas las otras hormonas polipeptidicas las somatomedinas
circulan en su mayor parte transportadas por una o mas proteinas fijadoras, las cuales prolongando la vida media de la
molécula nativa, tendrian la capacidad de mantener relativamente estables en el tiempo las concentraciones de las
somatomedinas.

2. PRINCIPIO DEL ENSAYO

El método utilizado es de tipo inmunorradiométrico (IRMA) no competitivo y usa dos anticuerpos monoclonales de ratén
que reconocen dos diferentes epitopes de la hGH. El primer anticuerpo esta fijado en los tubos, mientras que el
segundo anticuerpo se utiliza como trazador.

El ensayo consiste en una sola incubaciéon durante la cual la hGH contenida en los calibradores o en las muestras
permite el enlace del trazador a la fase soélida. Después de la incubacion, la cantidad de anticuerpo marcado enlazada a
la fase solida es proporcional a la concentracién de hGH presente en los calibradores o en las muestras. Al final de la
incubacion, el material que no ha enlazado se elimina con aspiracién y lavado.

3. REACTIVOS SUMINISTRADOS EN EL KIT

Tubos recubiertos 100
Trazador '®| 1 vial
Calibradores de hGH 7 viales
Suero de control 1 vial
Tampén de lavado 2 viales
Numero de ensayos 100

MODO DE CONSERVACION: A su llegada conserve el kit a 2-8°C. No congele. Después de la apertura, los reactivos
de este kit son estables hasta la fecha de caducidad del kit si se conservan de manera adecuada. El kit esta
garantizado para 4 sesiones analiticas si se utiliza a lo largo del dia a temperatura ambiente y si se conserva du- rante
la noche a 2-8°C.

No use los reactivos pasada la fecha de caducidad. La fecha de caducidad del kit esta escrita en la etiqueta exterior y
corresponde a la fecha de caducidad del trazador. La fecha de caducidad de cada componente esta indicada en las
etiquetas de los respectivos viales.

Al reconstituir el contenido de los viales, agite delicadamente para evitar la formacién de espuma.
No mezcle los reactivos provenientes de lotes diferentes.
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3.1. Tubos recubiertos

La superficie interior de cada tubo esta recubierta con IgG monoclonal de ratén biotinilada, dirigida contra un epitope de
la hGH diferente de aquél contra el cual estan dirigidas las inmunoglobulinas utilizadas para el trazador.
En el momento del uso, ponga los tubos recubiertos a temperatura ambiente antes de abrir el contenedor, para evitar
condensaciones de humedad.

Los tubos no utilizados pueden ser conservados controlando que el contenedor esté bien cerrado. No mezcle lotes
diferentes de tubos recubiertos.

3.2. Trazador '?I (rojo): reactivo listo para el uso

El vial contiene 11 mL de IgG monoclonal de raton anti-hGH marcada con I, albimina sérica bovina, suero equino,
IgG de raton, tampoén fosfato, conservantes y un colorante rojo inactivo. La radioactividad méaxima es de
333 kBq (9 uCi) en la fecha de calibracion.

3.3. Calibradores de hGH: reactivo listo para el uso

Los viales contienen concentraciones crecientes de hGH, suero humano, tampoén fosfato y conservantes. Las
concentraciones de hGH son las siguientes: 0 - 1,5 -45-9 - 24 - 60 - 150 pUl/mL (0 - 05-15-3 -8 - 20 -
50 ng/mL). El volumen del calibrador cero es 3 mL; el volumen de los calibradores 1-6 es 0,5 mL. Los calibradores del
kit son conmutables con las muestras en examen cuando se utilizan con los reactivos y con el procedimiento operativo
de este test diagndstico in vitro, segun las recomendaciones del fabricante.

Los calibradores del kit estan calibrados contra el 2° estandar internacional NIBSC 98/574, hGH obtenida por la técnica
del DNA recombinante (1 ng = 3 uUl).

3.4. Suero de control: reactivo liofilizado

El vial contiene hGH, suero humano y conservantes. El rango de concentraciones de cada control aparece en el
certificado de andlisis, e indica los limites definidos por DiaSorin para los valores de control que se pueden obtener a
partir de ensayos fiables.

Reconstituya el contenido del vial con 1 mL de agua destilada. La solucidon que resulta es estable durante dos semanas
a 2-8°C. Congele el reactivo a —20°C o a temperaturas inferiores subdividido en alicuotas en caso de conservacion
prolongada.

3.5. Tampon de lavado: reactivo en solucién (10x)

Cada vial contiene 50 mL de Triton X-100 al 0,5% y solucion salina.

Ponga a volumen de 500 mL con agua desionizada el contenido completo de cada vial. La solucion que resulta es
estable a 2-8°C hasta la fecha de caducidad del kit. La solucion se utiliza para el lavado de los tubos recubiertos.

4. MATERIALES E INSTRUMENTOS REQUERIDOS, PERO NO SUMINISTRADOS

- Agua destilada y desionizada.

- Utiles de laboratorio de vidrio.

- Micropipetas con puntas desechables de 50 pL (veracidad = 3%, precisién 2%) y 100, 1000 pL (veracidad + 2%,
precision 1%).

- Gradillas para tubos.

- Agitador Vortex.

- Agitador rotante con velocidad de agitacion de 300-350 rpm (facultativo).

- Sistema para distribuir y aspirar el tampoén de lavado, en condiciones de distribuir 2- 3 mL por ciclo de lavado durante

dos ciclos de lavado.

Contador gamma para contar el iodo establecimiento de la ventana del contador: 15-80 keV - eficiencia del

contador: 70% - tiempo de cémputo: 1 min). Si la eficiencia del contador es inferior al 60%, el tiempo de computo

debe ser prolongado a 2 min.

125| (
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5. RECOGIDA Y PREPARACION DE LAS MUESTRAS

El ensayo se puede efectuar en muestras de suero o plasma humano. Se pueden utilizar anticoagulantes como el
citrato, el EDTA y la heparina. Recoja la sangre mediante puncién venosa, déjela coagular y separe el suero del
coagulo lo antes posible. Clarifique por filtracion o centrifugacion antes del ensayo las muestras que presenten material
en suspension, opalescencia, lipemia o residuos eritrocitarios. No use muestras fuertemente hemolizadas o lipémicas,
ni muestras que presenten material suspendido o evidente contaminacién microbiana. Si el ensayo se lleva a cabo
dentro de las 24 horas sucesivas a la recogida, las muestras se pueden conservar a 2-8°C. En caso contrario, se deben
subdividir en alicuotas congeladas a —20°C o a temperaturas inferiores. Si las muestras han sido descongeladas,
agitelas con cuidado antes de realizar el ensayo. Evite repetidas congelaciones y descongelaciones.

Si se prevén niveles de hGH mayores de 150 pUI/mL (50 ng/mL), diluya con el calibrador cero.
6. PROCEDIMIENTO OPERATIVO

Ponga los reactivos a temperatura ambiente (20-25°C) antes del ensayo. Prevea determinaciones por duplicado como
minimo. Se debe realizar la determinacion de los cali- bradores para cada serie de muestras analizadas. El
procedimiento operativo debe ser exactamente idéntico para los calibradores y para las muestras en examen.
Realice todas las fases del ensayo en el orden previsto, sin interrupcion. La distribucion de los reactivos debe realizarse
rapidamente (al maximo 30 minutos).

Utilice puntas desechables nuevas para dispensar calibradores y muestras.
- Distribuya los reactivos en el fondo de los tubos recubiertos. Actie segun el siguiente esquema:

tubos Calibradores
. 0-6 Muestras
reactivos
Calibradores 50 pL -
Muestras - 50 pL
Trazador 100 pL 100 pL

- Prepare dos tubos no recubiertos para el calculo de la actividad total que contengan solamente 100 uL de trazador y
déjelos separados hasta el momento de la medida de la radioactividad.

- Agite suavemente en el Vértex el contenido de los tubos e incube segun el procedimiento elegido:

90 minutos a temperatura ambiente en agitacion (300-350 rpm) (procedimiento A)
18-22 horas a temperatura ambiente (procedimiento B).

- Aspire cuidadosamente la mezcla de incubacién y lave dos veces con 2 mL de tampén de lavado.
Verifique que el liquido sea eliminado completamente, controlando que la punta de la pipeta de aspiracién toque el
fondo de los tubos recubiertos. La presencia de gotas adherentes a las paredes de los tubos recubiertos puede
provocar baja reproducibilidad o resultados no fiables. No debe quedar traza del colorante rojo.

- Mida la radioactividad de los tubos.

7. CALCULO DE LOS RESULTADOS

Calcule la media de los computos para cada grupo de tubos después de haber substraido el valor del fondo. Exprese la
media de los computos de los calibradores y las mues- tras como porcentaje respecto a la actividad total:

cémputo medio calibradores o muestras

B/T% = 100
° computo medio actividad total X

Indique en un grafico log-log el porcentaje medio calculado para cada calibrador en la ordenada (eje de las y) en
funcién de la concentracion de hGH expresada en pUl/mL o ng/mL en la abscisa (eje de las x). De esta manera se
obtiene una curva de calibracién (Fig. 1). Lea directamente de la curva de calibracion la concentracion de hGH de cada
muestra expresada en pUl/mL o ng/mL. Si la muestra ha sido diluida, la concentracion de hGH encontrada debe ser
multiplicada por el factor de dilucién.
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Ejemplo de calculo (procedimiento A)

Los siguientes datos deben ser considerados solo un ejemplo y no deben usarse en lugar de los datos obtenidos por el

utilizador.
Descripcion cpm B/T%

Actividad total 112.199 100

Calibrador cero 23 0,02
1,5 pUl/mL - 0,5 ng/mL 891 0,79
4,5 uUl/mL - 1,5 ng/mL 2.861 2,55
9 pUl/mL - 3 ng/mL 5.598 4,99
24 pUl/mL - 8 ng/mL 13.308 11,86
60 pUl/mL - 20 ng/mL 29.546 26,33
150 pUl/mL - 50 ng/mL 59.715 53,22
Muestra 3.636 3,24

Interpolando de la curva de calibracion, la muestra contiene 5,76 pUl/mL (1,92 ng/mL) de hGH.
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8. DATOS CLINICOS

Dada la variabilidad intra- e inter-individual de la secrecion de hGH, la literatura atribuye un significado diagnoéstico
limitado al test basal y prefiere la evaluacion de la respuesta de la hGH con tests de estimulacion.
Por lo tanto, se considera oportuno recordar que los valores basales de referencia (en el cuadro siguiente) son
exclusivamente indicativos. Se recomienda a cada laboratorio que establezca sus propios criterios de evaluacién e

intervalos de referencia clinicamente relevantes.

Sujetos hGH, pUl/mL hGH, ng/mL
Prepubescentes 0,0- 4,0 0,0- 1,3
Adolescentes: varones 0,0-10,0 0,0- 3,3

hembras 0,0-30,0 0,0-10,0
Adultos: varones 0,0-14,0 0,0- 4,7
hembras 0,0-32,0 0,0-10,7
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9. PRESTACIONES METODOLOGICAS DEL KIT
9.1. Especificidad analitica

La especificidad analitica se define como la capacidad que tiene el test para detectar exactamente el analito ante la
presencia de factores potencialmente interferentes en la matriz de la muestra (por ejemplo, anticoagulantes, hemolisis,
efectos de tratamientos de la muestra), o de reacciones cruzadas con analitos potencialmente interferentes.

Interferencias. Estudios controlados sobre los factores potencialmente interferentes han demostrado que las
prestaciones del test no estan influenciadas por anticoagulantes (citrato, EDTA, heparina), hemolisis (hasta
200 mg/dL de hemoglobina), lipemia (hasta 500 mg/dL de triglicéridos), bilirrubinemia (hasta 20 mg/dL de bilirrubina) o
por una congelacion de las muestras.

Reacciones cruzadas. El kit reconoce las dos formas monoméricas de la hGH (P.M. 20.000 y 22.000 daltons).

La especifidad ha sido evaluada como la concentracién aparente de hGH obtenida deter- minando elevadas
concentraciones de hormonas potencialmente interferentes.

Hormona Concentracion Nivel aparente de hGH
hPRL 100 mUI/mL 3rd IS 84/500 3 pUl/mL (1 ng/mL)
hCG 100 Ul/mL 3rd IS 75/537 no detectable
hTSH 1 Ul/mL 2nd IRP 80/558 no detectable
hLH 2 Ul/mL 1st IRP 68/40 no detectable
hFSH 2 Ul/mL 2nd IRP 78/549 no detectable
hCS 3 ng/mL no detectable

9.2. Sensibilidad analitica

La sensibilidad analitica se puede expresar también como el limite de deteccion, es decir la cantidad minima de analito
especifico que el test puede detectar. El limite de deteccion es de 0,12 uUl/mL (0,04 ng/mL) al 95% de confianza. Ha
sido calculado como la concentracién aparente de analito distinguible del calibrador cero, es decir, dos desviaciones
estandar por encima de cero.

9.3. Precision

La repetibilidad y la reproducibilidad del ensayo (es decir las variaciones intra-ensayo e inter-ensayo) han sido
determinadas utilizando las muestras de referencia con diferentes concentraciones de analito.

Repetibilidad A B C

Numero de determinaciones 10 10 10
Media (nUl/mL) 36,80 16,40 3,42
Desviacion estandar 0,68 0,30 0,12

Coeficiente de variacion (%) 1,9 1,9 3,9

Reproducibilidad A B C

Numero de determinaciones 10 10 10
Media (nUl/mL) 34,28 15,82 4,02
Desviacion estandar 0,86 0,58 0,16

Coeficiente de variacion (%) 2,5 3,7 41
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9.4. Veracidad

La veracidad del ensayo ha sido controlada mediante los test de dilucién y recuperacion.

Test de dilucion. Se han determinado diluciones en serie de dos sueros de concentracion elevada de hGH realizadas
en el calibrador cero.

Dilucion Concentracion esperada,| Concentracién medida, % Recuperacion
pUl/mL pUl/mL
no diluido - 77,40 -
1:2 38,70 37,40 96,6
1:4 19,35 18,60 96,1
1:8 9,68 9,40 97,2
1:16 4,84 4,80 99,2
1:32 2,42 2,40 99,2
no diluido - 44,40 -
1:2 22,20 23,00 103,6
1:4 11,10 10,80 97,3
1:8 5,55 5,40 97,3
1:16 2,78 2,80 100,9
1:32 1,39 1,40 100,9

Test de recuperaciéon. Se han determinado dos sueros que contengan hGH tanto no diluidos como después de la
adicién de cantidades crecientes de hGH.

ancentracic’)n Concentracion esperada, | Concentracion medida, % Recuperacion
adicionada, pUl/mL pul/mL pul/mL
- - 33,40 -
50,00 81,74 78,80 96,4
25,00 56,74 54,40 95,9
12,50 44,24 44,60 100,8
6,50 38,24 39,80 104,1
2,10 33,84 34,60 102,3
- - 13,00 -
50,00 62,36 62,50 100,2
25,00 37,36 38,40 102,8
12,50 24,86 25,00 100,6
6,50 18,86 19,20 101,9
2,10 14,46 14,60 101,0

9.5. Efecto gancho con altas concentraciones

Cuando se ensayen muestras que contengan unas concentraciones de antigeno sumamente elevadas con un método
sandwich con una incubacion, se pueden obtener unos niveles aparentes de antigeno inferiores al nivel real por efecto
gancho. Para cuantificar las muestras correctamente, las muestras que contienen niveles de hGH mayores que el del
calibrador mas concentrado deben ser diluidas con el calibrador cero y analizadas de nuevo. Los resultados deben ser
multiplicados por el factor de dilucién para obtener los niveles de las muestras no diluidas.

El kit ha sido desarrollado de modo que concentraciones de hGH hasta 7,5 mUI/mL (2,50 ug/mL) proporcionen una
sefial analitica siempre superior a la del calibrador mas concentrado.
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10. LIMITACIONES DEL ENSAYO

El diagndstico no se debe formular en base al resultado de un solo ensayo, sino que éste se debe validar con otras
pruebas clinicas, procedimientos diagndsticos y con la opinién del médico.

La contaminacion bacteriana o las repetidas congelaciones/descongelaciones de las muestras pueden modificar los
resultados del test.

Para obtener resultados fiables, es necesario respetar estrictamente las instrucciones de utilizacion y poseer una
adecuada técnica manual. En concreto, la precision y el cuidado en las fases de reconstitucion y distribucion de los
reactivos y de aspiracion y lavado son indispensables para la fiabilidad del ensayo.

Resultados no reproducibles se deben principalmente a factores metodolégicos, como por ejemplo:

- cambio de las tapas entre los viales

- uso de la misma punta para la recogida de diferentes viales o para dispensar diferentes muestras

- viales que se han dejado abiertos durante un largo periodo de tiempo

- exposicion de los reactivos o de las muestras a calor intenso o a fuertes fuentes de contaminacion bacteriana

- aspiracion de la mezcla de incubacion y lavado de los tubos inadecuados

- contaminacion del borde de los tubos con el trazador o bien con las muestras

- oscilaciones casuales o mal mantenimiento del contador gamma

- intercambio de reactivos procedentes de diferentes lotes.

11. ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

Los componentes del kit contienen azida sédica como conservante. Ya que, la azida sédica puede formar azidas de
plomo o de cobre explosivas en las tuberias, se recomienda dejar fluir agua en abundancia en los desagiies después
de la eliminacion de soluciones que contengan azida sodica (Council Directive 99/45/EC).

R 22 - Nocivo por ingestion.

R 31 - En contacto con acidos libera gases toxicos.

S28 - Encaso de contacto con la piel, lavese inmediata y abundantemente con agua.

S45 — En caso de accidente o malestar, acidase inmediatamente al médico (si es posible, muéstresele la
etiqueta).

Todas las unidades de suero o plasma utilizadas para la fabricaciéon de los componentes de este kit se han analizado y
se han determinado no reactivas para HBsAg, para anti-HCV y para anti-HIV-1/2. Sin embargo, visto que ningun
método puede asegurar que los agentes patogenos estén ausentes, todo el material de origen humano se deberia
considerar potencialmente infeccioso y ser manipulado como tal.

12. NORMAS DE SEGURIDAD

- No coma, beba, fume o se maquille durante la ejecucién del ensayo.

- No pipetee las soluciones con la boca.

- Evite el contacto directo con el material potencialmente infeccioso usando batas de laboratorio, gafas de proteccion y
guantes desechables. Lavese cuidadosamente las manos al terminar el ensayo.

- Evite salpicaduras o formacién de aerosoles. En caso de que esto sucediera, cada gota de reactivo se debe eliminar
con una solucién de hipoclorito sédico al 5% y el medio utilizado se debera tratar como material residuo
potencialmente infeccioso.

- Todas las muestras, los reactivos biologicos del kit y los materiales usados para efectuar el ensayo se deben
considerar capaces de transmitir agentes infecciosos; por lo tanto los residuos se deberan eliminar de acuerdo con
las reglamentaciones de las agencias autorizadas que tengan jurisdiccidon sobre el laboratorio, y con las normativas
de cada pais. El material desechable debera ser incinerado; los residuos liquidos deberan ser descontaminados con
una solucién de hipoclorito sédico a una concentracion final del 5% durante media hora como minimo. Cualquier
material que pueda ser reutilizado debera ser tratado en autoclave con un tratamiento de exceso (overkill) (USP 24,
2000, p. 2143). Generalmente se considera que una hora a 121°C es un tiempo de esterilizacién adecuado; sin
embargo se recomienda a cada usuario que verifique la eficacia del ciclo de descontaminacién mediante una
validacion inicial y el uso rutinario de indicadores bioldgicos.
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13. REGLAS BASICAS DE SEGURIDAD CONTRA LAS RADIACIONES

Reactivos con contenido de azida sddica

Este equipo contiene material radiactivo que no supera de 8,85 uCi (328 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 sélo para pruebas in vitro clinicas o de laboratorio que no
conlleven la administracion interna o externa del material ni su radiacion a seres humanos ni animales. Su recepcion,
adquisicion, posesion, uso y transferencia se rigen por la normativa y la licencia genérica de la Comisién Reguladora
Nuclear del estado en el que la Comision 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.
El acceso a materiales radiactivos debe estar limitado a personal autorizado Unicamente.
No recoja material radiactivo con la pipeta usando la boca.
No coma ni beba dentro de las areas destinadas a trabajos radiactivos.
Las areas donde puedan producirse derrames deben enjugarse y después lavarse con un detergente alcalino o
una solucion decontaminante radioldgica. Todo recipiente de vidrio utilizado debe enjuagarse completamente
con agua antes de lavarse con otros recipientes de laboratorio.
Para facultativos o instituciones que reciben radioisétopos con licencia especifica:
La recepcion, uso, transferencia y eliminacion de los materiales radiactivos se rigen por la normativa y las condiciones
de la licencia en cuestion.
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 calibracién, mientras que el impreso del interior del paquete indica la radiactividad tedrica del equipo.

o proeDd

ESQUEMA DEL ENSAYO

1- RECONSTITUYA EL SUERO DE CONTROL.
2- MARQUE LOS TUBOS RECUBIERTOS POR DUPLICADO.

3- DISTRIBUYA LOS REACTIVOS SEGUN EL SIGUIENTE ESQUEMA Y AGITE LA MEZCLA DE INCUBACION:

TUBOS
CAL 0-6 MUESTRAS
REACTIVOS
CALIBRADORES 50 pL -
MUESTRAS - 50 pL
TRAZADOR 100 pL 100 pL

4 - INCUBE DURANTE:
. 90 MIN A TEMPERATURA AMBIENTE EN AGITACION (Procedimiento A)
. 18-22 HORAS A TEMPERATURA AMBIENTE (Procedimiento B).

5- ASPIRE LA MEZCLA DE INCUBACION Y LAVE 2 VECES CON 2 mL DE TAMPON DE LAVADO.

6 - MIDA LA RADIOACTIVIDAD DE LOS TUBOS.
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TESTE IMUNO-RADIOMETRICO DA hGH

Procedimento para a determinagao quantitativa
da hormona humana do crescimento (hGH)
em amostras de soro ou plasma humano

S6 para uso in vitro

1. INTRODUGAO

A hormona humana do crescimento (hGH) é a hormona hipofisaria secretada em maior quantidade. Durante a infancia
e a adolescéncia determina o crescimento do corpo e durante toda a vida influencia os processos metabdlicos, de
maneira que seja estimulado o crescimento. Contudo, a hGH nao é essencial para a saude na idade adulta.

A hGH é sintetizada pelas células alfa da glandula hipofise. Tem peso molecular de cerca de 21.500 daltons e é
composta por uma unica cadeia polipeptidica que contém 191 residuos de aminoacidos com dois pontos dissulfetos.
A hGH circula em formas moleculares diferentes denominadas Big-Big GH, Big GH e Lit- tle GH. A Little GH, que é a
forma com percentagem predominante, seria a forma original monomérica, enquanto as outras duas parecem ser
formas poliméricas.

Mesmo nao tendo um 6rgéo alvo especifico, foram encontrados receptores para a hGH principalmente nas membranas
de células hepaticas e de linfocitos circulantes. De facto, as acgbes metabdlicas da hGH podem-se em geral dividir em
duas categorias principais: a) acgéo directa anti-insulinica (lipolitica e causadora de hiperglicemia); b) acgao indirecta
simile a insulinica (anti-lipolitica e mitogénica). Esta ultima acgéo causa o cresci- mento do corpo quanto a estatura e
consiste na acgdo classica da hGH. Isto é exercido através das somatomedinas, hormonas de peso molecular
bastante pequeno (cerca de 7.000 daltons) que tém estrutura muito semelhante a da pro-insulina.
Foram identificadas pelo menos duas somatomedinas, uma com propriedades similes as da insulina e a outra envolvida
mais directamente com o crescimento em estatura. Diferentemente de todas as outras hormonas polipeptidicas, as
somatomedinas circulam, na maior parte, transportadas por uma ou mais proteinas portadoras, as quais, prolongando a
meia-vida da molécula nativa, teriam a capacidade de tornar bastante estaveis no decorrer do tempo as concentragbes
de somatomedina.

2. PRINCIPIO DO ENSAIO

O método utilizado é de tipo imuno-radiométrico (IRMA) ndo competitivo baseado no uso dos tubos revestidos e utiliza
dois anticorpos monoclonais de ratinho que reconhecem dois epitopos diferentes da hGH. O primeiro anticorpo
monoclonal é ligado as paredes dos tubos, enquanto o segundo anticorpo é usado como marcador.
O teste consiste numa unica incubagao, durante a qual a hGH contida nos calibradores ou nas amostras liga o
marcador a fase solida. Apds a incubacéo, a quantidade de anticorpo marcado ligada a fase sélida é proporcional a
concentragdo de hGH presente nos calibradores ou nas amostras. No final da incubagdo, o material nédo ligado é
removido mediante aspiragdo e lavagem.

3. REAGENTES FORNECIDOS NO DISPOSITIVO

Tubos revestidos 100
Marcador | 1 frasco
Calibradores de hGH 7 frascos
Soro de controlo 1 frasco
Tampao de lavagem 2 frascos
Numero de testes 100

ARMAZENAGEM: Depois da recepg¢ado, armazene o dispositivo a 2-8°C. Ndo congele. Apds a abertura, os reagentes
deste dispositivo permanecem estaveis até ao final do prazo de validade do dispositivo, se mantidos de modo
adequado. O dispositivo foi projectado para 4 execugbes analiticas se utilizado durante o dia a temperatura ambiente e
conservado durante a noite a 2-8°C.

Né&o utilize reagentes expirados. O prazo de validade do dispositivo esta descrito na etiqueta externa e corresponde ao
prazo de validade do marcador. O prazo de validade de cada reagente esta descrito na etiqueta de cada frasco.

Quando reconstituir o contetido dos frascos, agite devagarinho para evitar a formagdo de espuma.

Né&o misture reagentes de lotes diferentes.
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3.1. Tubos revestidos

A superficie interna de cada tubo é revestida com IgG monoclonal de ratinho biotinilada, dirigida contra um epitopo da
hGH diferente daquele contra o qual ¢ dirigida a IgG utilizada para o marcador.

Antes de usar, deixe o0s tubos revestidos a temperatura ambiente antes de abrir a embalagem, para evitar condensacéao
de humidade.

Conserve os tubos ndo utilizados certificando-se de que a embalagem esteja bem fechada. Nao misture lotes diferentes
de tubos revestidos.

3.2. Marcador '?I (vermelho): reagente pronto a usar

O frasco contém 11 mL de IgG monoclonal de ratinho anti-hGH marcada com 25 albumina sérica bovina, soro equino,
IgG de ratinho, tampdo fosfato, conservantes e um corante vermelho inerte. A radioactividade maxima é
333 kBq (9 uCi) na data de calibragao.

3.3. Calibradores de hGH: reagente pronto a usar

Os frascos contém quantidades crescentes de hGH, soro humano, tampéao fosfato e conservantes. As concentragdes
de hGH sdo as seguintes: 0 - 15 - 45 - 9 - 24 - 60 - 150 pUl/mL (O - 05 - 1,5 - 3 - 8 - 20 -
50 ng/mL). O volume do calibrador zero é 3 mL; o volume dos calibradores 1-6 é 0,5 mL. Os calibradores do dispositivo
sdo comutaveis com as amostras em analise quando foram utilizados com os reagentes e com o procedimento
operativo deste teste de diagnostico in vitro, consoante as recomendagbes do fabricante.

Os calibradores do dispositivo estao referenciados ao 2° Padrao Internacional NIBSC 98/574, hGH obtida com a técnica
do ADN recombinante (1 ng = 3 pUI).

3.4. Soro de controlo: reagente liofilizado

O frasco contém hGH, soro humano e conservantes. O intervalo de concentragdes 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.

Reconstitua o contetdo do frasco com 1 mL de agua destilada. Conserve a solugdo resultante durante duas semanas a
2-8°C ou subdividida em aliquotas congeladas a —20°C ou a temperatura inferior para uma conservagéo prolongada.

3.5. Tampao de lavagem: reagente em solugéo (10x)

Cada frasco contém 50 mL de Triton X-100 a 0,5% e solugdo salina.

Dilua o inteiro conteudo de cada frasco com agua desmineralizada, obtendo uma solugdo de 500 mL. A solugédo
resultante é estavel a 2-8°C até ao final do prazo de validade do dispositivo. A solugdo é utilizada para lavar os tubos
revestidos.

4. EQUIPAMENTOS E MATERIAIS NECESSARIOS, MAS NAO FORNECIDOS

- Agua destilada e desmineralizada.

- Material de vidro.

- Micropipetas com pontas descartaveis de 50 pL (exactiddo + 3%, precisdo 2%) e 100, 1000 pL (exactiddo + 2%,
precisao 1%).

- Suporte para tubos.

- Agitador Vortex.

- Agitador rotativo com velocidade de agitagdo de 300-350 rpm (facultativo).

- Sistema para distribuir e aspirar o tampéo de lavagem em condigbes de distribuir 2-3 mL por ciclo de lavagem
durante dois ciclos de lavagem.

- Contador gama para contar o iodo definicdo da janela do contador: 15-80 keV - eficiéncia do contador:
70% tempo de contagem: 1 min). Se a eficiéncia do contador & inferior a 60%, o tempo de contagem deve ser
prolongado a 2 min.
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5. COLHEITA E PREPARAGAO DAS AMOSTRAS

Pode-se utilizar tanto soro como plasma humano para o teste. Os anticoagulantes citrato, EDTA e heparina foram
testados e podem ser utilizados neste teste. O sangue deve ser colhido assepticamente por pungéo venosa, deixado
coagular e o soro deve ser separado do coagulo tao cedo quanto possivel. As amostras que contém particulas sélidas,
turvas, lipémicas ou com fragmentos de eritrocitos podem necessitar de clarificagdo por filtragem ou centrifugagao
antes de serem testadas. As amostras muito hemolisadas ou lipémicas, bem como as amostras que contém particulas
sélidas ou que exibem evidente contaminagao bacteriana, ndo devem ser utilizadas. Se o ensaio for realizado dentro de
24 horas apos a colheita das amostras, estas devem ser conservadas a 2-8°C; em caso contrario, estas devem ser
subdivididas em aliquotas e conservadas a —20°C ou a temperatura inferior. Se as amostras estiverem congeladas,
deixe-as descongelar e misture bem antes de utilizar. Evite ciclos repetidos de congelagéo e descongelacao.

Se foram previstos niveis de hGH maiores que 150 uUI/mL (50 ng/mL), dilua com o calibrador zero.
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6. PROCEDIMENTO DO TESTE

Deixe todos os reagentes a temperatura ambiente (20-25°C) antes do teste. Execute o teste ao menos em duplicado.
Os calibradores devem ser testados em cada série de amostras de doentes. Os calibradores e as amostras devem ser
submetidos ao mesmo processo e tempo de incubagao.

Execute todas as etapas do teste na ordem apresentada, sem muita demora entre cada etapa. A distribuicdo dos
reagentes deve ser efectuada tdo cedo quanto possivel (no maximo 30 min).

Utilize uma ponta descartavel para dispensar cada calibrador e amostra.

- Distribua os reagentes no fundo dos tubos revestidos segundo o esquema abaixo:

tubos Calibradores Amostras
reagentes 0-6
Calibradores 50 pL -
Amostras - 50 puL
Marcador 100 pL 100 pL

- Prepare dois tubos nao revestidos para calcular a actividade total que contém sé 100 pL de marcador e deixe-os de
lado até ao momento da contagem.
- Agite devagarinho com um agitador Vortex o conteudo dos tubos e incube segundo o procedimento escolhido:
90 min a temperatura ambiente em agitagao (300-350 rpm) (procedimento A)
18-22 horas a temperatura ambiente (procedimento B).

- Aspire com cuidado a mistura de incubagdo e lave duas vezes com 2 mL de tampao de lavagem.
Verifique se o liquido foi eliminado completamente, controlando se a ponta da pipeta de aspiragdo toca o fundo dos
tubos revestidos. A presengca de gotas aderentes nas paredes dos tubos revestidos pode provocar baixa
reprodutibilidade ou resultados néo fiaveis. Nao devem permanecer residuos do corante vermelho.

- Meca a radioactividade dos tubos.

7. CALCULO DOS RESULTADOS

Calcule a média das contagens para cada grupo de tubos, apds ter subtraido o valor do fundo. Calcule a média das
contagens de calibradores e amostras como percentagem em relagdo a actividade total:

contagem média de calibradores ou amostras

B/T% = 100
% contagem média da actividade total X

Coloque as coordenadas em papel di-logaritmico e faga a curva utilizando a ordenada (eixo dos y) para o valor médio
da percentagem calculada para cada calibrador em fungdo da concentragdo de hGH expressa em pUl/mL ou ng/mL na
abscissa (eixo dos x). Desta forma obtém-se uma curva de calibragdo (Fig. 1). Directamente da curva de calibragao,
leia a concentragdo de hGH de cada amostra expressa em pUl/mL ou ng/mL. Se a amostra tiver sido diluida, a
concentragdo de hGH encontrada deve ser multiplicada pelo factor de diluigao.

Exemplo de calculo (procedimento A)

Os seguintes dados devem ser considerados apenas como exemplo e ndo devem ser usados no lugar de dados
obtidos pelo utilizador.

Descricédo Contagens B/T%
Actividade total 112.199 100
Calibrador zero 23 0,02
1,5 pUl/mL - 0,5 ng/mL 891 0,79
4,5 pUl/mL - 1,5 ng/mL 2.861 2,55
9 pUl/mL - 3 ng/mL 5.598 4,99
24 pUl/mL - 8 ng/mL 13.308 11,86
60 pUl/mL - 20 ng/mL 29.546 26,33
150 pUl/mL - 50 ng/mL 59.715 53,22
Amostra 3.636 3,24

Interpolando da curva de calibragao, a amostra resulta conter 5,76 pUl/mL (1,92 ng/mL) de hGH.
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8. VALORES ESPERADOS

Devido a variagdo num mesmo individuo e entre diferentes individuos da secregdo de hGH, a literatura atribui um
limitado significado diagnéstico ao teste basal e prefere a avaliagdo da resposta da hGH ao teste de estimulagéo.
Por isso, julga-se oportuno lembrar que os valores basais de referéncia indicados a seguir sdo exclusivamente
indicativos. Recomenda-se que cada laboratério estabelega seus préprios intervalos de referéncia clinicamente
relevantes.

Individuos hGH, pUl/mL hGH, ng/mL
Idade pré-puberal 0,0-4,0 0,0-1,3
Idade puberal: sexo masculino 0,0-10,0 0,0-3,3
sexo feminino 0,0 - 30,0 0,0-10,0
Idade adulta: sexo masculino 0,0-14,0 0,0-4,7
sexo feminino 0,0-32,0 0,0-10,7

9. CARACTERISTICAS ESPECIFICAS DE DESEMPENHO

9.1. Especificidade analitica

A especificidade analitica pode ser definida como a capacidade do teste de detectar com cuidado o analito especifico
na presenca de factores potencialmente interferentes na matriz da amostra (ex. anticoagulantes, hemdlise, efeitos de
tratamentos da amostra) ou de reacgdes cruzadas com analitos potencialmente interferentes.

Interferéncias. Estudos controlados de substancias ou condi¢gdes potencialmente interferentes demostraram que o
desempenho do ensaio ndo é afectado por anticoagulantes (citrato, EDTA, heparina), hemdlise (até a 200 mg/dL de
hemoglobina), lipemia (até a 500 mg/dL de triglicéridos), bilirrubinemia (até a 20 mg/dL de bilirrubina) ou uma
congelagdo das amostras.
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Reacc¢obes cruzadas. O dispositivo reconhece as duas variantes monoméricas da hGH (P.M. 20.000 e 22.000 daltons).

A especificidade foi avaliada como a concentragdo aparente de hGH obtida ao testar elevadas concentragbes de
hormonas potencialmente interferentes.

Hormona Concentragao Nivel aparente de hGH
hPRL 100 mUI/mL 3rd IS 84/500 3 pUl/mL (1 ng/mL)
hCG 100 Ul/mL 3rd IS 75/537 nao detectavel
hTSH 1 Ul/mL 2nd IRP 80/558 ndo detectavel
hLH 2 Ul/mL 1st IRP 68/40 nao detectavel
hFSH 2 Ul/mL 2nd IRP 78/549 ndo detectavel
hCS 3 pg/mL nao detectavel

9.2. Sensibilidade analitica

A sensibilidade analitica também pode ser expressa como o limite de detecgéo, ou seja, a quantidade minima de
analito especifico detectavel pelo teste. O limite de detecc¢éo é de 0,12 pUl/mL (0,04 ng/mL) com um limite de confianga
de 95%. Este foi calculado como a concentragédo aparente de analito que pode ser distinguida do calibrador zero, isto &,
dois desvios padréo acima do zero.

9.3. Precisao

Diferentes grupos de amostras, que contém diferentes concentragdes de analito especifico, foram testados para
determinar a repetibilidade e a reprodutibilidade do teste (isto &, a variabilidade intra e inter-ensaio).

Repetibilidade A B C

Numero de determinacoes 10 10 10
Média (nUl/mL) 36,80 16,40 3,42
Desvio padrao 0,68 0,30 0,12

Coeficiente de variagéo (%) 1,9 1,9 3,9

Reprodutibilidade A B C

Numero de determinacoes 10 10 10
Média (nUl/mL) 34,28 15,82 4,02
Desvio padrao 0,86 0,58 0,16

Coeficiente de variagéo (%) 2,5 3,7 41

9.4. Exactidao

A exactidao do teste foi controlada mediante os testes de diluigdo e recuperagao.

Teste de diluigdo. Foram testadas diluicbes em série de dois soros que contém uma concentragao elevada de hGH
efectuadas no calibrador zero.

Diluigdo Concentragao Concentragdo medida, % Recuperagio
esperada, pUl/mL pul/mL

puro - 77,40 -

1:2 38,70 37,40 96,6
1:4 19,35 18,60 96,1
1:8 9,68 9,40 97,2
1:16 4,84 4,80 99,2
1:32 2,42 2,40 99,2
puro - 44,40 -

1:2 22,20 23,00 103,6
1:4 11,10 10,80 97,3
1:8 5,55 5,40 97,3
1:16 2,78 2,80 100,9
1:32 1,39 1,40 100,9
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Teste de recuperagao. Foram testados dois soros que contém hGH, quer puros, quer apods ter adicionado quantidades
crescentes de hGH.

.C.oncentragéo Concentragdo esperada,| Concentragao medida, % Recuperagéo
adicionada, pUl/mL pUl/mL pUl/mL
- - 33,40 -
50,00 81,74 78,80 96,4
25,00 56,74 54,40 95,9
12,50 44,24 44,60 100,8
6,50 38,24 39,80 104,1
2,10 33,84 34,60 102,3
- - 13,00 -
50,00 62,36 62,50 100,2
25,00 37,36 38,40 102,8
12,50 24,86 25,00 100,6
6,50 18,86 19,20 101,9
2,10 14,46 14,60 101,0

9.5. Efeito gancho a altas concentragoes

Ao dosar amostras que contém concentragdes de antigénio extremamente elevadas com um método sanduiche com
uma incubagéao, é possivel obter niveis aparentes de antigénio inferiores ao real por efeito gancho. Para quantificar as
amostras de maneira cor- recta, as amostras que contém niveis de hGH maiores que o do calibrador mais concentrado
devem ser diluidas com o calibrador zero e dosadas de novo. Os resultados devem ser multiplicados pelo factor de
diluigao para obter os niveis das amostras nao diluidas.

O dispositivo foi desenvolvido de modo que concentragdes de hGH até a 7,5 mUI/mL (2,50 ug/mL) fornegam um sinal
analitico sempre maior que o do calibrador mais concentrado.

10. LIMITAGOES DO TESTE

O diagnostico ndo deve basear-se no resultado dum unico teste, mas deve ser determinado conjuntamente com outros
dados clinicos e meios de diagndstico, bem como em associagao com o parecer do médico.

Contaminagbes bacterianas ou ciclos repetidos de congelagdo e descongelagdo das amostras podem afectar os
resultados do teste.

Para obter resultados fidveis, € necessario seguir de maneira correcta as instru¢gdes de uso e possuir uma adequada
formacgéo técnica. Em especial, é essencial uma boa precisdo na preparacao e distribuigdo dos reagentes, na aspiragéo
e na lavagem.

Resultados ndo reprodutiveis podem ser devidos a erros de execugéo, tais como:

- troca das tampas dos frascos

- uso da mesma ponta para distribuir solu¢gdes ou amostras diferentes

- frascos deixados abertos durante um longo periodo de tempo

- exposigao dos reagentes ou amostras ao calor intenso ou a fontes de contaminagéo bacteriana

- aspiragao da mistura de incubagéo e lavagem dos tubos inadequadas

- contaminagao dos rebordos dos tubos com o marcador ou com as amostras

- oscilagdes casuais ou manutengdo inadequada do contador gama

- troca de reagentes de diferentes lotes.

11. ADVERTENCIAS E PRECAUGOES

Os componentes do dispositivo contém azida sédica como conservante. Dado que a azida sédica pode formar azidas
de chumbo ou de cobre explosivas nos tubos, é acon- selhavel deixar fluir agua com abundancia nas descargas apoés a
eliminagao de solugbes que contém azida sddica (Directiva 99/45/EC).

R22 - Nocivo poringestéo.

R31 — Em contacto com acidos liberta gases toxicos.

S28 -  Apds contacto com a pele, lavar imediata e abundantemente com agua.

S45 - Em caso de acidente ou de indisposi¢ao, consultar imediatamente o médico (se possivel mostrar-lhe o
rétulo).

Todas as unidades de soro e plasma utilizadas para produzir os componentes deste dispositivo foram testadas para a
presenca de HBsAg, anti-HCV e anti-HIV-1/2 e os resultados encontrados foram nao reactivos. Contudo, como nenhum
método pode oferecer seguranga absoluta de que agentes patogénicos estejam ausentes, todas as amostras de origem
humana devem ser consideradas potencialmente infecciosas e manuseadas com cuidado.
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12. REGRAS DE SEGURANCA

- Na&o coma, beba, fume ou aplique cosméticos durante a execugao do teste.

- Nao pipete as solugbes com a boca.

- Evite o contacto directo com todos os materiais potencialmente infecciosos usando equipamentos de protecgao
como luvas descartéveis, 6culos e aventais. Lave bem as maos no final de cada teste.

- Evite salpicos ou formacgdo de aerossois. Qualquer reagente derramado deve ser lavado com uma solucéo de
hipoclorito de sédio a 5% e tratado como material residual potencialmente infeccioso.

- Todas as amostras, os reagentes biolégicos e os materiais utilizados nos testes devem ser considerados
potencialmente capazes de transmitir agentes infecciosos. Por isso, os residuos devem ser eliminados conforme as
regras emitidas pelos 6rgédos autorizados que administram o laboratério e conforme o regulamento especifico de
cada pais. O material descartavel deve ser incinerado, os residuos liquidos devem ser descontaminados com uma
solugdo de hipoclorito de s6dio a 5% no minimo durante meia hora. Qualquer material reutilizado deve ser
autoclavado usando a abordagem de sobredestruigdo (overkill) (USP 24, 2000, p. 2143). Em geral, uma hora a
121°C é considerado um tempo de esterilizagdo adequado, mas os utilizadores devem verificar a eficiéncia do seu
sistema de descontaminacgéao através de validagao e utilizagéo rotineira de indicadores bioldgicos.

13. REGRAS BASICAS DE SEGURANGA CONTRA RADIAGAO

Reagentes com lodo-125
Este kit contém material radioactivo que ndo excede 8,85 uCi (328 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 instituigbes que recebam radio-is6topos sob uma licenga geral:
Este material radioactivo pode ser recebido, adquirido, possuido e usado apenas por médicos, veterinarios na pratica
da medicina veterinaria, laboratérios clinicos e hospitais, e apenas para testes laboratoriais ou testes clinico in vitro que
nao envolvam administragao interna ou externa do material, ou a radiagao deste para seres humanos ou animais. A sua
recepgéo, aquisicdo, posse, uso e transferéncia estdo sujeitos aos regulamentos e a licenga geral da Comisséo
Reguladora Nuclear dos Estados Unidos do estado com o qual a Comissdo chegou a 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 em seguidas lavadas com detergente alcali ou
solucdo de descontaminacéo radiolégica. Qualquer vidro usado deve ser enxaguado completamente em agua
antes de lavar qualquer outro material de vidro do laboratdrio.
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 condigbes de
sua licenga especifica.
ATENGAO: O simbolo de radioactividade impresso na embalagem pode ser ligeiramente diferente do simbolo
impresso no roétulo da caixa e no roétulo 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 kit.

o oebd
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ESQUEMA DO TESTE

1- RECONSTITUA O SORO DE CONTROLO.
2 - IDENTIFIQUE OS TUBOS REVESTIDOS EM DUPLICADO.

3- DISTRIBUA OS REAGENTES DE ACORDO COM O ESQUEMA ABAIXO E AGITE A MISTURA DE INCUBAGAO:

TUBOS
CAL 0-6 AMOSTRAS
REAGENTES
CALIBRADORES 50 pL -
AMOSTRAS - 50 pL
MARCADOR 100 pL 100 pL

4 - INCUBE DURANTE:
. 90 MIN A TEMPERATURA AMBIENTE EM AGITAGAO (Procedimento A)
. 18-22 HORAS A TEMPERATURA AMBIENTE (Procedimento B).

5- ASPIRE A MISTURA DE INCUBAGAO E LAVE DUAS VEZES COM 2 mL DE TAMPAO DE LAVAGEM.

6 - MECA A RADIOACTIVIDADE DOS TUBOS.
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hGH IMMUNORADIOMETRIKUS ASSAY KESZLET
Eljaras human névekedési hormon (hGH)
kvantitativ meghatarozasahoz
human szérumbol vagy plazmabaol

Csak in vitro alkalmazasra

1. BEVEZETES

A human névekedési hormon (hGH) nagy mennyiségben szekretalddik a hipofizis. Gyermek és serdiil6 korban ez felel a
test novekedésért és egész életen keresztiil fontos metabolikus folyamatokra hat, oly médon, hogy a ndvekedést
serkentse. Bar ez a funkcié nem aktiv, de elengedhetetlen a felnétt élet soran is.

A hGH szintetizalasat a hipofizis eliilsé lebenyének alfa-sejtjei végzik. Egy szali, 191 aminosavat tartalmazé lanc,
21,500 dalton molekulatémeggel, mely két diszulfid kotést tartalmaz.

A hGH kildnbd6zd molekula formakban kering:Nagy-nagy GH, nagy GH és kicsi GH. A kicsi GH talalhaté meg
legnagyobb mennyiségben és talan ez az eredeti monomerikus forma, mivel a masik ketté polimerikus format mutat.

A hGH-nak nincs specifikus cél szévete, de receptorok talalhatéak a human maj sejteken és a keringd limfocitakon. A
hGH metabolikus hatasra két részre oszthaté: a) anti-inzulin kézvetlen hatas (lipolitikus és hiperglikémiat okozo); b)’
inzulin-like’ indirekt hatas (anti-lipollitikus és mitogenikus). Az utébbi hatas kdvetkezménye a test névekedése, amely a
hGH klasszikusnak nevezhet6 hatasa. Ezt a hatasat szomatomedineken keresztll fejti ki, melyek relativ kis
molekulatdmegi hormonok (7000 dalton), melyek kémiai szerkezete nagyon egyszeri, mint példaul a proinzulin.

Az utolso két utolsoként identifikalt szomatomedin egyike ’inzulin-like’ tulajdonsagu, a masik kézvetlenil segiti el6 a test
ndvekedését. Mas, kilonbozd polipeptid hormonok, szomatomedinek a keringésben hordozé fehérjékhez kotédnek,
amely megnéveli felezési idejliket, ezért ezek koncentracidja relativ stabilnak mondhaté.

2. MEGHATAROZAS ELVE

Az assay egy nem kompetitiv immunradiometrikus (IRMA) metodika, melynek alapjat bevonatos csdvek hasznalata
képezi és két egér monoklonalis antitestet hasznal, mely a hGH molekula kiilénb6zé epitdpjaihoz képes kotédni. A
monoklonalis hGH IgG a cs6 falanak bevonataban, a jeldlt monoklonalis hGH IgG a tracer-ben talalhaté

Az assay jellemz&je az egyszeri inkubacio, mely soran a kalibratorok, illetve mintak hGH tartalma a tracerhez és a
szilard fazishoz kotédik. Az inkubaciot kdvetéen a szilard fazishoz kotédott jeldlt antitestek mennyisége aranyos a
kalibratorokban, illetve mintakban Iévé hGH koncentracioval. Az inkubaciét kdvetéen a meg nem koétédott anyagok
leszivassal és mosassal kerilnek eltavolitasra.

3. AKESZLET TARTALMA

Bevonatos csévek 100
%|tracer 1 (iveg
hGH kalibratorok 7 lUveg
Kontroll szérum 1 Gveg
Mosé puffer 2 flakon
Csovek szama 100

TAROLAS: Kézhez vétel utan 2-8°C-on tarolandé. Tilos lefagyasztani. A felbontatlan készlet reagensei megfelel6 tarolas
mellett lejarati ideig eltarthaté. A készlet négy assay futtatasara alkalmas napkbézben szobahémérsékleten, éjszaka
2-8°C-on tarolva.

A reagensek lejarati id6 utan nem hasznalhatoak. A készlet kiils6 cimkéjén feltiintetett lejarati id6 a tracer lejarati
idejével egyezik meg. Valamennyi komponens lejarati ideje a megfelelé liveg cimkéjén van feltiintetve.

Az (iveg tartalmanak feloldasakor keriilje a habképzédést.
Klilénbdz6 sorozatokbdl szarmazé reagensek dsszekeverése tilos.

3.1. Bevonatos csovek

A bels6 felszinén valamennyi csé biotinilalt hGH IgG-vel (egér monoklonalis) van bevonva, mely kdzvetlenil képes
kapcsolddni egy hGH epitdophoz, mely eltér attdl, melyhez tracer-ben Iévé IgG kapcsolodik.

Hasznalat el6tt a felbontatlan dobozokban hozza szobahémérsékletre a bevonatos cséveket, hogy elkeriilie a
nedvességgel térténd kondenzaciot.

Zarja le a tokéletesen a fel nem hasznalt cs6veket a dobozban. Kiilbnb6z6 sorozatokbdl szarmazd bevonatos csévek
nem keverhetdek.
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3.2. "-tracer (piros): felhasznalasra kész

Az Gveg 11 mL '®| —tel jelolt hGH ellenes IgG antitestet (egér monoklonalis), BSA-t, 16 szérumot, egér IgG-t, foszfat
puffert, tartositot és semleges piros szinezéket tartalmaz.

Radioaktivitasa 333 kBq (9 uCi), vagy ennél kisebb a kalibracio idején.

3.3. hGH kalibratorok: felhasznalasra kész

Valamennyi tveg emelked6 mennyiségl, hGH tartalmi human szérumot, foszfat puffert és tartositét tartalmaz. A hGH
kalibratorok koncentracidja a kovetkez6: : 0 — 1.5 - 45 -9 - 24 - 60 - 150 plU/mL (0 - 05 -15-3 -8 - 20 -
50 ng/mL). A nulla kalibrator Gveg tartalma 3 mL; az 1-6 kalibratoroké 0.5 mL. A készlet kalibratorai felcserélhetéek
paciens mintakkal az in vitro diagnosztikai teszt reagenseinek és a gyartd altal el6irt felhasznalé utasitas
felhasznalaséaval.

A kalibratorok hitelesitése a 2-ik Nemzetkdzi Standard NIBSC 98/574, Rekombinans DNA-szarmazék hGH (1 ng =
3 ulU)-val tortént.

3.4. Kontroll szérum: liofilizalt reagens

Az Uveg hGH tartalmi human szérumot és tartositot tartalmaz. Minden egyes kontroll koncentraciétartomanya jelentésre
keriil az elemzési igazolason, és jelzi azokat a DiaSorin altal a kontrollértékek szamara megallapitott hatarértékeket,
amelyek megbizhat6 assay-futtatasok soran szerezheték meg.

Oldja fel az lveg tartalmat 1 mL desztillalt vizben. A kapott oldat 2-8°C-on tarolva 2 hétig, vagy kisebb részekre osztva,
fagyasztva (-20°C vagy az alatt) hosszabb ideig tarolhaté.

3.5. Moso6 puffer: reagens oldatban (10x)

Valamennyi flakon 50 mL 0.5% Triton X-100-at és s6-oldatot tartalmaz.

Oldja fel valamennyi flakon tartalmat 500 mL deionizalt vizben. A kapott oldat 2-8°C-on tarolva a készlet lejarati idejéig
stabil. A reagens a bevonatos csdvek mosasara szolgal.

4. SZUKSEGES ESZKOZOK ES ANYAGOK, MELYEKET A KESZLET NEM TARTALMAZ

- Desztillalt, vagy deionizalt viz.

- Uvegeszkdzok.

- Mikropipetta eldobhaté hegyekkel (50, 100, 1000 pL) (50 pL: pontossag = 3%, precizitas 2%; 100, 1000 pL:
pontossag + 2%, precizitas 1%).

- Teszt csé tartd.

- Vortex mixer.

- Horizontalis razé, mely alkalmas 300-350 rpm-en torténd mikodtetéshez.

- A moso puffer adagolasara és leszivasara alkalmas eszkdz, amely 2-3 mL kezelésére alkalmas ciklusonként a két
mosasi ciklusban.

- "% merésére alkalmas gamma szamlalo (szamlalo ablak beallitasa: 15-80 keV — szamlalo teljesitménye: 70% -
mérés ideje: 1 perc). Ha a szamlalo teljesitménye 60% alatt van, a mérési id6t 2 percre kell névelni.

5. MINTAVETEL ES ELOKESZITES

Mind human szérum, mind plazma hasznalhaté. A citrat-, EDTA-, Heparin antikoagulansokat tartalmazé mintakat
tesztelték és mérésre alkalmasnak talaltak. A vérvételnek aszeptikus koérlilmények kodzétt kell torténnie, elkerilve az
alvadast és a szérumot, amennyire lehet, el kell valasztani az alvadéktdl. A partikulumokat, turbid részeket, lipémiat,
vagy vorosveértest tormelékeket taralmazo részeket sziréssel, vagy centrifugalassal el kell tavolitani. Nagy mértéki
hemolizist, vagy lipémiat tartalmazé mintakat, valamint kivilrél mikrobiolégiai fertézésnek kitett mintakat tilos feldolgozni.
Amennyiben a mintak 24 6ran belll feldolgozasra keriiinek, azokat 2-8°C-on kell tartani, kulénben aliquotokra kell
osztani és ezeket fagyasztoban tarolni (-20°C, vagy az alatt.

Ha a minta fagyasztva volt, a felolvasztott mintat alaposan keverje 6ssze mérés elétt.

Kerilje az ismételt fagyasztas-olvasztast.

Ha a vart hGH szint magasabb 150 plU/mL (50 ng/mL) értéknél, a mintak a nulla kalibratorral kell meghigitani.
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6. MEGHATAROZAS FOLYAMATA

Hozza valamennyi reagenst szobahOmérsékletre (20-25°C) mérés el6tt. Végezze a méréseket duplikatumban.
A kalibratorokat minden futtatasnal le kell mérni. A kalibratorok és mintak kezelése és inkubacidja teljes mértékben
megegyezik.

Minden assay-ben leirt lépés betartandd és késedelem nélkul elvégzendd. A reagensek bemérését a lehetd
leggyorsabban el kell végezni (max. 30 perc). Tiszta, egyszer hasznalatos hegyet hasznaljon mind a kalibratorok, mind
a mintak beméréséhez.

- Areagenseket a bevonatos csovek aljara mérje be. Dolgozzon a kdvetkez6 terv alapjan:

csovek Kalibratorok s
Mintak
reagensek 0-6
Kalibratorok 50 puL -
Mintak - 50 pL
Tracer 100 uL 100 pL

- Keészitsen el6 két nem bevonatos total aktivitas kiszamitasara alkalmas csovet, melybe csak 100 pL tracer kerdl
bemeérésre, majd tegye félre a mérés megkezdéséig.
- Keverje 6ssze a csovek tartalmat Vortex-el és inkubalja az eljarasnak megfeleléen:
90 perc szobahdémérsékleten, folyamatos razatas mellett (300-350 rpm) (eljaras A)
1 éjszakan keresztil (18-22 6ra), szobah6mérsékleten (eljaras B)
- Alaposan szivja le az inkubalt elegyet, majd mossa kétszer 2 mL moso pufferrel.

Gyb6z8djén meg rbla, hogy a leszivé hegy érinti a csé aljat és valamennyi folyadék leszivasra keriilt. Az el nem
tavolitott oldat rontja a reprodukalhatésagot és hamis eredményhez vezethet. Nem szabad szinezéket latni a csében.
- Mérje a radioaktivitast a csévekben.

7. EREDMENYEK SZAMITASA

Szamitsa ki valamennyi csétipusra kapott atlagot. Szamolja ki a B/T hanyados értékét valamennyi kalibratorra és
ismeretlen mintara vonatkozoan a kdvetkezd képlet alapjan:

Kalibrator, vagy minta atlag belttésszama x 100

B/T% =
Totél csévek atlag beutésszama

Abrazolja log-log milliméterpapiron a kalbratorokhoz tartozé atlagos szazalékértéket az ordinata-(y) tengelyen a hozza
tartozé plU/mL, vagy ng/mL-ben megadott hGH koncentracié fiiggvényében (abszcissza, x- tengely). A kalibracios
gorbe meghatarozasra keriilt (Abra. 1). Valamennyi minta plU/mL, vagy ng/mL-ben kifejezett hGH koncentracidja
kozvetlenll leolvashato a kalibraciés gorbérél. Amennyiben a minta meg lett higitva, akkor az eredmény szamitasanal a
megfelel6 higitasi faktorral be kell szorozni a kapott értéket.
Szamitasi példa (eljaras A)
A kbvetkez6 adatok csak példaként szolgalnak és nem helyettesithetbek a felhasznalo altal mért adatokba.

Tipus cpm B/T%
Total aktivitas 112,199 100
Nulla kalibrator 23 0.02
1.5 plU/mL - 0.5 ng/mL 891 0.79
4.5 plU/mL - 1.5 ng/mL 2,861 2.55
9 plU/mL - 3 ng/mL 5,598 4.99
24 plu/mL - 8 ng/mL 13,308 11.86
60 plU/mL - 20 ng/mL 29,546 26.33
150 plU/mL - 50 ng/mL 59,715 53.22
Minta 3,636 3.24

A kalibracios gorbe interpolaciojabol a minta hGH koncentracioja 5.76 ulU/mL (1.92 ng/mL) .
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8. VART ERTEKEK

A hGH szekrécio nagyfoku variabilitast mutathat ugyanazon egyénben és kilénb6z6 személyek kozoétt; amint az
irodalom is beszamol réla az alap teszt is figyelembe veszi a diagnosztikus szignifikancia hatarokat és a hGH
eredmények kiértékelésének alapjat egy terhelési teszt képezi. Ne feledje el, hogy az alabb felsorolt alap referencia
értékek csak tajékoztatd jellegliek. Valamennyi laboratérium szamara ajanlott sajat referencia tartomany felallitasa.

Vizsgalt egyének hGH, ulU/mL hGH, ng/mL
Prepubertalis kor 0.0-4.0 0.0-1.3
Pubertalis age:  férfi 0.0-10.0 0.0-33
nd 0.0-30.0 0.0-10.0
Felnéttek: férfi 0.0-14.0 0.0-4.7
nék 0.0-32.0 0.0-10.7

9. SPECIFIKUS ANALITIKAI JELLEMZOK
9.1. Analitikai specificitas

Az analitikai specificitds az assay azon jellemzéje, hogy hitelesen képes a specifikus analit jelenlétét kimutatni a
potencidlis interferalé faktortényez6k (pl. antikoagulans, hemolizis, gyogyszeres kezelés hatasa), valamint
keresztreagalo analitek k6z6tt a minta matrix-bol.

Interferencia. Az ellenérzé mérés soran potencialis interferald anyagok és interferencia tényezok kertiltek vizsgalatra és
az assay-re nem mutatottak hatast az antikoagulansok (citrat, EDTA, heparin), hemolizis (200 mg/dL hemoglobin
koncentracidig), lipémia (500 mg/dL triglicerid koncentracioig), bilirubinémia (20 mg/dL bilirubin koncentracidig), vagy a
mintak egyszeri olvasztas-fagyasztasa.

Keresztreakciok. A készlet két kiilonb6zé monomer formajat tartalmazza a GH-nak (M.W. 20,000 és 22,000 dalton).

A specificitas vizsgalata elvégzésénél meghatarozott hGH koncentracid mellett vizsgaltdak potencidlisan nagy
koncentracioju interferald hormonok hatasat.

Hormon Koncentracio Meghatarozott hGH szint
hPRL 100 mIU/mL 3rd IS 84/500 3 plU/mL (1 ng/mL)
hCG 100 IU/mL 3rd IS 75/537 nem detektalhato
hTSH 1 1U/mL 2nd IRP 80/558 nem detektalhaté
hLH 2 |lU/mL 1st IRP 68/40 nem detektalhaté
hFSH 2 |U/mL 2nd IRP 78/549 nem detektalhaté
hCS 3 png/mL nem detektalhato
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9.2. Analitikai szenzitivitas

Az analitikai szenzitivitds a detektalas hataraként fejezhetd ki, mely nem mas mint a specifikus analit minimalis
mennyisége, amely az assay-val kimutathatd. A detektalas hatara 0.12 plU/mL (0.04 ng/mL) 95%-os konfidencia
értéknél. Ez az analit koncentracié kiszamithatd, mint a nulla kalibratortdl két standard devianciaval eltéré érték.

9.3. Precizitas

Kulénb6z6 minta pool-ok, kilénb6zé specifikus analit koncentraciéval keriiltek mérésre az assay ismételhetéségének és
reprodukalhatésaganak vizsgalatara (sorozaton bellli és sorozatok koz6tti variabilitas).

Ismételhetéség A B C
Meghatarozasok szama 10 10 10
Atlag (nIU/mL) 36.80 16.40 3.42
Standard deviancia 0.68 0.30 0.12
Variacios koefficiens (%) 1.9 1.9 3.9

Reprodukalhatosag A B C
Meghatarozasok szama 10 10 10
Atlag (ulU/mL) 34.28 15.82 4.02
Standard deviancia 0.86 0.58 0.16
Variacios koefficiens (%) 2.5 3.7 41

9.4. Megbizhatésag

Az assay megbizhatdséaga higitasi és visszanyerési teszttel ellendrizheté.

Higitasi teszt. Két magas hGH koncentracioju szérum kerllt mérésre nulla kalibratorral torténé sorozathigitast

kovetden.
Higitas Vart koncentracio, ulU/mL| Mért koncentracio, ulU/mL % Visszanyerés

higitatlan - 77.40 -
1:2 38.70 37.40 96.6
1:4 19.35 18.60 96.1
1:8 9.68 9.40 97.2
1:16 4.84 4.80 99.2
1:32 2.42 2.40 99.2

higitatlan - 44.40 -
1:2 22.20 23.00 103.6
1:4 11.10 10.80 97.3
1:8 5.55 5.40 97.3
1:16 2.78 2.80 100.9
1:32 1.39 1.40 100.9
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Visszanyerési teszt. Két hGH-t tartalmazd szérumkerllt mérésre miutan ndvekvé mennyiségd hGH kerdilt
hozzaadasra.

Hozzaadott koncentracio, Vart koncentracio, Mért koncentracio, % Visszanyerés
plU/mL plU/mL plU/mL
- - 33.40 -
50.00 81.74 78.80 96.4
25.00 56.74 54.40 95.9
12.50 44 .24 44.60 100.8
6.50 38.24 39.80 104.1
2.10 33.84 34.60 102.3
- - 13.00 -
50.00 62.36 62.50 100.2
25.00 37.36 38.40 102.8
12.50 24.86 25.00 100.6
6.50 18.86 19.20 101.9
2.10 14.46 14.60 101.0

9.5. High-dose hook effektus

Amennyiben az egy lépéses szendvics assay-vel extrém magas antigén koncentracioju minta kertl mérésre, a hook
effektus révén a valdsnal alacsonyabb koncentracié keriilhet meghatarozasra.

A medfelel6 eredmény meghatarozasadhoz a legnagyobb kalibratornal magasabb hGH szintd mintat a ,Nulla”
kalibratorral meg kell higitani és ujramérni. A kapott eredményt be kell szorozni a higitasi faktorral, hogy megkapjuk a
higitatlan minta értékét.

A készlet oly mddon lett dsszeallitva, hogy a 7.5 mlU/mL (2.50 pg/mL) hGH-hoz tartozé analitikai jel nagyobb, mint a
legnagyobb kalibratoré.

10. AMEGHATAROZAS KORLATAI

A diagnézis feldllitdsahoz nem elegendd egyetlen teszt eredménye, figyelembe kell venni a klinikai leleteket és mas
diagnosztikai vizsgalatokat a klinikai dontéshozatal soran.

A bakterialis kontaminacio, vagy a minta tébbszori olvasztas-fagyasztasa befolyasolja az eredményeket.

Szakképzet személyzet és az utasitasok teljes kor(i betartdsa sziikséges a megbizhaté eredmények eléréséhez.
Kulonosen fontos a pontos pipettazas és a tokéletes leszivas és mosas.

Nem reprodukalhaté eredmények eredhetnek a kdvetkez6 hibaforrasokbdl:

- az Uvegek kupakjainak 0sszecserélése

- ugyanazon hegy hasznalata kiillénb6z6 tivegekbdl, vagy mintakbol térténé beméréskor

- hosszan nyitva tartott livegek

- magas hémérsékletnek, vagy bakterialis kontaminacionak kitett reagensek, vagy mintak

- inkubaciot kdvetéen nem megfeleld a csdvek leszivasa és mosasa

- acsé peremének mintaval, vagy tracer-rel térténé beszennyezése

- agamma szamlalé nem megfelel6 kezelése

- nem azonos sorozatbdl szarmazé reagensek keverése.

11. FIGYELMEZTETESEK ES OVINTEZKEDESEK

A készlet néhany reagense sodium-azid-ot tartalmaz tartésitoként. A sodium-azid 6lom és réz tartalmu vizvezetékekkel
reakcioba Iépve robbanasveszélyes fém-azidokat képez, ezért a hulladékot bé vizzel eressze le a felszabaduld azidok
kitapadasanak megakadalyozasara (Council Directive 99/45/EC).

R 22 — Lenyelése karos.

R 31 — Savakkal kapcsolatba Iépve toxikus gazok szabadulnak fel.

S 28 — Bodrrel torténé érintkezését kdvetéen azonnal bé vizzel mossa le.

S 45 — Baleset, vagy rosszullét esetén azonnal forduljon orvoshoz .

Minden szérum és plazma donor egység, amelyet a készlet tartalmaz, ki lett vizsgalva és negativ eredményt adott
HBsAg-re, HCV antitestre és HIV 'z antitestre nézve. Bar az ellenérzés nagy pontossaggal torténik nem garantalhaté,
hogy valamennyi fert6zé tényezd kimutatasra kertl. A készlet tartalmaz olyan human eredetl anyagokat is amelyek nem
esnek tesztelés ald, a human eredetl anyagokat a potencialis infekciok figyelembevételével, megfeleld
elévigyazatossaggal kell kezelni.

54



12. BIZTONSAGI ELOIRASOK

13.

Tilos a laboratériumban enni, inni, dohanyozni és kozmetikai szereket hasznaini.

Tilos az oldatok szajjal torténd pipettazasa.

Az anyagokat potencialis infektoldgiai forrasként kell kezelni, megfeleld véd6ruhazat, példaul laboratoriumi képeny,
védészemiiveg, kesztyl segitségével kerllni kell velik a direkt kontaktust. Minden munkafolyamat végén alaposan
mosson kezet.

Kerlilje a kicsapodast és az aeroszol képz6édést. Valamennyi kildttyent reagenst 5%-0s Na-hipoklorittal mossa fel és
kezelje potencialis ferté6z6forrasként.

Az assay-ben hasznalt valamennyi mintat, bioldgiai reagenst és anyagokat potencialis infektologiai agensként kell
kezelni. Ezért ezeket az anyagokat a mindenkori szabalyoknak és iranyelveknek megfeleléen kell kezelni a
laboratérium illetékesek és az orszdgos szabalyok altal elSirtak szerint. Az egyszer hasznalatos anyagokat el kell
égetni, a folyékony hulladékot pedig dekontaminalni kell 5%-o0s végkoncentracioju Na-hipoklorittal legalabb fél oran
keresztll. Minden Gjrahasznalhaté targyat autoklavozni kell ,mindent el6l6” beallitassal (USP 24, 2000, p. 2143).
Minimum 1 6ra 121°C rendszerint elegendd, de a felhasznaldonak gondoskodnia kell a dekontaminalasi ciklus
hatékonysag ellenérzésérdl rutinban is hasznalt, érvényes bioldgiai indikatorral.

ALAPSZABALYOK RADIAKTIV ANYAGOK KEZELESERE

1-125 TARTALMU REAGENSEK

Ez a készlet olyan 1-125 tartalmu anyagokat tartalmaz, melyek radioaktivitdsa nem haladja meg a 8.85 uCi (328 kBq)
értéket. Helyes el6készités és megfeleld laboratériumi gyakorlat sziikséges az anyagok tarolasanal, kezelésénél és
a hulladékkezelésnél.
Egyetemes szabalyok radioizotopok kezeléséhez:
Ezeket a radioaktiv anyagokat csak orvosok, vagy allatorvosok szerezhetik be, birtokolhatjak és hasznalhatjak
human és allat gyogyaszatban, klinikai laboratériumokban, vagy kérhazakban kizardlag in vitro klinikai, vagy
laboratériumi tesztekben, melyek nem foglaljak magukban a human, illetve allati szervezet kiils6, vagy bels6
kezelését, arra iranyuld sugarzast. Ezen termékek beszerzése, birtoklasa, hasznalata, szallitasa a U.S. Nuclear
Regulatory Commission szabalyozasa ala esik.

1. Aradioaktiv anyagokat korilhatarolt, specialisan jeldlt teriileten kell tarolni.
A radioaktiv anyagokhoz csak arra jogosult személyek férhetnek.
Tilos a radioaktiv anyagok szajjal torténé pipettazasa.
A radioaktiv munkahoz kijeldlt tertleten enni és inni tilos.
A terlletet, ahova radioaktiv anyag |6ttyen ki, fel kell torélni, majd alkali detergenssel, vagy radioaktivitast

dekontaminal6 oldattal kell felmosni. Az livegedényeket alaposan ki kell obliteni vizzel miel6tt mas
laboratoriumi edénnyel egytutt kerlilne mosasra.

ok owp

A radioaktiv anyagok kezelésénél a kovetkezd specialis szabalyok érvényesek:

A radioaktiv anyagok kezelésének, hasznalatanak, szallitasanak és hulladékkezelésének szabalyozasa sajat
szabalyozas ala esik.

FIGYELMEZTETES: A csomagolason feltiintetett radioaktivitds némileg eltérhet a doboz és a tracer cimkéjén
feltintetett értéktdl. A dobozon és a tracer cimkéjén feltlintetett érték a csomag kalibracidjanak napjan aktualisan
mért értéket mutatja, mig a csomagolas leirasa a készlet teoretikus radioaktivitasat tartalmazza.
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A MERES SEMAJA
1- KONTROLL SZERUMOK FELOLDASA.

2- CSOVEK JELOLESE DUPLIKATUMBAN.

3 - REAGENSEK BEMERESE A KOVETKEZ®O SEMA SZERINT, MAJD AZ INKUBALANDO ELEGY KEVERESE.:

CSOVEK )
KAL 0-6 MINTAK
REAGENSEK
KALIBRATOROK 50 pl -
MINTAK - 50 ulL
TRACER 100 pL 100 pL

4- INKUBALAS: o o
90 PERC SZOBAHOMERSEKLETEN, RAZATASSAL (Eljaras A)
EGY EJSZAKAN AT SZOBAHOMERSEKLETEN (Eljaras B).

5- AZ INKUBACIOS ELEGY LESZIVASA, MAJD MOSASA KETSZER 2 ML MOSO PUFFERREL.

6- A CSOVEK RADIOAKTIVITASANAK MERESE.
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ZYZKEYAZIA ANOZOPAAIOMETPIKOY
MPOZAIOPIZMOY THX ANOPQMINHZ GH
Ailadikaoia TToooTIKOU TTPOCS10pICHOU TG
avlpwrivng augnTikng oppovng (avepwirivng GH) ot
Seiypara avBpwirivou opouU 1 TTAGoPATOg
Mévo yia xprion in vitro

1. EIZArQrH

H avBpwTmivn augnmiki opuodvn (avBpwtvn GH) cival n opudvn tmou ekkpivetTal amd Tnv uttdQUON o€ PeEYAAUTEPN
TTo0OTNTA ATTO OTToIAdATTOTE AAAN 0puodvn. Katd Tnv didpkeia TnG TTaidIKNG NAIKiag Kal aTnv e@npeia TTpodyel TV avgnon
TOU QVvOPWITTIVOU OWHaTOG Kal KaB' OAn tnv didpkeia TG {wng €mnpeddel TG O10dIKaoieg Tou PeTaBOAIGUOU,
oupBdaAlovTag otnv avamTugn. Aev Bewpeital, Tap' OAa auTtd, aTTapaiTnTn yIa TNV UyEia Katd TNV evAAIKn Cwr).

H oluvbeon 1ng avBpwivng GH yivetar amd ta KUTTOpa GA@a Tng TTPdobiag uttdguong. ATToTeAeiTal aTTd Pia povhn
aAugida 191 apIvogeikwy UTTOAEINPGTWY, popiakou Bdapoug 21.500 daltons, kai dUo d100UAPISIKOUG eTOUG.

H avBpwvn GH kukAhogopei pe didpopoug poplakoug TUTToug, TTou ovopdlovtal Big-Big GH, Big GH kai Little GH. H
litle GH kukAo@opei o€ peyaAuTepn TTOOOTNTA ATTO OAEG TIG AAAEG HOPPEG Kal, KOTA TTA0Q TTIBavVOTNTA, ATTOTEAEI TNV KAT'
€EOXNV HOVOUEPNG HOPPN, EVW O AAAEG BUO QaiVETOI TTWG Eival TTOAUMEPEIG HOPPEG.

H avBpwrivn GH dev d100€T€l £€va GUYKEKPIMEVO OPYavVO OTOXO, OUWG EXOUV avaKOAUPOEi uTTodoXEIG TNG OTA KUTTOPO
TOU avBpwTTIVOU ATTOTOG KOl O€ KUKAo@opoUueva Aep@okuttapa. O petaBoAikég emdpdoelg Tng avBpwtivng GH
XwpidovTtal, yevikd, oec OUO BaOIKEG KOTnyopieg: a) Aueon avTi-voouAiviki Opdaon (MITTOAUTIKA TTOU  TTPOKAAEI
utrepyAukaiyia), B) éupeon dpdaorn, TrTapouola he auTth TG IVOoUAivnG (avTINITTOAUTIKA Kal pIToyovog). H TeAeuTaia dpaon
Bonbd& otnv cwpatikh auvgénon, n otoia arroTeAei TNV KAaooikr dpdon TG avBpwtivng GH kal aokeitalr yéow Twv
OWHATOPEDIVWIV, OPHOVWYV OXETIKA XaunAoUu popiakol Bdapoug (M.B. 7.000 daltons) kai XnuiKAG dourg TTapduoIag Je
QauTr TNG TTPOIVOOUAIVNG.

TouAdyioTov dUo owuaTouediveg £xouv TaAuTOTTOINGEN, N Wia Pe 1I010TNTEG TTAPOMOIEG WE QUTEG TNG IVOOUAIVNG, N GAAN pe
o Aueon €UTTAOKN OTNV OWATIKA auénon. AvTiOeTa pe OAEG TIG AANEG TTOAUTTETTTIOIKEG OPHOVEG, OI CWHATOUEDIVEG
KUKAOQOPOUV KUPIWG TTPOCDEDEPEVEG OE UETAPEPOUTESG TTIPWTEIVEG, Ol OTTOIEG TTAPATEIVOUV TOV XPOVO NUICWNAG TOUG Kal,
KOTG OUVETTEIQ, OTABEPOTTOIOUV KOI TNV CUYKEVTPWOT] TOUG.

2. APXEZ THZ AIAAIKAZIAZ

O ouykekpiyévog TTPOGOIOPIoUOG gival pia pn aviaywvioTiK avooopadiopeTpikh péBodog (IRMA), n otroia Baaidetal
oTNV XPAon cwANVapiwy ETTIKOAUMUEVWY PE AVTICWHUATA KAl XPNOIKOTTOIEl SUO JOVOKAWVIKA QVTICWHATA TTOVTIKOU, TTOU
atreuBuvovTal o dUO dIOPOPETIKOUG ETTITOTTOUG OTO PbpIo TNG avBpwTivng GH. TiveTal mMKAAUYWN TWV TOIXWHATWY TOU
owAnvapiou pe povokAwvikd IgG évavt Tng avBpwtivng GH kai xpnoigoTtroigital emonuacuévo 1gG évavt Tng
avBpwTrivng GH wg 1xvnBETng.

Katd tnv didpkeia Tou TTPoodIopiouoU YiveTal uOvo Wia eTmwaan, katd Tnv otroia n avepwtrivnp GH 1Tou utrdpxel oToug
BaBuovounTég Kal Ta deiyyoTa EMTPETTEI OTOV IXVNOETN va TTpocdeBei oTnv aTeper) @don. MeTa Tnv £mwaaon, n TooéTNTA
TOU ETTIONUOCHEVOU AVTIOWMATOG TTOU €XEl OECUEUTEI OTTO TNV OTEPEN GAON €ival avaAoyn TnNg OUYKEVTPWONG TNG
avBpwtivng GH trou BpiokeTal oToug BabuovounTég A Ta deiypaTta. 10 TEAOG TNG ETTWACNG, TO U OECHEUPEVO UAIKO
agaipeital e avappoenaon Kai TTAUoN.

3. ANTIAPAZTHPIA MOY MEPIEXONTAI ZTHN ZYZKEYAZIA

EmkaAuppéva owAnvapia 100
Ixvneémng I 1 @IaAiSIO
BaBuovountég avBpwivng GH 7 @IaAidia
Opdg eAéyxou 1 @iaAidio
PuBuioTiké didAupa TAUoNg 2 ytrouk@Aia
Ap1Bu6G cwAnvapiwyv 100

Amobnkeuon: Kard tnv mapaAafn, n ouokeuvaaia mpémel va uAdooeral atoug 2- 8°C. Mnv karawuxere. MOAiS avoixtei n
ouokevaaoia, Ta avridpaaTipia apauévouv oTabepd uéxpl TNV nuepounvia Anéng, av n ocuokeuaoia QUAGoOETal CwoTd.
H ouokeuvaadia éxel oxediaarei yia tnv die€aywyn 4 osipwv LETPNONG, OTAV XPNOILOTTOIEITal KaTd TNV OIGPKEIa TNS NUEPAC
o€ Bepuokpacia dwuartiou Kai pUAGoaeTral Kard tnv SIGpKeIa TNS vUxTag aroug 2- 8°C.

Ta avridpaaripia Ocv TPETTEI va XpNaoiJoTToloUvTal LETA TV nuepounvia Anéng. H nuepounvia Anéng tng ouokeuaaiag
avaypdeeral otnv eEWTEPIKN ETIKETA Kal QVTIGTOIXE € TNV nuepounvia Anéng tou ixvnBém. H nuepounvia Anéng kabe
ouaTaTtikou avaypdeerai oTnv avrioToixn ETIKETQ TOU @iaAidiou.

Orav mpayuaromolsite avaoloTaon Tou TTEPIEXOLEVOU TwV @laAidiwy, avaueiéte ammaAd yia va ammouyere v dnuioupyia
agppod.

Aev TPETTEI va avakaTeUETe avTidpaoTrpia aro OIAPOPETIKES TTAPTIOES.
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3.1 EmkaAuppéva cwAnvdpia

H eowtepik em@dveia kdBe owAnvapiou eivar emkaAuppévn pe Blotivuhuwpévo IgG évavt tng avBpwtvng GH
(MOVOKAWVIKG avTicwpa TTOVTIKOU), TTou KOTeuBUveTal évavTl evodg €mMTOTIOU Tng avBpwivng GH, o otroiog eival
O1a@OPETIKOG aTTO auTdv, KATA TOU OTToiou eyeipeTal To IgG TTOU XPNOIUOTTOIEITAl YIO TOV IXVNOETN.

lpiv TNV xpnon Kai mpoToU avoiéeTe TNV oUOKeuaaia, EPTE Ta eMKaAUpuéva owAnvapia oe Bepuokpaacia dwyariou, yia
va amoQUYETE THV CUUTTUKVWON TN Uypaaoiag.

Jppayiote Kal TTAAI TNV CUCKeEUAoia 1ToU TTEPIEXEI Un Xpnoiuotroinuéva owAnvapla. Mnv avakareUere OIAPOPETIKES
TapPTIOES ETKAAUULEVWY CwAnvapiwy.

3.2 IxvnB8éTng I'*® (KOKKIVOG): avTISPAGTAPIO £TOIHO VIO XProN

To @ioAidio Tepiéxel 11mL 1gG évavT TnC avBpwmivng GH (HovokAwVIKG TTovTikoU), emonuacpévo pe 1'2°, BSA, opo
immmou, IgG TTOVTIKOU, PUBMIOTIKO JIGAUPO  QWOEOPIKWY, CUVTNENTIKA Kal dia adpavh KOKKIVR  XPWOTIKA.
H padievépyeia Tnv nuépa Tng Babpovounong eival 333 kBq (9 uCi) ) Aiyétepo.

3.3 BaBuovounTtég avBpwivng GH: avridpacTtipio £T0IUO yia XpAon

Ta @iaAidia TTepiéxouv augavopeveg ToodTnNTEG avBpwivng GH, avBpwivo opd, pubuIcTIKO dIGAUMA Kal GUVTNPNTIKA.
O1 ouykevipwoelg TG avBpwtivng GH éxouv wg €Ag: 0 - 1.5 - 45 -9 - 24 - 60 - 150 plU/mL (O - 0,5 -
1,5-3-8-20-50 ng/mL). To trepiexduevo Tou @iaAidiou Tou pndevikoU BaBpovounth €ival 3 mL. To TTePIEXOUEVO TWV
@lahidiwv Twv Babuovountwy 1-6 gival 0,5 mL. Or BaBuovountéS TNG ouoKeuaaiag EMIOEIKVUOUV TNV idia CUUTTEPIPOPA LIE
Ta Ociypara Twv acBevwy, OTav xpnoiuorroiouvral e Ta avridpaaThpia Kai ue v diadikacia xpnong autig mng in vitro
O1ayvwOTIKAS dOKIUAoiag, OTTwWS OUCTAVEI O KATAOKEUAOTHG.

O1 ouykevipwoelg Tou BaBuovounth €xouv opioTei pe Bdaon 1o 20 AigBvég Mpdtumro NIBSC 98/574, tmmapdywyo
avBpwivng GH mpogpyodpevo amrd avacuvduaouévo DNA (1 ng = 3 plU).

3.4 Opog eAéyxou: Auo@INIWPEVO avTIdPAOTHPIO

To @ioAidIo Trepiéxel avBpwTrivi GH, avBpwTrivo 0pd kal ouvTnenTiKd. To €UPOG TWV CUYKEVTPWOEWYV KABE EAEyOU
ava@EPETAI OTO TTICTOTTOINTIKG avaAucng Kai dgixvel Ta Opia TTou £xouv kaBopiaTei atrd Tnv DiaSorin yia TIEG EAEyXwWV
TTOU PTTOPOUV va eTITEUXB0UV 0€ agIOTNIOTOUG KUKAOUG £EETATEWV.

AvaouoTAoaTe TO TTEPIEXOUEVO Tou plaAidiou ye 1 mL atrooTayuévou vepou. ATToBnkeuoare To SIGAUPA TTOU TTPOKUTTTEI
aTtoug 2-8°C yia 800 £Bdouadeg f o€ kaTewuypéva KAaopata (-20°C A akoun xaunAdTtepn Bepuokpaaia) yia
TTaparteTapévn QUAagn.

3.5 PuBpioTiké didAupa TAUoNG: avridpacTipio o€ didAupa (10x)

Kd&Be ptroukdAi repiéxel 50 mL 0,5% Triton X-100 kai didAupa uaoioloyikoU opou.

ApaiwaoTe TO TTEPIEXOUEVO KGBE ptToukaAioU ota 500 mL pe agioviopévo vepd. To dIGAUPA TTOU TTPOKUTITEI TTAPAUEVEI
a1aBepd aToug 2-8°C péxpl TNV nuepounvia ANgng tng ouokeuaaiag. To avTidPaoTAPIO XPNCIUOTIOIEITAI yia TNV TTAUGN
TWV ETTIKOAUPPEVWY CWANVapiwy.

4. ATIAITOYMENOZ AAAA MH ZYMMNAPAAIAOMENOZ EZOMNAIZMOZ KAI YAIKA

- AtrooTayuévo Kal a@IoVIOUEVO VEPO.

- FudAiva okeun.

- MikpomiTréTeg e puyxog piag xpriong (50, 100, 1000 uL) (50 uL: moTtotnTa + 3%, akpiBeia 2%. 100, 1000 pL:
moToTNTA £ 2%, akpifeia 1%).

- 'Edpavo SOKINACTIKWY CWANVApiwy.

- Avapeiktng vortex.

- OpigovTIog avadeutApag (shaker) pe IkavoTnTa va emTUXEl TaxUTnTa avaueigng 300-350 rpm (TTPOAIPETIKOG).

- Juokeun yia diavopn Kal avappdenon Tou pubuioTikoU diaAUuatog TTAUONG, PE IKavoeTnTa atmédoong 2-3 mL avd
KUKAO TTAUGONG, yia 800 KUKAOUG TTAUONG.

- MeTpNTAS Yapa, KOTGAANAoC yia Tnv pétpnon 1'® (puBuion Tapabupou petpnTr: 15-80 keV - ammodoTIKATNTA
peTpnTA: 70% - xpovog péTpnong: 1 AemTd). EGv n amodomikdTnTa Tou HETPNTH €ival KdTw amd 60%, o Xpovog
METPNONG TTPETTEI VO TTOPOTEIVETOI OTA 2 AETTTA.

5. ZYAAOI'H KAI MPOETOIMAZIA TQN AEIFMATQN

MTtropei va xpnoipotroindei €ite avBpwtTivog opdg ite TTAGoPa. Ta avTITINKTIKG KITpik6, EDTA kai nmapivn, €xouv
eAeyxBei kal pTTopolv va xpnoipoTroinBolv aTov CUYKEKPIKMEVO TTpoadioploud. H aipoAnyia Trpétrel va yivetal Gontrra,
ME TTapakévTinon TNG QGAEBaAG, To aipa TTPETTEl va a@rivetal va TMEEl Kal 0 opog va dlaxwpifetal amd To TIyUa TO
ouvTouOTEPO duvaTtdv. Ta Beiyparta TToU TTEPIEXOUV OWMATIBIOKA UAn, TTou Trapouaialouv BoAepdTtnTa, AImaipia n
VEKPWHEVA £PUBPOKUTTOPA, PTTOPET va XpelddovTtal kaBapioud ue QIATPApIoUA 1) QUYOKEVTPNON TIPIV TNV diEaywyr NG
dokiyaoiag. Aev TTPETTEl va yivovTal doKIpaoieg 0€ eu@avwg aidoAupéva i Airaipikda deiypata, Kabwg kai o€ deiyuara
TTOU TTEPIEXOUV OWHATIBIOKA UAN A TTapouaiddouv epgavh pikpofiakh péAuvan. Edv o Tpoadiopiopdg AdRel xwpa eviog
24 wpwv a1md TNV ouAlloyr Twv delyudtwy, N QUAaER Toug uTTopei va yivetal otoug 2-8°C. Ze avtiBetn TTEPITITWON,
TPETTEl va yiveTal ETTIPEPIOUOG O KAdopaTta kal amoBrkeuon Twv Oelyudtwy otnv katdyugn (—20°C 1 xaunAdtepn
Beppokpaaia). Edv n amobrikeuon Twv delypdTwy yiveTal 0Tnv Katdyuén, Ta deiypata Ba TpéETTel va atToyuyBolv Kai va
avapelxBouv oAU TTpiv TNV dieaywyn TNG dokipyaaiag. ATTOQUYETE TOUG ETTAVEIANUPEVOUG KUKAOUG WUENG - aTToyuéng.
Eav ra avauevoueva emimeda tn¢ avBpwimivng GH eivar peyaAutepa améd 160 pulU/mL (60 ng/mL), 6a mpémer va yiverai
apaiwon Twv deIyudTwy ue Tov undeviko Babuovountn.
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6. AIAAIKAZIA TOY MPOZAIOPIZMOY

Mpiv TNV die€aywyr Tou Tpoadiopiopol, TIPETTEl va @EPETe OAa Ta avTIdpPaoTApIa o¢ Oepuokpacia dwuaTiou
(20-25°C). O rpoadioploudg TPETTEN va yivel TOUAdxIoTov €1 dITTAoUv. Mpétel va xpnaipoTrolodvTal ol BabuovounTég pe
KGBe oeipd deiypdtwy acBevwy. O1 Babuovountég Kal Ta deiypaTa TTPETTEI va £XOUV TOV iDI0 XpOVo eTTEEEpyaTiag Kai
emwaong. Ta atddia Tou TTPocdiopiouol TIPETTEl va dlegdyovTal OAa e TNV O€IpA TTOU OPICETAI KAl VA PNV UTTAPYXOUV
onUavTIKEG KaBuoTepAoelg PETAEU Toug. Ta avmidpacTApia TTPETTEl va dlavéuovtal 660 1o duvatdv ypnyopotepa (30
AeTTT@ TO pEyIoTo). Ma Tnv diavoun kGBe BaBuovounth f deiyyatog, TTPETTEI va XpnaolhoTToleiTal KABe @opd Kaivouplo
pUYX0G piag xpriong.

- EicdyeTe Ta avTIOPACTAPIO OTOV TTATO TWV EMKAAUMLEVWY OCwAnvapiwv. EvepynoTe ocUPQwVa PE To akOAoubo

oxnua:

ZwAnvdpia BaBuovountég .
AvTidpaaoTrpia 0-6 Actypara
Babuovountég 50 pL -
Aciypara - 50 L
Ixvneétng 100 pL 100 pL

- ETtoipdoTe dUo pn emkaAupguéva cwAnvapia ou Ba mepiExouv povo 100 pl ixvnBETn, yia Tov uTtoAoyIouo TNG
OUVOANIKAG SpaCoTIKATNTAG, KOI APACTE TA TNV GKPN, PEXPI va Yivel N YETPNON.

- Avapeigre 1o TTEpIEXOUEVO TWV CWANVapiwV pe PEIKTN Vortex Kal KAvTe Emwaon cUPQWVa PE TNV ETTIAEYPEVN
diadikaaoia:

= 90 AemrTd o€ Beppokpacia dwpariou, evw avakiveite ouvexwg (300-350 rpm) (Siadikaaia A)
= OAn Tnv vOxTa (18-22 wpeg) ot Bepuokpacia dwuariou (diadikacia B).

- AvOoppo@ROTE TTPOCEKTIKA TO MEIYMA TNG €TTwWacng Kal SEmAUvaTe dUo Qopég pe 2 mL pubpIoTIKO didAupa
mwAUoNG. BeLaiwbeite 611 TO pUYXOS TNS OUOKEUNS avappopnans ayyilel Tov maro tou emkaAupuévou owAnvapiou,
£101 WOTE va apaipebei 6Ao 10 uypd. Tuxdv aduvauia eTapkoUS apaipeans Tou SIaAUNATOS TTOU TTPOOKOAAGTal oTa
Tolywuara UTmopel va odnynoelr o€ xaunAn avamapaywyiuotnta kai avaAnén amoreAéouara. Asv mPETTEl va
TAPALEIVEI KAVEVA iXVOS KOKKIVNG XPWOTIKAG.

- MeTprioTe TNV padievépyela TwWV CwANvapiwv.

7. YOOAOTIZMOZ TQN ANMOTEAEZMATQN
YTrohoyioTe TIG uéoeg KaBapég PETPATEIS yia KABE opada ocwAnvapiwv. YTroAoyioTte Tov Adyo B/T yia kdBe Babuovountn
Kal dyvwaoTo deiypa wg eEAG:

Méon pétpnon Babuovountn A deiypatog

B/T% = x 100

Méan pérpnon ouvoAikhg BPaCTIKOTNTAG

>xedIdoTe TNV YPaQPIKA TTapdoTacn Twv log-log ouvteTayuévwy Tou €KaTOOTIAIOU PECOU OPOU TTOU UTTOAOYIOTNKE yIa
KGBe Babuovountn aTov dfova Twv TETAyPEVWY (Ggovag Y), o€ cuvdpTnon PE TNV CUYKEVTPWON TnG avBpwtivng GH,
Tou ekppaletal oe plU/mL 1 ng/mL, otov d&fova Twv TETPNUévwy (dfovag X). Emmuyxdavetal €101 n KAuTTUAN
Babuovounong (Eik.1). AlaBdoTe TNV ouykévipwaon Tng avBpwtrivng GH kdbe deiypatog, TTou ekppadetal o€ plu/mL i
ng/mL, kateuBeiav atod Tnv KauTTUuAn Babuovounong. Eav mpdkeital yia apaiwpévo deiypa, TTPETTEl va TTOANATTAaoIdoETe
TNV TIUA TNG Ouykévipwong Tng avBpwtivng GH T1rou TTpoépxetal amd 10 apaiwpévo deiyya Pe Tov Trapdyovta
apaiwong.

Napadelypa utroAoyiopou (diadikacia A)
Ta mapakdrw oroixeia mpémel va AauBavovrar urrown wg amAd mapddelyua Kai va unv xenaoiuorrolouvral avri Twv
oroixeiwv mou d1abétel 0 xpHoTng.

Meplypaen cpm B/T%
2UVOAIKN) SpaaTIKOTNTO 112.199 100
Mndevikdg BaBuovounTtig 23 0,02
1,5 plu/mL - 0,5 ng/mL 891 0,79
4,5 plu/mL - 1,5 ng/mL 2.861 2,55
9 plU/mL - 3 ng/mL 5.598 4,99
24 plU/mL - 8 ng/mL 13.308 11,86
60 plU/mL - 20 ng/mL 29.546 26,33
150 plU/mL - 50 ng/mL 59.715 53,22
Agiyya 3.636 3,24
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Me ypapuiky TTopeyBoAl amd Tnv KapmUAn PBabuovéunong, Bpiokoupe o1 TOo deiypa TepiExel 5,76 plU/mL
(1,92 ng/mL) avBpwTmivng GH.
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8. ANAMENOMENEZ TIMEZ

Aedopévou 6T n €kkpion TnG avBpwivng GH dev gival TTavTtoTe n idia, oUTe GTO 010 ATOUO OUTE PETAEU DIOPOPETIKWV
arépwy, OTTwg avoeépetal otnv BIBAIoypagia, n Baoikr dokipacia Bewpeital peiwpévng dlayvwOoTIKAG agiag Kal
TTPOTIYOUVTAI Ol EKTINATEIG TTOU BacifovTal aTnv atTdvinon Tng avBpwvng GH o€ dokipacieg TTpokANonG.

Map' 6Aa autd, mpémel va Aapfdverar utmdywn OTI o1 TIHEG avagopds Tng PBacikng dokipaciag, TTou ava@épovTal
TapakdTw, gival kabapd evoelkTikEG. KABe epyaaTrplo TTpETmel va kabopioel TG OIkEG Tou YeBABOUG EKTIUNONG Kal TO
€UPOG avaPopdg.

ATtoua avBpwvn GH, plU/mL avBpwmivn GH, ng/mL
MpoepnPikn nAikia 0,0-4,0 0,0-1,3
E@nBikA nAikia:  Avtpeg 0,0-10,0 0,0-3,3

Fuvaikeg 0,0-30,0 0,0-10,0
EvAAikeg: AvTpeg 0,0-14,0 0,0-4,7

[uvaikeg 0,0-32,0 0,0-10,7

9. EIAIKA XAPAKTHPIZTIKA AMOAOZHZ

9.1 Q¢ avoAuTikf €€eidikeuon opietal n 1IKAvOTNTA TOUu TTPOCdIopICPOU va evToTTifel PE AKPIBEIa pia OUYKEKPIYEVN
avaAudpuevn ouadia, UTTG TNV TTAPOUCIa TTAPAYOVTWY TTOU EVOEXOUEVWG TTAPEUBAAAOVTAI OTO OTPWUA TOU dEiyPaTOG (TT.X-
avTITINKTIKG, aipdAucn, atroteAéopara emegepyaaiag deiyuaTog) f avaAudueveg ouaieg TTou TTpokaAoUv diacTaupoUpevn
avTidpaan.

MapepBoAn). EAeyxOpeveg PEAETEG OUCIWV A OUVONKWY TTOU €vOEXOMEVWG va TTapePPAAAOVTOI OTO OTTOTEAECUATO
€d€1Eav OTI N amédoon Tou TTPoadIopIoUoU dev eTTNPEAZETAI ATTO TNV TTAPOUCia avTITTNKTIKWY (KITpikd, EDTA, nmapivn),
aigoAuong (péxpr 200 mg/dL aipoo@aipivn), Aimraiyiag (ué€xpr 500 mg/dL TpiyAukepidia), xoAepuBpivaipiag (UEXP!
20 mg/dL xoAepuBpivn).
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AlaoTaupoupeveg avTidpdoelg. H ouykekpiyévn aeipd avTidpaoTnpiwv avayvwpidel Tig OU0 OIAPOPETIKEG OVOUEPEIG
pop@ég Tng avBpwivng GH (M.B. 20.000 kai 22.000 daltons).

H e€eidikeuon uttoloyioTnke wg N €UPavAg ouykévipwon Tng avBpwtivng GH TTou Traipvoupe ammé Tig OOKIYACIEG
MEYAAWY GUYKEVTPWOEWYV SUVNTIKA TTAPEURAAAOUEVWWV OPUOVIDV.

Opuodvn ZUYKEVTPWON Epgavn emireda avBpwrivng GH
hPRL 100 mIU/mL 3° IS 84/500 3,4 plU/mL (1 ng/mL)

hCG 100 IU/mL 3° IS 75/537 un avixveloiun

hTSH 1 1U/mL 2° IRP 80/558 un avixveuoiun

hLH 2 1U/mL 1° IRP 68/40 un avixveloiun

hFSH 2 IU/mL 2° IRP 78/549 un avixveuoiun

hCS 3 pg/mL un avixveloiun

9.2 AvaAuTikA guaiocBnoia

H avaAuTiki euaioBnoia ptropei va oploTei Kal autrp wg To OpIo avixveuong, OnAadr To €AAXIOTO TTOOO MIOG
OUYKEKPIYEVNG aVOAUOUEVNG OUCIaG TIOU WTTOPEl va  avixveuoel o TIpoadlopiopog. To Oplo  avixveuong eival
0,12 plU/mL (0,04 ng/mL) ot 6pio eumoToolvng 95%. To 6pio autd UTTOAOYIOTNKE WG N EUPAVAG CUYKEVTPWON
avaAuodpevng ouaiag Trou diakpiveral atrd pndeviko Babuovountr, dnAadr) dU0 TUTTIKEG OTTOKAIOEIG Avw TOU PNdEVOG.

9.3 AkpiBeia
Alo@opeTIKG peiypaTa SelypdTwy, TTOU TTEPIEXOUV Wi CUYKEKPIPEVN QVOAUOUEVN OUTia O€ DIOPOPETIKEG TUYKEVTPWOEIG,
uttoBARBnNKav og  TTPOCDIOPIOUO, YIO TOV OPIOUO TNG €MAVAANWIMOTNTOG KOl TNG  QVOTTApAywyluéTnTag TOU

TTPOCdIOPIoUOU (TT.X. dlaKUPAVON EVTOG Kal JETAEU TWV TTPOCDIOPICHUWV).

EmavaAnyipgétnta A B r

ApIBUGG TTPOCdIoPITUWV 10 10 10
Méon Tiun (MIU/mL) 36,80 16,40 3,42
Tutikr amékAion 0,68 0,30 0,12
>uvTeAeoThg diaklpavong (%) 1,9 1,9 3,9

Avatrapaywyigotnta A B r

Ap1Bu6¢ TTpoadiopiouwy 10 10 10
Méon Tiun (uIU/mL) 34,28 15,82 4,02
TutmkA amékAion 0,86 0,58 0,16
>uvteAeaTig dlakupavong (%) 2,5 3,7 41

9.4 MoTéTNTA

H moTétnTa Tou TTPOadIoPIoUOU EAEYXONKE Pe BOKIPA apaiwong Kal SOKIYF avakTnong.

Aoxkipn apaiwong. ‘Eyive éAeyxog 800 opwv Pe uwnAr ouykévipwon o€ avBpwrivn GH katéTmv apaiwong Katd ogipd
ME uNdevVIKG BabuovounTn.

Apaiwon Avapavc’)pamrb ;)'nl;IJEKéVprOn, MSTpoUpa\L/jli]UirL;yLKéVprcr], % Avérnon
KaBapn - 77,40 -
1:2 38,70 37,40 96,6
1:4 19,35 18,60 96,1
1:8 9,68 9,40 97,2
1:16 4,84 4,80 99,2
1:32 2,42 2,40 99,2
KaBapn - 44,40 -
1:2 22,20 23,00 103,6
1:4 11,10 10,80 97,3
1:8 5,55 5,40 97,3
1:16 2,78 2,80 100,9
1:32 1,39 1,40 100,9
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Aokipn avdakTnong. Eyive éAeyxog 800 opwv TTou Trepigixav avBpwivn GH, wg gixav kai KaToTv avapeigng Ye
au&avoueveg ToodTNTEG avBpwivng GH.

MpoaTIBEPEVN CUYKEVTPW) Avqpsvéusvn MsTpoOpsvn % AVKTNON
on, plu/mL ouykévipwon, plU/mL | ouykévipwon, plu/mL
- - 33,40 -
50,00 81,74 78,80 96,4
25,00 56,74 54,40 95,9
12,50 44,24 44,60 100,8
6,50 38,24 39,80 104,1
2,10 33,84 34,60 102,3
- - 13,00 -
50,00 62,36 62,50 100,2
25,00 37,36 38,40 102,8
12,50 24,86 25,00 100,6
6,50 18,86 19,20 101,9
2,10 14,46 14,60 101,0

9.5 High-dose hook effect

Ortav deiypata pe 1I01AITEPA UPNAEG CUYKEVTPWOEIG avTiyovwy uttoBaAlovTal ae dokiyaoia pe péBodo advrouirs evog
atadiou, T0 @aivéuevo Tou gival yvwoTtd wg "high-dose hook effect” pmropei va piunbei ouykevipwaoelg, TTou gival
XaunNAOTEPEG ammd TIg TrpayuaTikéG. MNa va yivel owoTr TToooTIKoTToinon, Ta Ociyyata oTa oTroia Ta emimeda Tng
avBpwrivng GH eival peyaAltepa atrdé Tov avwTaTo BabuovounTh TTPETTEl va apalwvovTal e PNOEVIKO BabuovounTn Kai
va emavahaupaveral n dokipacia. Katotmv Ta ammoteAéopata TPETTEl va TTOAAQTTAaCIGdovTal JE TO TTOO0CTO apaiwong,
yla va TTAPOUNE Ta ETTITTEDA TWV KABAPWY JEIYUATWY.

H ouokeuaoia €xel oxedlaoTei €101 woTe ol d6oelg péxpl Ta 7,5 plu/mL (2,50 pg/mL) avBpwtmivng GH va tmapdyouv
QAVAAUTIKO Ofjpa TTavw atré Tov avwTaTto BaduovounTh.

10. MEPIOPIZMOI THZ AIAAIKAZIAZ

H didyvwon dev mpémmel va yivetal pe Bdon Ta amoteAéopota piag kair povadikrg Ookiyaoiag, aAAd Ba TTpérel va
TEKUNPIWVETaI aTTd Ta KAIVIKA euprjipaTta Kol AAAeG diayvwoTikEG dladikaaieg Kal va uvOUAdeTal e TNV Kpion Tou yioTpou.

Ta amoteAéopata Tou TIPOOdIopICUOU PTTOpEl va e€TnpPeddovTal ammd TuXOV HIKPORIoK pOAuvon 1 amd Toug
emavalapBavouevoug KUKAoUG wigng-améywugng Twv SelyuaTwy.

H emde€idTNTa OTNV XPAON TNG TEXVIKAG, KABWG Kal N TTOTA CUPKOP@WON WE TIG odnyieg XpRong €ival atmopaiTnTES yia
TNV OTOKTNON aIoToTWwyY oTToTeAeoudTwy. Id1aitepa, n okpIBAS avappdenaon, HE R Xwpig TITTETA, Kal n TAUON
BewpouvTal BacIkAG onuaciag.

MTropei va TTpokUwouv atroTeAéopaTa TTou Oev avatrapdyovTal aITiag HEBOBOAOYIKWY TTApayOVTwWY, OTTWG:

- avtaAAayr OTIG KAWOUAES TwV @IaAIdiwy PETAEU TOUG

- XPAON Tou idiou pUyxoug yia TIG aVOAAWEIG ATt BIAPOPETIKA QIaAiIdIa A TNV diavour] SIaQOPETIKWY OeIYUATWY

- @IaAidIa TTOU £XOUV TTOPAUEIVEI AVOIXTA yIa HEYAAO XPOVIKO dIACTNHO

- €kBean TwV avTIOPACTNPIWY ) TWV BEIYUATWY Ot EEAIPETIKA UWPNAT BepudTNTA | O€ I0XUPEG TTNYEG MIKPOPIakr HOAuvong
- OVETTOPKAG avappo®nan TOU PEIYHOTOG ETTWACNG Kal TTAUGT TWV CWANVapiwyv

- MOAuvon Tou xeiAoug Twv oCwAnvapiwy atmo Tov IxvneETn i Ta deiypata

- Tuxaieg SIaKUUAVOEIG ) AVETTAPKAG CUVTAPNON TOU YETPNTH Y-OKTIVOBOAIag

- XpAon avmidpaocTnpiwv atrd SIAPOPETIKEG TTAPTIOEG.

11. MPOEIAOMNOIHZEIZ KAl METPA MPO®YAA=HZ

Ta cuoTatikd TTou XpnaoiyoTrololvTal oTIg dOKIPAadieg TrEpIEXouV adidlo Tou vaTpiou wg ouvinpnTiké. ETreidn To adidio Tou
vaTtpiou pTTopEi va dnuioupynoel ekpnkTIKG alidlo JoAUBOou R XaAkoUu oTa udpauAikd, cuvioTatal oI CWAAVES TNG
atmoxéteuong va EETTAEvovTal PE PeYAAn TToooTNTA VEPOU HETA TNV ammoppiyn OIGAUPATWY TTou TTEPIEXOUV alidlo Tou
varpiou (Odnyia Tou ZupBouhiou 99/45/EC).

R22 - EmBAaBég kard Tnv kardmoon.

R 31 - H emaen pe o&éa atmeAeuBepuivel TOEIKA agpia.
S28 - Metd nVv emma@n pe 10 OEppa, EETTAUVOTE AUECTWGS PE APOOVO VEPOD.
S45 - Xe mePITTWON ATUXAUOTOG 1 €av aloBavBeite adiabeaia, {NTACTE ApEéowg I0TPIKF CUPBOUAR (€dv gival duvaToy,

OcigTe TNV ETIKETA).
'OAgg o1 povadeg opoU A TTAAOPATOG TTOU XPNOIPOTIOINBNKAV yia TNV TTOpaywyn TwV GUCTATIKWY TNG CUCKEUATIAG €XOUV
uttoBANBei o€ éAeyxo yia Tnv TTapoucia HBsAg, avt-HCV, avti-HIV-1/2 ka1 Bpébnke 611 dev avTidpouv. Emeidr, dpwg,
Kapia péBodog Oev dlaoc@aAilel TTANPwWG Tnv atroudia Traboydvwy Trapaydviwy, 6Aa Ta Oeiypata avBpwrivng
TTpoéAeuong TIPETTEl va BewpolvTal v OUVAUEI HOAUCUATIKA Kal, WG €K TOUTOU, O XEIPIOPOG TOUG VO YiveTal PE TNV
avaAoyn TTPocoxH).
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12. IPO®YAAZEIZ AZOAAEIAZ

Mnv KaTTvideTe, NV TTVETE, PNV TPWTE KAl PNV XPNOIUOTIOIEITE KOAAUVTIKG OTO £pyacTriplo 61Tou dieEdyovTal ol
TTPOCdIOPITHOI.

Mnv avappo@dre Pe To OTOUA.

ATTOQUYETE TNV AUEDN ETTAPA YE OAQ T €V dUVANEI HOAUGUATIKA UAIKG Kal XPNOIKOTTOIEITE TTPOCTATEUTIKN £€vOuan,
OTTWG EPYOOTNPIAKEG TTOBIEG, TTPOCTATEUTIKG YUONIA Kal yavTia piag xpriong. MNMAUveTe pe peydAn Trpoooyr Ta xépia
oag Petd 10 TTEPAgG KABe TTpoodiopiouou.

ATtro@uyeTe TNV dIdxuon oTayovwy A TNV dnpioupyia agpoAUUOTOG OTO XWPOo. Tuxdv dlappoég atrd Ta avTidpacThpIa
TpETTEl va EeTTAévovTal Pe SIdAupa uTToxAwpIwdoug vaTpiou 5% Kal va atroppiTrTovTal wg v OUVAUEI JOAUCUOTIKEG.
OAa T1a deiyyaTta, Ta BloAoyikd avTidpaoTApIa Kal Ta UAIKG TToU XPnoIKoTroloUvTal OTov TTPOCOIoPIoUO TTPETTEl va
BewpouvTal ev duvApel JOAUOUOTIKG. Oa TTPETTEI CUVETTWG N O1ABECT| KI aTTOPPIYPR TOUG VA YIVETOI GUNPWVA UE TOUG
1I0XUOVTEG KAVOVEG Kal TIG TIPOdIAYPAPEG TWV POPEWV TTOU €ival appodiol yia TO €pyacTrpio, KaBwg Kal Pe Tnv
vopoBeoia Tng kaBe Xwpag. Ta UAIKA piag xpriong TTPETTEI va OTTOTE@PWVOVTAl. Ta uypd atmoBAnTa TTPETTEl va
atroAupaivovTal he dIGAUPa UTTOXAWPIWBOUG vaTpiou TENIKAG ouykévTpwaong 5% yia pior wpa TouAdyiotov. Oca
UAIKG TTPOKEITAI Va ETTAVAXPNOIPOTTOINBOUV TTPETTEI VO aTTOOTEIPWVOVTAl € autdkauoTo (uéBodog overkill) (USP
24, 2000, p. 2143). Emmapkng Bewpeital n amooTeipwan Tou yivetal otoug 121°C yia pia wpa Touldyiatov. QaTdoo,
Ol XPNOTEG TTPETTEI VA €AEYXOUV TNV QTTOTEAECUATIKOTNTA TOU OTTOAUMAVTIKOU KUKAOU, O&loAoywvTag apyik@ tnv
ETTAPKEIO TOU Kal KAVOVTAG TOKTIKA XPron BIOAOYIKWV EIKTWV.

13. BAZIKOI KANONEZ PAAIOAOIIKHZ AZ®AAEIAZ

AvTiIdpaoTipia TTou TTEPIEXOUV 1WdI10 125
To kIT auTd TrepiExel padievepyd UAIKS To otroio dev uttepPaivel Ta 8,85 uCi (328 kBq) og 1wdio 125. Katd tn UAagn,
TO XEIPIOPO Kal Tn d1GBeon Tou UAIKOU auToU, Ba TTPETTEI va XPNOIMOTTOIoUVTal KATAAANAEG TTPOPUAGEEIS Kal KAAEG
EPYOOTNPIAKES TTPAKTIKEG.
Mpog 1atpolg 1 1Idpupara Tou TTapaAauBavouv padioioOTOTIa KATW ATTé YEVIKN GdEIa:
To mapov padievepyd UNIKO utTopei va AngBei, va aTTokTnOEi, va KaTEXETAI KAl va XPNCIMOTIoIEiTal pévo atrd 1aTpoug,
KTnvioTpoug TTou €EaoKOUV KTNVIOTPIKA 1aTPIKA, KAIVIKG €pyooTApIa | VOOOKOMEIQ Kal POVO Yia KAIVIKEG 1
EPYOOTNPIaKEG DOKIYEG in vitro TTou dev TrepIAAPPBAVOUV TNV €0WTEPIKN A EWTEPIKN xoprAynon Tou UAIkoU, A NG
akTivoBoAiag autou, oe avBpwtroug kal {wa. H tmapaAafr), n ammokTnon, n Katoxr, N XPAon Kai n peTapopd
UTTOKEIVTOI OTOUG KAVOVIOUOUG Kal Tn yevikr ddeia tng PubuioTikig EmTpotmg Mupnvikwv Twv H.M.A. (NRC) 1ng
TTONITEIQG OTNV OTTOIa N ETTITPOTTA £XEI CUVAWEI CUPPWVIa yia TNV doknon KaBnkovTwy apuédiag apxng.

1. H @UAagn Tou padievepyou UAIKOU Ba TTPETTEN va TTEPIOPIOTET O€ EIDIKA ETTICNUOATHEVO XWPO.
H mpéoBaon o€ padievepyd UNIKA TTPETTEI va TTEPIOPITTET POVO O€ €0UTIODOTNHEVO TTPOCWTTIKO.
Mn XpnOIYOTTOIEITE TTITTETA YE TO OTOPA G€ padievepyd dIAAUNATA.
Mnv TPpWTE 1 TTIVETE EVTOG TWV XWPWV EPYATIAg TTOU €XOUV ETTIONKAVOE WG padievePYOi.

O1 TTepIOYEG, OTTOU EVOEXOUEVWG EXOUV TTPOKANBET EKXUOEIG, Ba TTPETTEI VA GKOUTTIOTOUV KAl KATOTTIV VA
TTAUBOUV Pe OAKOAIKO aTToppUTTAVTIKS 1 PadIOAOYIKO aTTOAUPAVTIKS SIGAUpa. Tuxov uGAiva okeln TTou
XpPNoiuoTToINBnKav TTPETTEl va EKTTAUBOUV KOAG e vepd TTpIv atrd TNV TTAUON GAAWVY EPYaOTNPIaKWY
UGAIVWV OKEUWV.

Mpog 1aTpoug f 1IdpupaTa TTou TTapaAapBdavouv padioiocdToTTa KATW aTTo €10IKA Adeia:

H mapaAaBn, n xpron, n HETa@opd Kail n dIGdBeon Twv PAdIEVEPYWV UANIKWV UTTOKEIVTOI OTOUG KAVOVIGHOUG KAl TIG
ouvOnkeg TNG €10IKNG AdeIGg oag.

MPOZOXH: H padievépyeia TTou avaypa@eTal 0To EVOETO CUOKEUOTIOG UTTOPET va DIagEPEl EAAPPWG OTTO TN
padIEvEPYEIQ TTOU QVOYPAPETAl OTNV ETIKETO CUOKEUOTIAg ) aTnv €TIKETA @laAidiou 1xvnBETn. H eTIkéTa ouokeuaaoiag
Kal n eTIKETA @IaAIBIOU 1XvNBETN UTTOOEIKVUOUV TNV TIPAYUATIKF TTOGOTNTA PABIEVEPYEIAG KATA TNV NUEPONVIa
BaBuovounang, evw 1o évBeTOo CUCKeuaaiag UTTOdEIKVUEI TN BewpnTIKA PadIEVEPYEIQ TOU KIT.

o ke
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IXHMA NMPOZAIOPIZMOY
1- ANAXYZTHZATE TON OPO EAETXOY.

2 - ZHMEIQXTE TA ENIKAAYMMENA ZOAHNAPIA EIZ AINMAOYN.

3 - AIANEIMETE TA ANTIAPAZTHPIA ZYM®QNA ME TO NMAPAKATQ ZXHMA KAl ANAMEIZATE TO MEITMA
EMNQAZHE:

YOAHNAPIA
BAOG 0-6 AEIFTMATA
ANTIAPAZTHPIA
BAOMONOMHTEX 50 pL -
AEIFTMATA - 50 pL
IXNHOETHZ 100 pL 100 pL

4 - MIPATMATOINOIHZTE EMNQAZHTIA :
- 90 AEMNTA ZE OEPMOKPAZIA AQOMATIOY ENQ ANAKINEITE (Aiadikaoia A)
- OANOKAHPH THN NYXTA XE OEPMOKPAZIA AQMATIOY (Aiadikaaia B).

5 - ANAPPOO®HZTE TO MEIFMA EMQAXHZ KAI ZEMAYNETE AYO ®OPEX ME 2 pL PYOMIZTIKO AIAAYMA
MAYZHZ.

6 - METPHXTE THN PAAIENEPTEIA TQON ZOAHNAPION.
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