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hGH-EASIA

INTENDED USE

Immunoenzymetric assay for the in vitro quantitative measurement of human Growth Hormone (hGH)
in serum and plasma.

GENERAL INFORMATION
Proprietary name : DIAsource hGH-EASIA Kit
Catalogue number : KAP1081 : 96 tests

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

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

CLINICAL BACKGROUND

Biological activities

hGH is a polypeptide hormone (molecular weight 21,500 Da) produced by the acidophil cells of the anterior
pituitary under the control of two main substances from the median eminence : Growth-hormone Releasing
Factor (GRF) and an inhibitory agent, somatostatin. Dopaminergic, adrenergic and serotoninergic
neuroendocrine pathways also play an important role in the control of hGH secretion. Excitatory stimuli of
hGH secretion include hypoglycemia, exercise, fasting, meals with a high protein content, deep sleep, stress,
glucagon, L Dopa, amino acids, etc. Inhibitory stimuli include glucose, cortisol, hGH and free fatty acids.
Because of its short plasma half life (25 minutes) and of the frequent excitatory or inhibitory stimuli, hGH
displays frequent and large variations of concentration in serum.

One of the main physiological functions of hGH is to act on the liver and other tissues to produce
somatomedins, which in turn induce growth by direct action on target tissues. In contrast to hGH, the
concentration of somatomedins in serum is kept stable by virtue of being largely bound to circulating plasma
proteins.

Clinical application

Growth retardation

hGH hyposecretion is one of the various causes of small stature in children. Serum hGH measurement with
a highly sensitive assay, especially following a provocative stimulus (absence of response), is an important
way to establish this diagnosis because this group of patients can be treated by administration of hGH.
Hypopituitarism

Serum hGH measurement is also an index of pituitary function when hypopituitarism (either idiopathic or
due to tumour and surgery) is suspected.

Gigantism and acromegaly

Serum hGH measurement, especially following a provocative inhibitory test (absence of response), is an
important way to establish the diagnosis of hGH hypersecretion due to acidophilic pituitary tumour. This
results in gigantism in children and acromegaly in adults. Both of these disorders may be treated by surgery
or radiation.



IV.  PRINCIPLES OF THE METHOD

The DIAsource HGH-EASIA is a solid phase Enzyme Amplified Sensitivity
Immunoassay performed on a microtiterplate. ~ Calibrators and samples react
with the capture monoclonal antibody (MAb 1) coated on microtiter well and with
a monoclonal antibody (MAb 2) labelled with horseradish peroxidase (HRP).
After an incubation period allowing the formation of a sandwich: coated MAb 1 —
hGH — MADb 2 — HRP, the microtiterplate is washed to remove unbound enzyme
labelled antibody. Bound enzyme-labelled antibody is measured through a
chromogenic reaction. The Chromogenic Solution (TMB — H;0,) is added and
incubated. The reaction is stopped with the addition of Stop Solution and the
microtiterplate is then read at the appropriate wavelength.  The amount of
substrate turnover is determined colourimetrically by measuring the absorbance,
which is proportional to the hGH concentration.

A calibration curve is plotted and hGH concentration in samples is determined by
interpolation from the calibration curve.

V. REAGENTS PROVIDED

Reagents 96 tests Color Reconstitution
Kit Code
Breakable microtiterplate 96 wells blue Ready to use
with 96 anti hGH

(monoclonal antibodies)
coated wells

Ab HRP CONC 1 vial yellow | Dilute 40X with

0,2 ml conjugate buffer

Conjugate: HRP labelled anti-hGH
(monoclonal antibodies) in
stabilizing buffer

Ready to use

CONJ BUF 1 vial red

Conjugate buffer: TRIS-HCI 6mi
buffer with bovine serum albumin
and thymol
CAL n 1 vial yellow | Add 2.0 ml distilled
lyophilized water
Zero calibrator in sheep serum
and thymol
CAL 5 vi_a_ls yellow | Add 1 ml distilled water
lyophilized
Calibrator N=1t05
(see exact values on vial labels) in
sheep serum and thymol
1 vial brown | Dilute 200 x with
|WASH | SOLN |CONC| 10 ml distilled water (use a
Wash Solution (Tris-HCI) magnetic stirrer).
“ 2 vials silver | Add 1 ml distilled water
lyophilized

Controls - N=1or2
in human serum with thymol

Ready to use

CHROM 1 vial brown
12 ml
Chromogen TMB Solution
(Tetramethylbenzydine)

Ready to use

sToP 1 vial white
12 ml

Stop Solution: HCI 1N

Note: 1. Use the zero calibrator for sample dilutions.
2. 1 plU of the calibrator preparation is equivalent to 1 plU of the 2" IS
98/574.

VI.  SUPPLIES NOT PROVIDED

The following material is required but not provided in the kit:

1. High quality distilled water

2. Pipettes for delivery of: 50 pl, 200 pl, 500 pl and 2 ml (the use of accurate
pipettes with disposable plastic tips is recommended)

3. Vortex mixer

4. Magnetic stirrer

5 Washer for microtiterplates

6.

VIL.

VIIL.

Microtiterplate reader capable of reading at 450 nm and 650 nm
(bichromatic reading)

REAGENT PREPARATION

Calibrators : Reconstitute the zero calibrator with 2.0 ml distilled water
and the other calibrators with 1 ml distilled water.

Controls : Reconstitute the controls with 1 ml distilled water.

Working anti-hGH-HRP conjugate: Prepare an adequate volume of
conjugate solution by adding 25 pl of the concentrated anti-hGH-HRP
conjugate to 1 ml of conjugate buffer. Use a vortex to homogenize.
Extemporaneous preparation is recommended.

Working Wash Solution : Prepare an adequate volume of Working Wash
Solution by adding 199 volumes of distilled water to 1 volume of Wash
Solution (200x). Use a magnetic stirrer to homogenize. Discard unused
Working Wash Solution at the end of the day.

STORAGE AND EXPIRATION DATING OF REAGENTS

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

Unused wells must be stored, at 2-8°C, in a sealed bag containing a
desiccant until expiration date.

After reconstitution, calibrators and controls are stable for 1 week at 2 to
8°C. For longer storage periods, aliquots should be made and kept at
-20°C. Awvoid successive freeze thaw cycles.

The concentrated Wash Solution is stable at room temperature until
expiration date.

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

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

SPECIMEN COLLECTION AND PREPARATION

Serum and plasma must be kept at 2 - 8°C.
If the test is not run within 24 hours, storage in aliquots at -20°C is
recommended. Avoid subsequent freeze thaw cycles.
Prior to use, all samples should be at room temperature. It is
recommended to vortex the samples before use.
Serum, heparinized plasma or EDTA plasma provide similar results.
Y (serum) = 0.89 x (EDTA plasma) + 0.14 plU/ml r=0.98 n=46
Y(serum) = 1.02 x (Heparin plasma) + 0.01 plU/ml r=0.98 n=46
Do not use haemolysed samples.

PROCEDURE

Handling notes

Do not use the kit or components beyond expiry date.

Do not mix materials from different kit lots.

Bring all the reagents to room temperature prior to use.

Thoroughly mix all reagents and samples by gentle agitation or swirling.
Perform calibrators, controls and samples in duplicate. Vertical alignment
is recommended.

Use a clean plastic container to prepare the Wash Solution.

In order to avoid cross-contamination, use a clean disposable pipette tip
for the addition of each reagent and sample.

For the dispensing of the Chromogenic Solution and the Stop Solution
avoid pipettes with metal parts.

High precision pipettes or automated pipetting equipment will improve the
precision.

Respect the incubation times.

To avoid drift, the time between pipetting of the first calibrator and the last
sample must be limited to the time mentioned in section XIII paragraph E
(Time delay).

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

Dispense the Chromogenic Solution within 15 minutes following the
washing of the microtiterplate.

During incubation with Chromogenic Solution, avoid direct sunlight on
the microtiterplate.



B. Procedure

1. Select the required number of wells for the run. The unused wells should
be resealed in the bag with a desiccant and stored at 2-8°C.

2. Secure the wells into the holding frame.

3. Pipette 50 pl of each Calibrator, Control and Sample into the appropriate
wells.

4. Pipette 50 pl of working anti-hGH-HRP conjugate into all the wells.

5 Incubate for 30 minutes at room temperature — It is mandatory to respect
the 30 minute-duration of this incubation

6. Aspirate the liquid from each well.

7. Wash the plate 3 times by:
= Dispensing 0.4 ml of Wash Solution into each well
= Aspirating the content of each well

8. Pipette 100 pl of the Chromogenic Solution into each well within 15
minutes following the washing step.

9. Incubate the microtiterplate for 30 minutes at room temperature, avoid
direct sunlight.

10.  Pipette 100 pl of Stop Solution into each well.

11. Read the absorbencies at 450 nm (reference filter 630 nm or 650 nm)
within 1 hour and calculate the results as described in section XI.

XI.  CALCULATION OF RESULTS

1. Read the plate at 450 nm against a reference filter set at 650 nm (or 630

nm).

2. Calculate the mean of duplicate determinations.

3. On semi-logarithmic or linear graph paper plot the OD values (ordinate)
for each calibrator against the corresponding concentration of hGH
(abscissa) and draw a calibration curve through the calibrator points by
connecting the plotted points with straight lines.

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

5. Computer assisted data reduction will simplify these calculations. If

automatic result processing is used, a 4-parameter logistic function curve
fitting is recommended.
XIl.  TYPICAL DATA

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

C. Precision

INTRA ASSAY INTER ASSAY
Serum N <X>+SD CcvV Serum N <X>+SD cVv
(pIU/ml) (%) (nIU/ml) (%)
A 20 6.90 + 0.34 4.9 A 8 11.4+0.9 8.1
B 20 16.61 £ 0.90 5.4 B 8 235+1.2 5.1

SD : Standard Deviation; CV: Coefficient of variation

D. Accuracy
RECOVERY TEST

Sample Added hGH Recovered hGH Recovery
(nIU/ml) (nIU/ml) (%)
Serum 43 4.1 95
135 12.8 95
26.8 28.1 105
52.1 58.9 113
43 4.6 106
Plasma 135 13.2 98
26.8 25.3 94
52.1 53.0 102

DILUTION TEST

hGH-EASIA OD units
Calibrator 0.00 pIU/ml 0.030
0.45 pIU/ml 0.062

5.40 uIU/ml 0.226

12.90 plU/ml 0.501

4350 uIU/ml 1.429

98.00 pIU/ml 2.330

Sample Dilution Theoretical Concent. Measured Concent.
(nIU/ml) (pIU/ml)
Serum 1 12 - 97.7
1/4 48.8 57.0
1/8 244 217
1/16 12.2 13.6
1/32 6.1 6.4
1/64 3.1 3.0
Serum 2 171 - 21.2
12 10.6 9.3
1/4 5.3 4.6
1/8 2.7 2.2
1/16 13 11
1/32 0.7 0.6

XIll. PERFORMANCE AND LIMITATIONS

A. Detection Limit
Twenty zero calibrators were assayed along with a set of other calibrators.
The detection limit, defined as the apparent concentration two standard
deviations above the average OD at zero binding, was 0.17 uIU/ml.

B. Specificity

Cross-reactive hormones were added to a low and to a high hGH value
Control sample. The apparent hGH response was measured.

Samples were diluted with zero calibrator.

Conversion factor :  1plU hGH-EASIA Calibrator = 0.33 ng

E. Time delay between last calibrator and sample dispensing
As shown hereafter, assay results remain accurate even when a sample is
dispensed 60 minutes after the calibrators have been added to the coated

wells.
TIME DELAY
0 min 10 min 20 min 30 min 45 min 60 min
S1 4.0 3.6 3.3 3.3 3.0 3.8
S2 135 15.0 13.8 13.0 12.6 13.0

added Hormone hGH C1 hGH C2
plu/ml plu/ml
- 1.9 135
hCG 100000 miU/ml 2.0 14.3
hPL 10000 ng/ml 1.4 13.0
PRL 12500 ng/ml 1.8 12.6

F. Hook effect
A sample spiked with hGH up to 4000 plU/ml gives higher OD’s than the
last calibrator point.



XIV. INTERNAL QUALITY CONTROL

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

L] If desirable, each laboratory can make its own pools of control samples,
which should be kept frozen in aliquots. Controls that contain azide will
interfere with the enzymatic reaction and cannot be used.

L] Acceptance criteria for the difference between the duplicate results of the
samples should rely on Good Laboratory Practises
. It is recommended that Controls be routinely assayed as unknown samples

to measure assay variability. The performance of the assay should be
monitored with quality control charts of the controls.
. It is good practise to check visually the curve fit selected by the computer.

XV. REFERENCE INTERVALS

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

In normal subjects, growth hormone (hGH) secretion is pulsatile. During day-
time, hGH concentrations range from <0.2-10 pIU/ml. During sleep, hGH
concentrations increase consistently (+ 30 pIU/ml).

hGH secretion is greatly stimulated by exercise and stress (venous puncture,
hypoglycemiga, ...), but is decreased by hyperglycemia.

In normal subjects (n=34), two hours after oral glucose load (75 g in adults), hGH
levels were lower than 10 ulU/ml and the hGH response to stimulation tests
(insulin, arginine, glucagon administration) exceeded 20 pIU/ml.

hGH levels were elevated (even after glucose load) in acromegaly (> 10 plU/ml).
In hGH deficiency, the response to stimulation test is absent or blunted (short
stature by hGH deficiency; hypopituitarism from various origins).

XVI. PRECAUTIONS AND WARNINGS

Safety

For in vitro diagnostic use only.

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

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

Avoid any skin contact with all reagents. In case of contact, wash thoroughly with
water.

Do not smoke, drink, eat or apply cosmetics in the working area. Do not pipette
by mouth. Use protective clothing and disposable gloves.
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XVIII. SUMMARY OF THE PROTOCOL
SAMPLE(S)
CALIBRATORS CONTROLS
(k) ()
Calibrators (0-5) 50 -
Controls, Samples - 50
Working Anti-hGH-HRP 50 50
conjugate
Incubate for 30 minutes at room temperature
Aspirate the contents of each well.
Wash 3 times with 400 ul of Wash Solution and aspirate.
Chromogenic Solution 100 100
Incubate for 30 minutes at room temperature
Stop Solution 100 100
Read on a microtiterplate reader and record the absorbance of each well at 450 nm
(versus 630 or 650 nm).
DIAsource Catalogue Nr : P.I. Number : Revision nr:
KAP1081 1700573/en 120315/1

Revision date : 2012-03-15
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Lire entierement le protocole avant utilisation.

hGH-EASIA

I.  BUT DU DOSAGE

Trousse de dosage immunoenzymatique pour la mesure quantitative in vitro de I’hormone de
croissance (hGH) dans le sérum et le plasma humain.

Il.  INFORMATIONS GENERALES
A.  Nom du produit : DIAsource hGH-EASIA kit
B. Numéro de catalogue : KAP1081: 96 tests

C. Fabriqué par: DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue du Bosquet, 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgium.

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

I11. CONTEXTE CLINIQUE

A.  Activités biologiques

La hGH est une hormone polypeptide (poids moléculaire 21,500 Da) produites par les cellules acidophiles
de I’hypophyse antérieure sous contrdle de deux substances principales: le facteur de libération de
I’hormone de croissance (GRF) et un agent inhibiteur, la somatostatine. Les voies neuro-endocrines
dopaminergiques, adrénergiques et sérotoninergiques jouent également un réle important dans le contréle de
la sécrétion de la hGH. Les stimulus excitateurs de la sécrétion en hGH sont provoqués par I’hypoglycémie,
le sport, le jeline, des repas hautement protéiques, le sommeil profond, le stress, glucagon, L Dopa, les
acides aminés, etc. Les stimulus inhibiteurs sont provoqués par le glucose, le cortisol, la hGH et les acides
gras libres. Du fait de sa courte demi-vie (+25 minutes) et de la fréquence des stimulus excitateurs ou
inhibiteurs, la concentration de la hGH varie fréquemment de fagon irréguliére dans le sérum.

Une des principales fonctions physiologiques de la hGH est d’agir sur le foie et d’autres tissus pour produire
la Somatomédine, qui induit alors la croissance par action directe sur les tissus cibles. En contraste avec la
hGH, la concentration de somatomédine dans le sérum reste stable car la grande partie est liée aux protéines
de plasma de circulation.

B.  Application clinique

. Retard de croissance
L’hyposécrétion en hGH est une des causes différentes de la petite taille chez les enfants. Le dosage de la
hGH sérique avec un test hautement sensible, particuliéerement aprés un stimulus provocateur (absence de
réponse), est important pour établir ce diagnostic car ce groupe de patients peut étre traité par administration
de hGH.
Hypopituitarisme
Le dosage en hGH sérique est également un index de la fonction pituitaire lorsque I’hypopituitarisme est
suspecté (soit idiopathique ou dd a une tumeur ou chirurgie).
Gigantisme et acromégalie
Le dosage en hGH sérique, particulierement apres un test provocateur inhibiteur (absence de réponse), est
important pour établir le diagnostic de ’hypersécrétion en hGH due a une tumeur pituitaire acidophilique.
Ceci résulte en un gigantisme chez les enfants et une acromégalie chez les adultes. Les deux
disfonctionnements peuvent étre traités par chirurgie ou radiation.



IV.  PRINCIPES DU DOSAGE

La DIAsource hGH-EASIA est

appropriée. La quantité de

concentration en hGH.

Une courbe de calibration est dessinée et la concentration en hGH dans les

une «Enzyme Amplified Sensitivity
Immunoassay » en phase solide effectuée sur des micro-plaques. Les calibrateurs
et les échantillons réagissent avec I’anticorps de capture monoclonal (MAb 1)
recouvrant les puits et avec un anticorps monoclonal (MAb 2) marqué avec la
peroxydase (HRP). Aprées une période d’incubation permettant la formation d’un
sandwich: MAb 1 recouvert — hGH — MAb 2 — HRP, la micro-plaque est lavée
afin d’enlever I’anticorps libre marqué enzymatiquement. L’anticorps 1ié marqué
enzymatiquement est mesuré avec une réaction chromogénique. Une solution
chromogénique (TMB — H,0,) est ajoutée et incubée. La réaction est arrétée avec
I’addition de Solution d’arrét et la micro-plaque est alors lue a la longueur d’onde
remplacement de substrat est
colorimétriquement par la mesure de 1’absorbance, qui est proportionnelle a la

échantillons est déterminée par interpolation de la courbe de calibration.

V. REACTIFS FOURNIS

déterminée

Solution d’arrét: HCI 1N

Reactifs 96 tests Code Reconstitution
Kit Couleur
Micro-plaque de titration 96 puits bleu Prét a ’emploi
sécable avec 96 puits
recouvert d’anti hGH
(anticorns monoclonal)
Ab HRP |CONC 1 flacon Jaune Diluer 40 x avec le
0,2 ml tampon du conjugué
Conjugué: anti-hGH marqué avec de
I’HRP (anticorps monoclonal) dans
un tampon stabilisant
BUF 1 glac?n Rouge | Préta I’emploi
m
Tampon du conjugué: un tampon
TRIS-HCI avec de I'albumine bovine
et du thymol
CAL n 1 flacon Jaune Ajouter 2,0 ml d’eau
lyophilisé distillée
Calibrateur zéro dans du sérum de
brebis et du thymol
CAL - 5 flacons Jaune Ajouter 1 ml d’eau
lyophilisés distillée
Calibrateur N=1a5
(cfr. Valeurs exactes sur chaque
flacon) dans du sérum de brebis et du
thymol
|WASH | SOLN |CONC | 1 flacon Brun Diluer'20'0,x avec de
10 ml I’eau distillée (utiliser
Solution de Lavage un agitateur
(Tris-HCI) magnétique).
2 flacons Gris Ajouter 1 ml d’eau
lyophilisés distillée
Contréles - N = 1 ou 2 dans du sérum
humain et du thymol
1 vial Brun Prét a I’emploi
12 ml
Solution Chromogéne TMB
(Tetramethylbenzydine)
-- 1 vial Blanc Prét a ’emploi
STOP | SOLN 12 ml

Note: 1.

IS 98/574.

VI.  MATERIELS NON FOURNIS

Utiliser le calibrateur zéro pour la dilution des échantillons.
2. 1 ulU de la préparation du calibrateur est équivalent a 1 ulU de 2™

Le matériel mentionné ci-dessous est requis mais non fourni avec la trousse:
1. Eau distillée d’une haute qualité

2. Pipettes pour distribuer: 50 pl, 200 pl, 500 pl et 2 ml (I'utilisation de

pipettes précises et de pointes en plastique est recommandée)

Agitateur vortex
Agitateur magnétique
Laveur de micro-plaques

o0 sw

bichromatique)

Lecteur de micro-plaques capable de lire a 450 nm et 650 nm (lecture

VIL.

VI

PREPARATION DES REACTIFS

Calibrateurs : Reconstituer le calibrateur zéro avec 2,0 ml d’eau distillée et
les autres calibrateurs avec 1 ml d’eau distillée..

Contrdles : Reconstituer les contrdles avec 1 ml d’eau distillée.

Conjugué anti-hGH-HRP de travail: Préparer un volume adéquat de
conjugué anti-hGH-HRP de travail en ajoutant 25 pl du conjugué anti-hGH-
HRP concentré (40x) a 1 ml de tampon du conjugué. Utiliser un agitateur
magnétique pour homogénéiser. Il est recommandé de faire une dilution
extemporanée.

Solution de Lavage : Préparer un volume adéquat de Solution de Lavage en
ajoutant 199 volumes d’eau distillée a 1 volume de Solution de Lavage
(200x). Utiliser un agitateur magnétique pour homogénéiser. Eliminer la
Solution de Lavage non utilisée a la fin de la journée.

STOCKAGE ET DATE D’EXPIRATION DES REACTIFS

Avant ’ouverture ou la reconstitution, tous les composants de la trousse
sont stables jusqu’a la date d’expiration, indiquée sur 1’étiquette, si la
trousse est conservée entre 2 et 8°C.

Des barrettes inutilisées doivent étre gardées, a 2-8°C, dans un sachet
cacheté contenant un desiccant jusqu’a la date d’expiration.

Apreés reconstitution, les calibrateurs et les contrdles sont stables pendant 7
jours entre 2 et 8°C. Pour de plus longues périodes de stockage, des aliquots
devront étre réalisés et ceux-ci seront gardés a —20°C pendant 3 mois.
Eviter des cycles de congélation et décongélation successifs.

La Solution de Lavage concentrée est stable a température ambiante jusqu’a
la date d’expiration.

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

Aprés la premiére utilisation, le conjugué est stable jusqu’a la date
d’expiration, si celui-ci est conservé entre 2 et 8°C dans le flacon d’origine
correctement fermé.

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

PREPARATION ET STABILITE DE L’ECHANTILLON

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

Si le test n’est pas réalisé dans les 24 heures, un stockage en aliquots a

-20°C est recommandé.

Eviter des cycles de congélation et décongélation successifs.

Avant I’utilisation des échantillons, ceux-ci doivent étre a température

ambiante. On recommande de vortexer les échantillons avant de les utiliser.

Le sérum ou le plasma (héparnés ou EDTA) donne des résultats similaires.
Y(sérum) = 0,89 x (plasma EDTA) + 0,14 r=0.98 n=46
Y(sérum) = 1,02 x (plasma hép.) + 0.01 r=0.98 n=46

Ne pas utiliser d’échantillons hémolysés

MODE OPERATOIRE

Notes de manipulation

Ne pas utiliser la trousse ou ses composants apres avoir dépassé la date
d’expiration.

Ne pas mélanger du matériel provenant de trousses de lots différents.
Mettre tous les réactifs a température ambiante avant utilisation.

Meélangez tous les réactifs et les échantillons sous agitation douce.

Réaliser les calibrateurs, les contrdles et les échantillons en double. Un
alignement vertical est recommandé.

Utiliser un récipient en plastic propre pour préparer la Solution de Lavage.

Pour éviter toute contamination croisée, utiliser une nouvelle pointe de
pipette pour I’addition de chaque réactif et échantillon.

Pour la distribution de la solution du chromogeéne et de la solution d’arrét,
éviter des pipettes avec des parties en métal.

Des pipettes de haute précision ou un équipement de pipetage automatique
permettent d’augmenter la précision.

Respecter les temps d’incubation.

Afin d’éviter des anomalies, le délai entre le pipetage du premier
calibrateur et celui du dernier échantillon doit étre limité au délai indiqué a
la section X111 paragraphe E (Délai).

Préparer une courbe d’étalonnage pour chaque nouvelle

d’expériences, ne pas utiliser les données d’expériences précédentes.
Distribuer la solution du chromogéne dans les 15 minutes apres le lavage
de la micro-plaque de titration.

Eviter exposition a la lumiere du soleil lors de I’incubation avec la solution
du chromogéne.

série

Mode opératoire

Sélectionner le nombre de barrettes nécessaires pour le test. Les barrettes
inutilisées doivent étre cachetées de nouveau dans le sachet avec un
desiccant et gardées a 2-8°C.



2. Placer les barrettes dans le support.

3. Pipeter 50 pl de chaque Calibrateur, Contr6le et Echantillon dans les puits
appropriés.

4. Pipeter 50 pl du conjugué anti-nGH-HRP de travail dans tous les puits.

5. Incuber pendant 30 minutes a température ambiante Il est obligatoire de

respecter la durée de trente minutes pour cette incubation.

6. Aspirer le liquide de chaque puits.

7. Laver la plague 3 fois en:
= distribuant 0,4 ml de la Solution de Lavage dans chaque puits
= aspirant le contenu de chaque puits

8. Pipeter 100 pl de la solution chromogene dans chaque puits dans les 15
minutes apres la phase de lavage.
9. Incuber la micro-plaque pendant 30 minutes a température ambiante,

éviter exposition a la lumiére du soleil.

10.  Pipeter 100 pul de la Solution d’arrét dans chaque puits.

11.  Lire les absorbances a 450 nm (filtre de référence 630 nm ou 650 nm)
endéans I’heure et calculer les résultats comme décrits dans la section XI.

XI.  CALCUL DES RESULTATS

1. Lire la plaque & 450 nm contre un filtre de référence mis a 650 nm (ou 630
nm).

2. Calculer la moyenne de chaque détermination réalisée en double.

3. Dessiner sur un graphique linéaire ou semi-logarithmique les DO

(ordonnées) pour chaque calibrateur contre la  concentration
correspondante en hGH (abscisses) et dessiner une courbe de calibration a
I’aide des points de calibration, en connectant les points avec des lignes

droites.

4. Lire la concentration pour chaque contrdle et échantillon par interpolation
sur la courbe de calibration.

5. L’analyse informatique des données simplifiera les calculs. Si un systeme

d’analyse de traitement informatique des données est utilisé, il est
recommandé d’ utiliser la fonction « 4 parametres » du lissage de courbes.

XIl.  DONNEES TYPES

Les données représentées ci-dessous sont fournies pour information et ne peuvent
jamais étre utilisées a la place d’une courbe d’étalonnage.

D. Exactitude
TEST DE RECUPERATION

Echantillon hGH ajoutée hGH récupérée Récupération
(n1U/ml) (n1U/ml) (%)
Sérum 4,3 4,1 95
13,5 12,8 95
26,8 28,1 105
52,1 58,9 113
Plasma 43 4.6 106
13,5 13,2 98
26,8 25,3 94
52,1 53,0 102
TEST DE DILUTION
Echantillon Dilution Concent. théorique Concent. Mesurée
(n1U/ml) (nlU/ml)
Sérum 1 1/2 - 97,7
1/4 48,8 57,0
1/8 24,4 27,7
1/16 12,2 13,6
1/32 6,1 6,4
1/64 31 3,0
Sérum 2 mn - 21,2
1/2 10,6 9,3
1/4 53 4,6
1/8 2,7 2,2
1/16 1,3 1,1
1/32 0,7 0,6

hGH-EASIA Unités OD
Calibrateur 0 plU/ml 0,030
0,45 pIU/ml 0,062
5,4 wlU/ml 0,226
12,9 plU/ml 0,501
43,5 plU/ml 1,429
98,0 wlU/ml 2,330

Les échantillons ont été dlilué avec le calibrateur zéro.

Facteur de conversion:
11U de la préparation du calibrateur hGH-EASIA = 0,33 ng

E. Délai entre la distribution du dernier calibrateur et celle de
I’échantillon

Comme montré ci-dessous, les résultats d’un essai restent précis méme quand un

échantillon est distribué 60 minutes apres que le calibrateur a été ajouté aux tubes

avec ’anticorps.

DELAI

0 min 10 min 20 min 30 min 45 min 60 min

XIIl. PERFORMANCE ET LIMITES

A. Sensibilité

Vingt calibrateurs zéro ont été testés en paralléle avec un assortiment d’autres
calibrateurs. La limite de détection, définie comme la concentration apparente
située 2 déviations standards au-dessus de la moyenne DO déterminée a la
fixation zéro, était de 0,17 pIU/ml.

B. Spécificité
Des hormones cross-réactives ont été ajoutées a un control de valeur haute en
hGH et & un control de valeur basse. La réponse hGH apparente a été mesurée.

S1 4,0 3,6 3,3 3,3 3,0 3,8
S2 13,5 15,0 13,8 13,0 12,6 13,0

hGH C1 hGH C2
Hormone ajoutée plu/ml uiu/ml
R 19 135
hCG 100000 mIU/ml 2,0 14,3
hPL 10000 ng/ml 14 13,0
PRL 12500 ng/ml 18 12,6
C. Précision
INTRA-ESSAI INTER-ESSAI
Serum N <X>+SD cVv | Serum N <X>+SD cv
(uIU/ml) (%) (uIU/ml) (%)
A 20 6,90 + 0,34 4,9 A 8 11,4+0,9 8,1
B 20 | 16,61+ 0,90 54 B 8 235+1,2 51

SD : Déviation Standard; CV: Coéfficient de variation

F. Effet crochet
Un échantillon dopé avec de ’hGH jusqu’a 4000 plU/ml donne des DO
supérieurs au dernier point de calibration.

XIV. CONTROLE DE QUALITE INTERNE

= Si les résultats obtenus pour le(s) controle(s) 1 et/ou 2 ne sont pas dans
I’intervalle spécifié sur I’étiquette du flacon, les résultats ne peuvent pas étre
utilisés & moins que l'on ait donné une explication satisfaisante de la non-
conformité.

= Chaque laboratoire est libre de faire ses propres stocks d’échantillons
contréles, lesquels doivent étre congelés aliquotés. Des contrbles qui
contiennent de 1’azide influenceront la réaction enzymatique et ne peuvent
pas étre utilisés.

= Les critéres d’acceptation pour les écarts des valeurs in duplo des
échantillons doivent étre basés sur les pratiques de laboratoire courantes.

. On recommande que les contrdles soient testés de facon routiniere comme
des échantillons inconnus pour mesurer la variabilité du test. La réalisation
du test doit étre suivie avec des fichiers de contrle de qualité des controles.

. On recommande de vérifier visuellement la courbe sélectionnée par
I’ordinateur.

XV. VALEURS ATTENDUES

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

Chez les sujets normaux, la sécrétion de 1’hormone de croissance (hGH) est
pulsatile. Durant la journée, le domaine des concentrations en hGH est <0,2-10



wlU/ml. Pendant le sommeil, les concentrations en hGH augmentent constamment XVIII.RESUME DU PROTOCOLE

(£ 30 plU/ml).
La sécrétion en hGH est fortement stimulée par le sport et le stress (ponction
veineuse, hypoglycémie, ...), mais décroft en hyperglycémie. CALIBRATEURS ECHANTILLON(S)
Chez les sujets normaux (n=34), deux heures aprés une prise orale de glucose (75 (k1) CONTFTOLES
g pour les adultes), les taux en hGH étaient inférieurs a 10 ulU/ml et la réponse (1)
hGH aux tests de stimulation (administration d’insuline, arginine, glucagon)
excédait 20 plU/ml. )
Les taux en hGH étaient élevés (méme aprés prise de glucose) en acromégalie Eg“;’;?itlelg;i (Oé?))ntrﬁles 50 o
(> 10 plu/ml). Coniugué anti

o , . . . onjugué anti-hGH-HRP 50
En déficience de hGH, la réponse aux tests de stimulation est absente ou faible de trJa\?aiI 50
(petite taille par déficience en hGH; hypopituitarisme de différentes origines).

Incuber pendant 30 minutes a température ambiante.
Aspirer le contenu de chaque puits.

XVI. PRECAUTIONS ET AVERTISSEMENTS Laver 3 fois avec 400 pl de la Solution de Lavage et aspirer.

Sécurité

Pour utilisation en diagnostic in vitro uniquement.

Les composants de sang humain inclus dans ce kit ont été évalués par des
méthodes approuvées par I’Europe et/ou la FDA et trouvés négatifs pour HBsAg,
I’anti-HCV, ’anti-HIV-1 et 2. Aucune méthode connue ne peut offrir I'assurance
compléte que des dérivés de sang humain ne transmettront pas d’hépatite, le sida
ou toute autre infection. Donc, le traitement des réactifs, du sérum ou des

Solution du chromogéne 100 100

Incuber pendant 30 min a température ambiante.

échantillons de plasma devront étre conformes aux procédures locales de sécurité. Solution d’arrét 100 100

Tous les produits animaux et leurs dérivés ont été collectés d'animaux sains. Les

composants bovins proviennent de pays ou I’ESB n'a pas été détectée. Lire sur un lecteur de micro-plaques et enregistrer I’absorbance de chaque puits a 450
Néanmoins, les composants contenant des substances animales devront étre traités nm (contre 630 ou 650 nm) et 490 nm (contre 630 ou 650 nm)

comme potentiellement infectieux.

Eviter le contact de la peau avec tous les réactifs. En cas de contact, laver avec

beaucoup d’eau.

Ne pas fumer, ni boire, ni manger ni appliquer de produits cosmétiques dans les DlAsource Catalogue Nr : P.1. Number : Revision nr :

laboratoires. Ne pas pipeter avec la bouche. Utiliser des vétements protecteurs et KAP1081 1700573/fr 120315/2
des gants a usage unique.

Date de révision : 2015-07-06
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Vor Gebrauch des Kits lesen Sie bitte diese Packungsbeilage.

hGH-EASIA

VERWENDUNGSZWECK

immunenzymetrisches Assay fur die quantitative in vitro Bestimmung von humanem

Wachstumshormon (hGH) in Serum und Plasma.

A

ALLGEMEINE INFORMATION
Handelsbezeichnung : DIAsource hGH-EASIA Kit
Katalognummer : KAP1081 : 96 Tests

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

Fur technische Unterstiitzung oder Bestellungen wenden Sie sich bitte an:

Tel : +32 (0)10 84.99.11 Fax : +32 (0)10 84.99.91
Fir Deutschland : Kostenfreie Rufnummer : 0800 1 00 85 74 - Kostenfreie Faxnummer : 0800 1 00 85 75
E-mail Ordering : ordering@diasource.be

KLINISCHER HINTERGRUND

Biologische Aktivitat

hGH ist ein Polypeptid mit einem Molekulargewicht von 21.500 Da. Synthetisiert in den azidophilen Zellen
des Hypophysenvorderlappens (HVL) erfolgt die Ausschiittung unter der Kontrolle von Somatotropin-
Releasing-Faktor (GRF) und Somatostatin als inhibierendem Agens. Neurotransmitter wie Dopamin,
Adrenalin und Serotonin spielen ebenfalls eine wichtige Rolle in der hGH-Sekretion. Stimulierend auf die
hGH-Ausschiittung wirken Hypoglykamie, Sport, Fasten, Nahrung mit hohem Proteingehalt, Schlaf, Stress,
Glucagon, L-Dopa, Aminoséduren, usw. Glucose, Cortisol, hGH und freie Fettsauren hingegen hemmen die
Freisetzung von hGH. Neben der kurzen Halbwertszeit von hGH (= 25 Minuten) ist die Vielzahl der die
Ausschiittung beeinflussenden Faktoren fiir die hdufige und groRRe Variationsbreite der hGH-Spiegel im
Serum verantwortlich.

Eine der Hauptwirkungen von hGH ist die Induktion der Somatomedin-Produktion in Leber und anderen
Geweben. Somatomedine beeinflussen das Wachstum durch direkte Wirkung auf die entsprechenden
Zielorgane. Im Gegensatz zu hGH bleibt die Somatomedin-Konzentration im Serum durch die weit gehende
Bindung an zirkulierende Plasmaproteine stabil.

Klinische Anwendung

Minderwuchs

Zu geringe hGH-Ausschiittung ist eine der mdglichen Ursachen fiir Minderwuchs bei Kindern. Die
Bestimmung von hGH im Serum nach einem Provokationstest (ausbleibende Reaktion) mittels eines sehr
sensitiven Tests ist eine wichtige Methode zur Identifizierung solcher Patientengruppen, da diese Patienten
durch Gabe von hGH sehr gut therapiert werden kénnen.

Hypopituitarismus

Die Bestimmung von hGH im Serum gibt auch einen Hinweis auf die Hypophysenfunktion, falls eine
Hypophysenunterfunktion (entweder idiopathisch oder bedingt durch einen Tumor oder chirurgischen
Eingriff) vermutet wird.

Gigantismus und Akromegalie

Die hGH-Bestimmung im Serum vor allem nach einem Inhibitionstest (ausbleibende Reaktion) ist
wesentlicher Bestandteil der Diagnose einer tumorbedingten hGH-Uberproduktion. hGH-Uberproduktion
fuhrt bei Kindern zu Riesenwuchs, bei Erwachsenen zu Akromegalie. Beide Erkrankungen kénnen durch
einen chirurgischen Eingriff oder Bestrahlung therapiert werden.



IV.  GRUNDSATZLICHES ZUR DURCHFUHRUNG

Der DIAsource hGH-EASIA ist ein solid phase-Enzyme Amplified Sensitive
Immunoassay (EASIA) im Mikrotiterplattenformat. Kalibratoren und Proben
reagieren mit dem primdren monoklonalen Antikdrper (MAKk 1), mit dem die
Wells der Mikrotiterplatte beschichtet sind, und mit einem monoklonalen
Antikorper (MAK 2), der mit Meerrettich-Peroxidase (MRP) markiert ist. Nach
einer Inkubationsphase bildet sich ein Sandwich-Komplex: MAK 1 - hGH - MAk
2 - MRP; nicht gebundene enzymbeschriftete Antikorper werden durch Waschen
der Mikrotiterplatte entfernt. Gebundene enzymbeschriftete Antikorper werden
durch eine Farbreaktion gemessen. Chromogene Ldsung (TMB — H,0,) wird

hinzugefigt und inkubiert.

Die Reaktion wird durch Hinzufiigen einer

Stopplosung beendet und die Mikrotiterplatte wird bei addquater Wellenlédnge
ausgewertet. Die Menge an Substratumsatz wird kolorimetrisch durch Messung
der Absorption bestimmt, die proportional zur hGH-Konzentration ist.

Es wird eine Kalibrationskurve erstellt und die hGH-Konzentration in den Proben
wird durch Interpolation von der Kalibrationskurve bestimmt.

V. MITGELIEFERTE REAGENZIEN

Stopplésung: HCI 1N

Reagenzien 96 Test Farb- Rekonstitution
Kit Code
Mikrotiterplatte mit 96 Wells Blau gebrauchsfertig
96 Anti-hGH
beschichteten,
abbrechbaren Wells
(monoklonale
Antikorper)
Ab HRP |CONC 1 Geféal Gelb 40 fach mit
0,2ml Konjugatpuffer
Konjugat: MRP beschriftete Anti- verdiinnen
hGH (monoklonale Antikorper)
in Stabilisierungspuffer
BUF 1 GGefIé'\rL Rot gebrauchsfertig
m
Konjugatpuffer: TRIS-HCI Puffer
mit Rinderserumalbumin und
Thymol
ca | o | 1Gefats Gelb | 2,0 ml dest. Wasser
lyophilisiert zugeben
Null-Kalibrator in Schafserum
und Thymol
CAL 5 Gefale Gelb 1 ml dest. Wasser
lyophilisiert zugeben
Kalibrator - N =1 bis 5
(genaue Werte auf GefaR-
Etiketten) in Schafserum und
Thymol
|WASH| SOLN |00Nc| 1 GefalR Braun | 200 x mit dest. Wasser
10 ml verdinnen
Waschlosung (Tris-HCI) (Magnetruhrer
benutzen).
2 Gefale Silber | 1 ml dest. Wasser
lyophilisiert zugeben
Kontrollen - N = 1 oder 2
Humanserum und Thymol
1 GefaR Braun | gebrauchsfertig
12 mi
Chromogenes TMB
(Tetramethylbenzydin)
1 GefaR weif gebrauchsfertig
12 ml

Bemerkung:1. Benutzen Sie den Null-Kalibrator zur Probenverdiinnung.
2.1 plU der Kalibratorzubereitung ist dquivalent zu 1 pIU 2™ IS

98/574.

VI.  ZUSATZLICH BENOTIGTES MATERIAL

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

2. Pipetten: 50 pl,

200 pl,

500 pl und 2 ml (Verwendung von

Prazisionspipetten mit Einwegplastikspitzen wird empfohlen)

Vortex Mixer
Magnetrihrer

o 0rw

Waschgerdt flr Mikrotiterplatten
Mikrotiterplatten-Lesegerdt zur Auswertung bei 450 nm und 650 nm

(bichromatischer Auswertung)

VIL.

VIIL.

VORBEREITUNG DER REAGENZIEN

Kalibratoren: Rekonstituieren Sie den Null-Kalibrator mit 2,0 ml dest.
Wasser, die anderen Kalibratoren mit 1 ml dest. Wasser.

Kontrollen: Rekonstituieren Sie die Kontrollen mit 1 ml dest. Wasser.
Anti-hGH-HRP Konjugat Gebrauchsldsung: Bereiten Sie eine geeignete
Menge Konjugatlésung zu indem Sie 25 pl des Anti-hGH-HRP Konzentrats
zu 1 ml Konjugatpuffer geben. Benutzen Sie einen Vortex zum
Homogenisieren. Es ist die spontane Zubereitung gefordert.

Waschldsung: Bereiten Sie ein angemessenes VVolumen Waschldsung aus
einem Anteil Waschldsung (200x) mit 199 Anteilen dest. Wasser zu.
Verwenden Sie einen Magnetriihrer zum gleichméaBigen Durchmischen.
Werfen Sie die nicht benutzte Waschlésung am Ende des Tages weg.

AUFBEWAHRUNG UND LAGERUNG DER REAGENZIEN

Vor dem Offnen oder der Rekonstitution sind die Reagenzien des Kits bis
zum Ablaufdatum (Angaben auf Etikett) bei Lagerung bei 2°C bis 8°C
stabil.

Nicht verwendete Mikrotiterstreifen sollten bis zum Verfallsdatum dicht in
der Folie verschlossen mit Trockenmittel bei 2° bis 8°C gelagert werden.
Nach der Rekonstitution sind die Kalibratoren und Kontrollen bei 2°C bis
8°C 7 Tage stabil. Aliquots missen bei langerer Aufbewahrung bei -20°C
eingefroren werden, dann sind Sie 3 Monate haltbar. Vermeiden Sie
wiederholtes Einfrieren und Auftauen.

Die konzentrierte Waschlésung ist bei
Verfallsdatum haltbar.

Frisch zubereitete Waschldsung sollte am selben Tag benutzt werden.

Nach der ersten Benutzung ist das Konjugat bei Aufbewahrung im
OriginalgefaR und bei 2° bis 8° C bis zum Ablaufdatum stabil.
Verénderungen im Aussehen der Kitkomponenten kénnen ein Anzeichen
fir Instabilitét oder Zerfall sein.

Raumtemperatur bis zum

PROBENSAMMLUNG UND -VORBEREITUNG

Serum- oder Plasmaproben miissen bei 2-8°C aufbewahrt werden.
Falls der Test nicht innerhalb von 24 Std. durchgefiihrt wird, ist die
Aufbewahrung bei -20°C erforderlich.
Vermeiden Sie wiederholtes Einfrieren und Auftauen.
Vor Gebrauch missen alle Proben Raumtemperatur
Vortexmischen der Proben wird vor Gebrauch empfohlen.
Serum-, Heparinisiertes Plasma- oder EDTA-Plasmaproben liefern &hnliche
Ergebnisse.
Y(Serum) = 0,89 x (EDTA-Plasma) + 0,14 r=0,98
Y(Serum) = 1,02 x (Hep. Plasma) + 0,01  r=0,98
Keine hdmolytischen Proben benutzen

erreichen.

n=46
n=46

DURCHFUHRUNG

Bemerkungen zur Durchfiihrung
Verwenden Sie den Kit oder
Ablaufdatum.

Vermischen Sie Materialien von unterschiedlichen Kit-Chargen nicht.
Bringen Sie alle Reagenzien vor der Verwendung auf Raumtemperatur.
Mischen Sie alle Reagenzien und Proben griindlich durch sanftes Schitteln
oder Ruhren.

Fiihren Sie Kalibratoren, Kontrollen und Proben doppelt aus. Vertikale
Ausrichtung wird empfohlen.

Verwenden Sie zur  Zubereitung  der
Kunststoffbehalter.

Verwenden Sie saubere Einwegpipettenspitzen, um Kreuzkontamination
zu vermeiden.

Verwenden Sie zur Pipettierung der chromogene Ldsung und der
Stoppldsung keine Pipetten mit Metallteilen.

Prézisionspipetten oder ein automatisches Pipettiersystem erhéhen die
Prazision.

Achten Sie auf die Einhaltung der Inkubationszeiten.

Zur Vermeidung von Drift muss die Zeit zwischen dem Pipettieren des
ersten Kalibrators und der letzten Probe auf die Zeit beschrénkt werden,
die in Abschnitt XIII Absatz E (Zeitverzdgerung) erwahnt wird.

Erstellen Sie fir jeden Durchlauf eine Kalibrationskurve, verwenden Sie
nicht die Daten von fritheren Durchlaufen.

Pipettieren Sie die chromogene L6sung innerhalb von 15 Minuten nach
dem Waschen der Mikrotiterplatte.

Wahrend der Inkubation mit der chromogene Ld&sung
Mikrotiterplatte vor direktem Sonnenlicht zu schitzen.

dessen Komponenten nicht nach

Waschlésung  reinen

ist die



B. Durchfuhrung

1. Wihlen Sie die erforderliche Anzahl der Streifen fir den Lauf aus. Nicht
verwendete Mikrotiterstreifen sollten wieder dicht in der Folie
verschlossen mit Trockenmittel bei 2° bis 8°C gelagert werden.

2. Befestigen Sie die Streifen im Halterahmen.

3. Pipettieren Sie jeweils 50 pl Kalibrator, Kontrolle und Probe in die

entsprechenden Wells.
4. Pipettieren Sie 50 pl Anti-hGH-HRP Gebrauchslésung in alle Wells.
5. Inkubieren Sie 30 Minuten bei Raumtemperatur - Es ist zwingend
notwendig, die 30 Minuten Inkubationszeit einzuhalten.
6. Saugen Sie die Flissigkeit aus jedem Well ab.
7. Waschen Sie die Platte dreimal:
= pipettieren Sie 0,4 ml Waschldsung in jeden Well
= saugen Sie der Inhalt jedes Wells ab

8. Pipettieren Sie 100 pl der chromogene Losung innerhalb von 15 Minuten
nach dem Waschvorgang in jeden Well.
9. Inkubieren Sie die Mikrotiterplatte 30 Minuten bei Raumtemperatur;

vermeiden Sie direktes Sonnenlicht.

10.  Pipettieren Sie 100 pl der Stoppl6sung in jeden Well.

11.  Werten Sie die Absorptionen bei 450 nm (Referenzfilter 630 nm oder 650
nm) innerhalb 1 Stunde aus und berechnen Sie die Resultate wie in
Abschnitt XI beschrieben.

Xl.  BERECHNUNG DER ERGEBNISSE

1. Werten Sie die Platte bei 450 nm gegen einen Referenzfilter auf 650 nm

(oder 630 nm) aus.

Berechnen Sie den Durchschnitt aus den Doppelbestimmungen.

3. Tragen Sie auf semilogarithmischem oder linearem Millimeterpapier den
c.p.m. (Ordinate) fiir jeden Standard gegen die entsprechende
Konzentration hGH (Abszisse) und zeichnen Sie eine Kalibrationskurve
durch die Kalibrationspunkte, indem Sie die eingetragenen Punkte durch
gerade Linien verbinden.

I

4. Berechnen Sie die Konzentration fiir jede Kontrolle und Probe durch
Interpolation aus der Kalibrationskurve.
5. Computergestutzte Methoden konnen ebenfalls zur Erstellung der

Kalibrationskurve verwendet werden. Falls die Ergebnisberechnung mit
dem Computer durchgefiihrt wird, empfehlen wir die Berechnung mit
einer “4 Parameter”’-Kurvenfunktion.

X1l.  TYPISCHE WERTE
Die folgenden Daten dienen nur zu Demonstrationszwecken und kénnen nicht als
Ersatz fur die Echtzeitstandardkurve verwendet werden.

C. Préazision

INTRA ASSAY INTER ASSAY
Serum N <X>*SD CcVv Serum N <X>=*SD CcVv
(nIU/ml) (%) (uIU/ml) (%)
A 20 6,90 + 0,34 4,9 A 8 11,4+0,9 8,1
B 20 16,61 + 0,90 54 B 8 235+1,2 51

SD : Standardabweichung; CV: Variationskoeffizient

D. Genauigkeit
WIEDERFINDUNGSTEST

Probe Zugeg. hGH Wiedergef. hGH Wiedergefunden
(nIU/ml) (uIU/ml) (%)
Serum 4,3 4,1 95
13,5 12,8 95
26,8 28,1 105
52,1 58,9 113
Plasma 4,3 4,6 106
135 13,2 98
26,8 25,3 94
52,1 53,0 102
VERDUNNUNGSTEST
Probe Verdunn. Theoret. Konzent. Gemess. Konzent.
(nIU/ml) (uIU/ml)
Serum 1 1/2 - 97,7
1/4 48,8 57,0
1/8 24,4 27,7
1/16 12,2 13,6
1/32 6,1 6,4
1/64 3,1 3,0
Serum 2 1/1 - 21,2
12 10,6 9,3
1/4 53 4,6
1/8 2,7 2,2
1/16 1,3 1,1
1/32 0,7 0,6

hGH-EASIA OD Einheiten
Kalibrator 0 plU/ml 0,030
0,45 WlU/ml 0,062
5,4 plU/ml 0,226
12,9 plU/ml 0,501
43,5 plU/ml 1,429
98,0 plU/ml 2,330

XI. LEISTUNGSMERKMALE UND GRENZEN DER METHODIK

A. Nachweisgrenze
Zwanzig Null-Kalibratoren wurden zusammen mit einem Satz anderer
Kalibratoren gemessen.
Die Nachweisgrenze, definiert als die scheinbare Konzentration bei zwei
Standardabweichungen Uber dem gemessenen Durchschnittswert bei
Nullbindung, entsprach 0,17 plU/ml.

B. Spezifitat
Kreuzreaktive Hormone wurden zu einem minderwertigen und zu einem
hochwertigen Kontrolle zugegeben. Das Scheinbare hGH Ergebnis wurde

Die Proben wurden mit Null-Kalibrator verdiinnt.

Umrechnungsfaktor:
1plU der Standardzubereitung hGH-EASIA = 0,33 ng

E. Zeitverzoégerung zwischen letzter Kalibrator- und Probenzugabe
Es wird im Folgenden gezeigt, dass die Genauigkeit der Tests selbst dann
gewdhrleistet ist, wenn die Probe 60 Minuten nach Zugabe des Kalibrators
in die beschichteten R6hrchen zugegeben wird.

ZEITDIFFERENCE

0 min 10 min 20 min 30 min 45 min 60 min

S1 4,0 3,6 3,3 3,3 3,0 3,8
S2 13,5 15,0 138 13,0 12,6 13,0

gemessen.
hGH C1 hGH C2

Zugeg. Hormon piu/mi pIu/ml

- 1,9 135

hCG 100000 mIU/ml 2,0 14,3
hPL 10000 ng/ml 14 13,0
PRL 12500 ng/ml 1,8 12,6

F. Hook-Effekt
Eine Probe mit hGH bis zu 4000 pIU/ml liefert hohere Messwerte als der
letzte KalibratormeRwert.

X1V INTERNE QUALITATSKONTROLLE

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

. Falls zusétzliche Kontrollen erwiinscht sind, kann jedes Labor seinen
eigenen Pool herstellen, der in Aliquots eingefroren werden sollte.
Kontrollen mit erhdhten Azidkonzentrationen stéren die Enzymreaktion und
kdnnen nicht verwendet werden.



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

. Es wird empfohlen, Kontrollen im Assay routinemaBig wie unbekannte
Proben zu behandeln, um die Assayvarianz zu messen. Die Leistung des
Assay muss mit den Qualitdtskontrollkarten der Kontrollen uberpriift
werden.

. Es hat sich bewahrt, die durch den Computer ausgewéhlte Kurvenanpassung
visuell zu tiberpriifen.

XV. REFERENZ INTERVALLE

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

Bei gesunden Personen erfolgt die hGH-Ausschittung pulsatil. Tagsiber variiert
die hGH-Konzentration von < 0,2 bis 10 plE/ml. Im Schlaf steigt die hGH-
Konzentration kontinuierlich an (= 30 plE/ml).

Nach sportlichen Aktivitaten oder Stress (Blutentnahme, Hypoglykédmie) werden
hohe Werte, bei Hyperglyk&mie niedrige hGH-Spiegel gefunden.

Zwei Stunden nach Glucose-Belastung (75 g bei Erwachsenen) wurden bei
gesunden Personen (n = 34) hGH-Spiegel < 10 plIE/ml, nach einem
Stimulationstest (Insulin, Arginin, Glucagon) hGH-Spiegel > 20 pIE/ml
gefunden.

Patienten mit Akromegalie zeigten selbst nach Glucose-Gabe erhhte hGH-Werte
(> 10 plu/ml).

Bei hGH-Mangel kann keine oder nur verminderte Erhdhung der hGH-Spiegel
nach Stimulation detektiert werden (Minderwuchs durch hGH-Mangel;
Hypopituitarismus verschiedener Ursachen).

XI1. VORSICHTSMASSNAHMEN UND WARNUNGEN

Sicherheit

Nur fiir diagnostische Zwecke.

Die menschlichen Blutkomponenten in diesem Kit wurden mit europaischen und
in den USA erprobten FDA-Methoden getestet, sie waren negativ fir HBSAG,
anti-HCV und anti-HIV 1 und 2. Keine bekannte Methode kann jedoch
vollkommene Sicherheit dartiber liefern, dass menschliche Blutbestandteile nicht
Hepatitis, AIDS oder andere Infektionen ubertragen. Deshalb sollte der Umgang
mit Reagenzien, Serum oder Plasmaproben in Ubereinstimmung mit den
Sicherheitsbestimmungen erfolgen.

Alle tierischen Produkte und deren Derivate wurden von gesunden Tieren
gesammelt. Komponenten von Rindern stammen aus L&ndern in denen BSE nicht
nachgewiesen wurde.

Trotzdem sollten Komponenten, die tierische Substanzen enthalten, als potenziell
infektios betrachtet werden.

Vermeiden Sie Hautkontakt mit allen Reagenzien. Bei Kontakt grindlich mit
Wasser splilen.

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

KALIBRATOREN PROBE(N)
(un KONTROLLEN
(1)
Kalibratoren (0-5) 50 R
Proben, Kontrollen - 50
Anti-hGH-HRP 50 50
Gebrauchslésung
30 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren.
Inhalt jedes Wells absaugen.
Dreimal mit 400 pl Waschlésung waschen und absaugen.
chromogene Losung 100 100
30 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren.
Stopplésung 100 100
Auf einem Mikrotiterplatten-Lesegerat auswerten und Absorption jedes Wells bei 450
nm (gg. 630 oder 650 nm) vermerken.
. ; . Nummer der
DIAsource Katalognummer : Beipackzettelnummer: Originalausgabe:
KAP1081 1700573/de 120315/1

Revisionsdatum : 2012-03-15
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Prima di utilizzare il kit leggere attentamente le istruzioni per I’uso

hGH -EASIA

l. USO DELKIT

Kit immunoenzimetrico per la determinazione quantitativa in vitro dell’Ormone della Crescita umano
(hGH) in siero o plasma.

1. INFORMAZIONI DI CARATTERE GENERALE

A. Nome commerciale: DIAsource hGH-EASIA Kit
B. Numero di catalogo: KAP1081: 96 test
C. Prodotto da: DIAsource ImmunoAssays S.A.

Rue du Bosquet, 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgio.
Per informazioni tecniche o su come ordinare il prodotto contattare:
Tel: +32 (0) 10 84.99.11 Fax: +32 (0) 10 84.99.91
1. INFORMAZIONI CLINICHE

A. Attivita biologiche

L’hGH é un ormone polipeptidico (peso molecolare 21.500 Da) la cui produzione da parte delle celule acidofile della
ghiandola pituitaria anteriore & controllata da due importanti sostanze prodotte dall’eminenza mediana: il Fattore di
Rilascio dell’Ormone della Crescita (GRF) e la somatostatina, un agente dall’effetto inibente. Un ruolo non meno
importante nella secrezione dell’hnGH ¢ quello esercitato dalle vie dopaminergica, adrenergica e serotoninergica. La
secrezione di hGH viene stimolata anche da altri fattori quali ipoglicemia, esercizio fisico, digiuno, assunzione di pasti
ad alto contenuto proteico, sonno profondo, stress, glucagone, L-Dopa, aminoacidi e altro, mentre risulta inibita da
glucosio, cortisolo, hGH, e acidi grassi liberi. La sua breve emivita plasmatica (+/-25 minuti) e i vari stimoli eccitatori
o inibitori determinano ampie e frequenti variazioni del suo livello nel siero. L’azione dell’hGH a livello epatico e
tissutale, una delle sue principali funzioni fisiologiche, induce la produzione di somatomedina che stimola la crescita
attraverso un’azione diretta sui tessuti target. Al contrario di quanto accade per I’hGH, il livello di somatomedina nel

siero si mantiene stabile grazie al legame di questa con le proteine circolanti nel plasma.

B. Applicazione clinica
Ritardo nella crescita

L’iposecrezione di hGH é una delle varie cause di ritardo nella crescita in eta pediatrica. 1l dosaggio dell’hGH nel
siero mediante un test altamente sensibile, meglio ancora se effettuato in seguito a stimolo provocativo (assenza di
risposta), rappresenta uno strumento importante per la formulazione di una corretta diagnosi per pazienti di questo

tipo che possono essere trattati con somministrazioni di hGH.
Ipopituitarismo

La determinazione dei livelli di hGH nel siero & inoltre un indice della funzionalita ipofisaria in caso di sospetto

ipopituitarismo (idiopatico o dovuto a neoplasia e intevento chirurgico).
Gigantismo e acromegalia

La determinazione dei livelli di hGH nel siero, specialmente dopo test provocativo di inibizione (assenza di
risposta) & un mezzo importante per la formulazione diagnostica di ipersecrezione di hGH indotta da adenoma
acidofilo. Le patologie che ne derivano, gigantismo nel bambino e acromegalia nell’adulto, possono essere trattate

con intervento chirurgico o radioterapia.



IV.  PRINCIPIO DEL METODO

DIAsource hGH-EASIA € un immunosaggio a sensibilita amplificata a fase solida
eseguito su piastre di microtitolazione. | calibratori e i campioni reagiscono con la
cattura dell’anticorpo monoclonale (MAb 1) che riveste il pozzetto di
microtitolazione e con un anticorpo monoclonale (MAb 2) marcato con
horseradish perossidasi (HRP). Dopo un periodo di incubazione che consenta la
formazione di un sandwich: MAb 1 di rivestimento — hGH — MAb 2 — HRP, la
piastra di microtitolazione viene lavata per rimuovere 1’anticorpo marcato con
enzima non legato. L’anticorpo marcato con enzima non legato viene misurato
attraverso una reazione cromogenica. Si procede quindi con I’aggiunta della
soluzione cromogena (TMB-H,0,) e successiva incubazione. La reazione viene
interrotta con ’aggiunta di Soluzione di arresto; quindi la piastra di
microtitolazione viene letta alla lunghezza d’onda adeguata.  La quantita di
turnover del substrato viene determinata colorimetricamente misurando
I’assorbanza che ¢ proporzionale alla concentrazione di hGH.

Viene tracciata una curva di calibrazione e la concentrazione hGH nei campioni
viene determinata per interpolazione dalla curva di calibrazione.

V. REATTIVI FORNITI

Reattivi Kit da 96 Codice Volume di
test colore ricostituzione
Piastra di microtitolazione | 96 pozzetti Blu Pronte per I’uso
con 96 pozzetti
1|1r separabili, rivestiti anti
hGH (anticorpi
monoclonali)
Ab HRP |conc 1 flacone Giallo Diluire 40 x con
02 ml tampone del
Coniugato: marcato HRP anti-hGH ' coniugato
(Anticorpi monoclonali) in tampone
stabilizzante
BUF 1 flacone Rosso Pronto per uso
Tampone del coniugato: tampone 6 ml
TRIS-HCI con albumina di siero
bovino e timolo
1 flacone Giallo Aggiungere 2,0 ml
ca | o | e _ ©
liofiliz. di acqua distillata
Calibratore zero in siero di pecora e
timolo.

CAL 5 flaconi Giallo Aggiungere 1 ml di
Calibratore 1-5 (le concentrazioni liofiliz. acqua distillata
esatte degli calibratore sono riportate
sulle etichette dei flaconi), in siero di
pecora e timolo.

| WASH | SOLN |CONC | 1 flacone Bruno Diluire 200 x con
10ml acqua dlstllla’_[a
usando un agitatore
Tampone di lavaggio (TRIS HCI) magnetico)..
2 flaconi Argento | Aggiungere 1 ml di
liofiliz acqua distillata
Controlli: N=10 2, insiero umano :
con timolo
1 flacone Bruno Pronto per ’uso
CHROM | TMB
12 mi
Soluzione Cromogena TMB
(tetrametilbenzidina)
1 flacone bianco Pronto per I’uso
12 mi
Soluzione di arresto: HCI 1IN

Note: 1. Usare lo standard zero per diluire i campioni.
2. 1 pUl della preparazione standard & equivalente a 1 pUl di 2" IS

98/574.
VI. REATTIVI NON FORNITI

1l seguente materiale € richiesto per il dosaggio ma non é fornito nel kit.

1. Acqua distillata di qualita elevata

2. Pipette per dispensare 50 pl, 200 pl, 500 pul e 2 ml (Si raccomanda di
utilizzare pipette accurate con puntale in plastica monouso).

3. Agitatore tipo vortex.

4. Agitatore magnetico.

5 lavatrice per piastra di microtitolazione

6.

VII.

ow

VI

=

Lettore piastra di microtitolazione con una potenza di lettura di 450 nm e
650 nm (lettura bicromatica)

PREPARAZIONE DEI REATTIVI

Calibratore: Ricostituire il calibratore zero con 2,0 ml di acqua distillata e
gli altri calibratori con 1 ml di acqua distillata.

Controlli: Ricostituire i controlli con 1 ml di acqua distillata.

Soluzione di lavoro del coniugato anti-hGH-HRP: Preparare la quantita
necessaria di soluzione del coniugato aggiungendo 25 pl del coniugato
anti-nGH-HRP a 1 ml di tampone del coniugato. Utilizzare un vortex per
omogeneizzare. Si raccomanda la preparazione estemporanea.

Soluzione di lavoro del tampone di lavaggio: Preparare la quantita
necessaria di soluzione di lavoro del tampone di lavaggio aggiungendo 199
parti di acqua distillata ad una parte di tampone di lavaggio concentrato
(200x). Usare un agitatore magnetico per rendere la soluzione omogenea. La
soluzione di lavoro va scartata al termine della giornata.

CONSERVAZIONE E SCADENZA DEI REATTIVI

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

Le strisce reattive inutilizzate devono essere conservate a 2-8°C, in un
contenitore sigillato che contenga un essiccante fino alla data di scadenza.
Dopo la ricostituzione, i calibratori e i controlli sono stabili 7 giorni a 2-8°C.
Per periodi di conservazione molto lunghi, preparare e mantenere le aliquote
a—20°C. Evitare ripetuti cicli di congelamento-scongelamento dei campioni.
La soluzione di lavaggio concentrata € stabile a temperatura ambiente fino
alla data di scadenza.

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

Dopo apertura del flacone, il coniugato é stabile fino alla data di scadenza
riportata sull’etichetta, se conservato a 2-8°C nel flacone originale ben
tappato.

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

RACCOLTA E PREPARAZIONE DEI CAMPIONI

Conservare i campioni di siero o plasma a 2-8°C.
Se non si desidera eseguire il dosaggio entro 24 ore dal prelievo, si
raccomanda di conservare i campioni a —20°C. Evitare ripetuti cicli di
congelamento-scongelamento dei campioni.
Prima dell’impiego, tutti i campioni devono essere a temperatura ambiente.
Si raccomanda di vortexare i campioni prima di utilizzarli.
Siero, plasma eparinato o plasma EDTA producono risultati simili.
Y(siero) = 0.89 x (plasma EDTA) + 0.14 plU/ml r=0.98 n=46
Y(siero) = 1.02 x (plasma eparinato) + 0.01 plU/ml r=0.98 n=46
Non usare campioni emolizzati.

METODO DEL DOSAGGIO

Avvertenze generali

Non usare il kit 0 suoi componenti oltre la data di scadenza.

Non mescolare reattivi di lotti diversi.

Prima dell’uso portare tutti i reattivi a temperatura ambiente.

Mescolare delicatamente i campioni per inversione o rotazione.

Eseguire calibratori, controlli e campioni in doppio. Si raccomanda
’allineamento verticale.

Utilizzare un contenitore di plastica pulito per preparare la soluzione di
lavaggio.

Per evitare cross-contaminazioni, cambiare il puntale della pipetta ogni
volta che si usi un nuovo reattivo o campione.

Per la distribuzione della soluzione cromogena e la Stop Solution evitare
pipette con parti metalliche.

L’uso di pipette ben tarate e ripetibili o di sistemi di pipettamento
automatici migliora la precisione del dosaggio.

Rispettare i tempi di incubazione.

Per evitare derive, I’intervallo tra il pipettaggio del primo calibratore e
I’ultimo campione deve essere limitato ai tempi riportati nella sezione XIlII,
paagrafo E (Tempo Trascorso).

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

Distribuzione della soluzione cromogena entro 15 minuti dopo il lavaggio
della piastra di microtitolazione.

Durante I’incubazione con la soluzione cromogena evitare la luce diretta
del sole sulla piastra di microtitolazione.

Metodo del dosaggio

Selezionare il numero di strisce reagenti necessario per il test. Le strisce
reagenti inutilizzate devono essere risigillate nel contenitore con un
essiccante e conservate a 2-8°C.

Assicurare le strisce reagenti nel telaio di supporto.



3. Pipettare 50 pl di ogni calibratore, controllo e campione nei pozzetti

adeguati.

4. Pipettare 50 pl della soluzione di lavoro del coniugato anti-hGH-HRP in
tutti i pozzetti.

5. Incubare per 30 minuti a temperatura ambiente - Il rispetto della durata di
30 minuti di tale incubazione € indispensabile.

6. Aspirare il liquido da ogni pozzetto.

7. Lavare la piastra 3 volte :

= versando 0,4 ml di soluzione di lavaggio in ogni pozzetto
= aspirando il contenuto di ogni pozzetto

8. Pipettare in ogni pozzetto 100 pl di Soluzione Cromogena entro 15 minuti
dal termine della fase di lavaggio.
9. Incubare la piastra di microtitolazione per 30 minuti a temperatura

ambiente; evitare la luce diretta del sole.

10.  Pipettare 100 pl di soluzione di arresto in ogni pozzetto.

11.  Leggere le assorbanze a 450 nm (filtro di riferimento a 630 nm o 650 nm)
entro un’ora e calcolare i risultati come descritto nella sezione XI.

Xl.  CALCOLO DEI RISULTATI

1. Leggere la piastra a 450 nm rispetto a un filtro di riferimento regolato a
650 nm (0 630 nm).

2. Calcolare la media delle determinazioni in duplicato.

3. Costruire la curva di calibrazione su carta millimetrata semilogaritmica o

lineare ponendo in ordinata le medie dei OD dei replicati degli standard e
in ascissa le rispettive concentrazioni di hGH, collegando i punti tracciati
con linee rette.

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

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

XIl.  CARATTERISTICHE TIPICHE

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

D. Accuratezza
TEST DI RECUPERO
Campione hGH aggiunta hGH Recupero
(nIU/ml) recuperata (%)
(nIU/ml)
Siero 4,3 41 95
13,5 12,8 95
26,8 28,1 105
52,1 58,9 113
Plasma 43 4,6 106
13,5 13,2 98
26,8 25,3 94
52,1 53,0 102
TEST DI DILUIZIONE
Campione Diluizione Concentrazione Concentrazione
teorica misurata
(uIU/ml) (IU/ml)
Siero 1 1/2 - 97,7
1/4 48,8 57,0
1/8 24,4 27,7
1/16 12,2 13,6
1/32 6,1 6,4
1/64 31 3,0
Siero 2 1/1 - 21,2
172 10,6 9,3
1/4 53 4,6
1/8 2,7 2,2
1/16 13 11
1/32 0,7 0,6

I campioni sono stati diluiti con calibratore zero.

E.

Fattore di conversione: 1ulU hGH EASIA Calibrator = 0,33ng

Tempo trascorso tra I’aggiunta dell’ultimo calibratore e il campione

hGH-EASIA Unita OD
Calibratore 0 plU/ml 0,030
0,45 uIU/ml 0,062
54 wU/ml 0,226
129 plU/ml 0,501
435 wU/ml 1,429
98,0 wlU/ml 2,330

Come mostrato nella seguente tabella, il dosaggio si mantiene accurato anche
quando un campione viene aggiunto nelle provette sensibilizzate 60 minuti dopo
I’aggiunta del calibratore.

XIl. CARATTERISTICHE E LIMITI DEL METODO

A. Sensibilita

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

La sensibilita, calcolata come concentrazione apparente di un campione con OD
pari alla media piu 2 deviazioni standard di 20 replicati dello standard zero, &
risultata essere 0,17 plU/ml.

B. Specificita

Sono stati aggiunti ormoni cros-reattivi a un campione di controllo a basso livello
di hGH e a un campione di controllo a livello elevato ed é stata quindi misurata la
risposta apparente dell’hGH.

TEMPO TRASCORSO
0 min 10 min 20 min 30 min 45 min 60 min
S1 4,0 3,6 3,3 3,3 3,0 3,8
S2 13,5 15,0 13,8 13,0 12,6 13,0

. R hGH C1 hGH C2
Ormoni aggiunti
plu/ml plu/ml
R 1,9 13,5
hCG 100000 mlU/ml 2,0 14,3
hPL 10000 ng/ml 14 13,0
PRL 12500 ng/ml 18 12,6
C. Precisione
INTRA SAGGIO INTER SAGGIO
Siero N <X>+SD Ccv Siero N <X>+SD Ccv
(nIU/ml) (%) (nIU/ml) (%)
A 20 6,90 + 0,34 4,9 A 8 11,4+0,9 8,1
B 20 16,61 + 0,90 54 B 8 235+172 51

SD : Deviazione Standard; CV: Coefficiente di Variazione

D. Effetto hook
Un campione ha cui é stata aggiunta hGH fino a 4000 plU/ml ha OD
superiori a quello dello standard piu concentrato.

XIV. CONTROLLO DI QUALITA’ INTERNO

Se i risultati ottenuti dosando il Controllo 1 e il Controllo 2 non sono
all’interno dei limiti riportati sull’etichetta dei flaconi, non & opportuno
utilizzare i risultati ottenuti per i campioni, a meno che non si trovi una
giustificazione soddisfacente.

Ogni laboratorio pud preparare un proprio pool di sieri da utilizzare come
controllo, da conservare congelato in aliquote. | controlli che contengono
azide interferiscono con la reazione enzimatica e quindi non possono essere
utilizzati.

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

Si raccomanda di saggiare i controlli con regolarita come campioni
sconosciuti per misurare la variabilita del saggio. La resa del saggio deve
essere monitorata con tabelle di controllo qualita dei controlli.

E buona pratica verificare visivamente il modello di curva selezionato dal
computer.



XV. INTERVALLI DI RIFERIMENTO

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

In soggetti normali la secrezione dell’ormone della crescita (hGH) é pulsatile.
Durante il giorno, le concentrazioni di hGH variano da <0,2-10 pUl/ml, mentre
durante il sonno aumentano sensibilmente (+/- 30 pUI/ml)

La secrezione di hGH viene fortemente stimolata dall’esercizio fisico e dallo
stress (iniezione endovenosa, ipoglicemia...) e viene al contrario inibita
dall’iperglicemia. In_soggetti normali (n=34), a due ore dal test da carico di
glucosio (75g. negli adulti), i livelli di hGH sono risultati inferiori a 10 pUl/ml, e
la risposta dell’nGH ai test di stimolazione (insulina, arginina e glucagone) ha
superato il livello di 20 pUl/ml.

Nei soggetti con acromegalia, i livelli di hGH sono risultati elevati anche dopo
carico di glucosio (>10 pUl/ml).

Nei casi di deficit di hGH, la risposta ai test di stimolazione risulta assente o
fortemente attenuata (bassa statura dovuta a deficit di hGH, ipopituitarismo di
varia origine).

XVI. PRECAUZIONI PER L’USO

Sicurezza

11 kit & solo per uso diagnostico in vitro.

| reattivi di origine umana presenti nel kit sono stati dosati con metodi approvati
da organismi di controllo europei o da FDA e si sono rivelati negativi per HBs Ag,
anti HCV, anti HIV1 e anti HIV2. Non sono disponibili metodi in grado di offrire
la certezza assoluta che derivati da sangue umano non possano provocare epatiti,
AIDS o trasmettere altre infezioni. Manipolare questi reattivi o i campioni di siero
o plasma secondo le procedure di sicurezza vigenti.

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

Evitare qualsiasi contatto della cute con tutti i reagenti. In caso di contatto, lavare
abbondamentemente con acqua.

Non fumare, bere, mangiare o applicare cosmetici nell’area di lavoro. Non
pipettare i reattivi con pipette a bocca. Utilizzare indumenti protettivi e guanti
monouso.
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XVIIIl.  SCHEMA DEL DOSAGGIO
CALIBRATORE CAMPIONI
() CONTROLLI

(kD)
Calibratore (0 - 5) 50 _
Campioni, controlli - 50
Soluzione di lavoro del 50 50
coniugato anti-hGH-HRP

Incubare per 30 minuti a temperatura ambiente.
Aspirare il contenuto di ogni pozzetto.
Lavare 3 volte con 400 pl di soluzione di lavaggio e aspirare.

Soluzione chromogena 100 100

Incubare per 30 minuti a temperatura ambiente.

Soluzione di arresto 100 100

Leggere su un lettore per piastra da microtitolazione e registrare
I’assorbanza di ogni pozzetto a 450 nm (rispetto a 630 0 650 nm)

Numero di catalogo di
DIAsource:
KAP1081

Revisione numero:
120315/2

P.1. numero:
1700573/t

Data di revisione : 2015-07-06
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Lea todo el protocolo antes de utilizar.

hGH-EASIA

INSTRUCCIONES DE USO

Ensayo inmunoenzimético para la medicion cuantitativa in vitro de la Hormona de Crecimiento
Humana (hGH) en suero o plasma.

INFORMACION GENERAL
Nombre: DIAsource hGH-EASIA Kit
Numero de catdlogo:  KAP1081: 96 pruebas

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

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

INFORMACION CLINICA

Actividades biol6gicas

La hGH es una hormona polipeptidica (peso molecular 21,500 Da) producida por las células acidofilas de la
adenohipdfisis bajo el control de dos sustancias principales de la eminencia media: factor de liberacion de la
hormona de crecimiento (GRF) y un agente inhibidor, somatostatina. Las vias dopaminérgica, adrenérgica
serotoninérgica y neuroendocrina también juegan un papel importante en el control de la secrecion de hGH.
Estimulos excitatorios de la secrecion de hGH incluyen hipoglicemia, ejercicio, ayuno, alimentos con un
contenido proteico alto, suefio profundo, estrés, glucagén, L Dopa, aminoacidos etc. Estimulos inhibitorios
incluyen glucosa, cortisol, hGH y &cidos grasos. Debido a su corta vida media plasmética (25 minutos) y
los frecuentes estimulos excitatorios e inhibitorios, la hGH presenta variaciones frecuentes y prolongadas de
concentracion en el suero.

Una de las funciones fisioldgicas principales de la hGH es de actuar en el higado y otros tejidos para
producir somatomedinas, la que a su vez induce el crecimiento por accion directa en tejidos diana. En
contraste con la hGH, la concentracion de somatomedinas séricas se mantiene estable gracias a que en su
mayoria se encuentra unida a proteinas plasmaticas circulantes.

Aplicacion clinica

Retardo en el crecimiento

La hiposecrecion de hGH es una de las varias causas de la baja estatura en nifios. La medicion de hGH en
suero con un ensayo altamente sensible, especialmente después de un estimulo (ausencia de respuesta),
constituye un modo muy importante de establecer este diagndstico ya que este grupo de pacientes puede
tratarse con la administracion de hGH.

Insuficiencia adenohipofisiaria

La medicion de la hGH sérica también es un indice de la funcion de la hipofisis cuando se sospecha de
insuficiencia adenohipofisiaria (ya sea idiopatica o debida a un tumor y cirugia).

Gigantismo y acromegalia

La medicién de la hGH sérica, especialmente después de una prueba que provoca inhibicion (ausencia de
respuesta) constituye un modo muy importante de establecer el diagnostico de hipersecrecion dela hGH
debido a un tumor acidofilo de la hipdfisis. Esto resulta en gigantismo en nifios y acromegalia en adultos.
Ambos trastornos se pueden tratar con cirugia o irradiacion.



IV.  PRINCIPIOS DEL METODO

El DIAsource HGH-EASIA es un inmunoensayo de fase sélida enzimatico de
sensibilidad amplificada realizado en una microplaca. Los calibradores y muestras
reaccionan con el anticuerpo monoclonal capturado (MAb 1) que recubre los
pocillos de la microplaca y con un anticuerpo monoclonal (MAb 2) marcado con
peroxidasa de rabano picante (HRP). Después de un periodo de incubacién que
permite la formacion de un emparedado: MAb 1 capturado — hGH — MAb 2 —
HRP, la microplaca se lava para eliminar los anticuerpos marcados con enzima
que no se han unido. El anticuerpo marcado con enzima que se ha unido se mide a
través de una reaccion cromogénica. Se afiade la solucién cromogénica (TMB —
H,0,) y se incuba. La reaccion se detiene afiadiendo solucion de parada y se lee la
microplaca a la longitud de onda adecuada. La cantidad de sustrato utilizado se
determina en forma colorimétrica midiendo la absorbancia, que es proporcional a
la concentracion de hGH.

Se hace un gréfico de la curva de calibracion y la concentracion de hGH en las
muestras se determina interpolando a partir de la curva de calibracion.

V. REACTIVOS SUMINISTRADOS

Reactivos Kit de 96 Codigo Reconstitucion
pruebas de
colores

Microplaca desprendible | g6 pocillos azul | Listo para usar
con 96 pocillos recubiertos

con anti hGH (anticuerpos

monoclonales)

Ab HRP | conc 1 vial amarillo | Diluya 40X con tamp6n
0,2 ml de conjugado

Conjugado: anti hGH marcado con
HRP (anticuerpos monoclonales)
en tampon estabilizante

BUF 1 vial rojo Listo para usar
Tampon de conjugado: Tampon 6mi
TRIS-HCI con albimina de suero
bovino y timol

CAL n 1 vial amarillo | Afiada 2,0 ml de agua
liofilizado destilada
Calibrador cero en suero de oveja
y timol
CAL 5 viales amarillo | Afiada 1 ml de agua
liofilizados destilada
Calibrador N=1a5
(ver los valores exactos en las
etiquetas de los viales) en suero de
oveja y timol
|WASH| SOLN |CONC| 1 vial marron D|Iu_ya 200 x con agua
10 ml destilada (use un
Solucién de lavado (Tris-HCI) agitador magnético).
“ 2 viales plata | Afiada 1 ml de agua
liofilizados destilada
Controles-N =102
en suero humano con timol
1 vial marrén | Listo para usar
12 ml
Solucién cromogénica TMB
(Tetrametilbencidina)
blanco | Listo para usar

1 vial
B 2m

Solucién de parada: HCI 1N

Nota: 1. Utilice el calibrador cero para diluir muestras.
2. 1 plU de la preparacion del calibrador es equivalente a 1 plU del 2™
1S 98/574.

VI.  MATERIALES NO SUMINISTRADOS

El siguiente material es necesario pero no esta suministrado en el kit:

1. Agua destilada de alta calidad

2. Pipetas para dispensar : 50 pl, 200 pl, 500 pl'y 2 ml (se recomienda el uso
de una pipeta precisa con puntas plasticas desechables)

3. Agitador Vortex

4. Agitador magnético

5 Lavadora de microplacas

6.

VIL.

VI

Lector de microplacas capaz de leer a 450 nm y 650 nm (lectura
bicromética)

PREPARACION DE REACTIVOS

Calibradores : Reconstituya el calibrador cero con 2,0 ml de agua destilada
y otros calibradores con 1 ml de agua destilada.

Controles : Reconstituya los controles con 1 ml de agua destilada.
Conjugado anti-hGH-HRP de trabajo: Prepare un volumen adecuado de
solucién de conjugado afiadiendo 25 pl del conjugado anti-hGH-HRP
concentrado a 1 ml de tamp6n de conjugado. Use un Vortex para
homogenizar. Se recomienda preparar inmediatamente antes de utilizar.
Solucién de lavado de trabajo : Prepare un volumen adecuado de solucién
de lavado de trabajo afiadiendo 199 volimenes de agua destilada a 1
volumen de solucién de lavado (200x). Utilice un agitador magnético para
homogenizar. Elimine la solucién de lavado de trabajo no utilizada al final
del dia.

ALMACENAJE Y CADUCIDADES DE LOS REACTIVOS

Antes de abrir 6 reconstituir todos los componentes de los kits son estables
hasta la fecha de caducidad indicada en la etiqueta, si se guardan a 2-8°C.
Los pocillos no utilizados deben almacenarse entre 2-8°C, en una bolsa
sellada que contenga un desecante hasta la fecha de caducidad.

Después de reconstituir, los calibradores y controles son estables por 1
semana entre 2 y 8°C. Para periodos de almacenaje mas largos, se deben
preparar alicuotas que se almacenan a -20°C. Evite ciclos sucesivos de
congelamiento y descongelamiento.

La solucidn de lavado concentrada es estable a temperatura ambiente hasta
la fecha de caducidad.

La solucién de lavado de trabajo recién preparada debe ser utilizada el
mismo dia.

Después del primer uso, el conjugado es estable hasta la fecha de
caducidad si se mantiene en el vial original, bien cerrado entre 2 y 8°C.
Alteraciones en la apariencia fisica de los reactivos del kit pueden indicar
inestabilidad o deterioro.

RECOGIDA Y PREPARACION DE MUESTRAS

Las muestras de suero 6 plasma deben ser guardadas a 2-8°C.
Si la prueba no se realiza dentro de las 24 horas, se recomienda almacenar
en aliquotas a -20°C. Evite ciclos consecutivos de congelamiento y
descongelamiento.
Antes de utilizarlas, todas las muestras deben estar a temperatura
ambiente. Se recomienda agitar las muestras en un Vortex antes de utilizar.
El suero, el plasma heparinizado o el plasma EDTA dan resultados
similares.
Y (suero) = 0,89 x (plasma EDTA) + 0,14 plU/ml r=0,98 n=46
Y (suero) = 1,02 x (plasma heparinizado) + 0,01 plU/mlr=0,98 n=46
No utilice muestras hemolizadas.

PROTOCOLO

Notas de manejo

No utilice el kit 0 sus componentes después de la fecha de caducidad.

No mezcle materiales de kits con nimeros de lote diferentes.

Antes de utilizar deje que todos los reactivos alcancen temperatura
ambiente.

Mezcle exhaustivamente todos los reactivos y muestras agitandolos
suavemente o girandolos.

Analice los calibradores, controles y muestras en duplicado. Se
recomienda la alineacion vertical

Utilice un envase de plastico limpio para preparar la solucion de lavado.
Para evitar contaminacion cruzada, utilice una punta de pipeta desechable,
limpia para afadir cada reactivo y muestra.

Para dispensar la solucién cromogénica y la solucién de parada evite las
pipetas con partes metalicas.

Pipetas de alta precision o equipo de pipeteo automatico mejorara la
precision.

Respete los tiempos de incubacion.

Para evitar la demora, el tiempo entre el pipeteo del primer calibrador y la
Gltima muestra debe limitarse al tiempo mencionado en la seccion XIliI
parrafo E (Demora en el tiempo).

Prepare una curva de calibracion para cada serie, no utilice datos de series
anteriores.

Dispense la solucion cromogénica dentro de 15 minutos después del
lavado de la microplaca.

Durante la incubacion con la solucién cromogénica, evite la luz solar
directa sobre la microplaca.
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Procedimiento

Seleccione el nimero requerido de pocillos para la serie. Los pocillos no
utilizados deben volver a almacenarse en la bolsa sellada con el desecante
a2-8°C.

Fije las tiras de pocillos en el marco de sostén.

Pipetee 50 pl de cada calibrador, control y muestra en los pocillos
pertinentes.

Pipetee 50 pl de conjugado anti-hGH-HRP de trabajo en todos los
pocillos.

Incube por 30 minutos a temperatura ambiente — Es obligatorio respetar
los 30 minutos que dura esta incubacion

Aspire el liquido de cada pocillo.

Lave la placa 3 veces:

= Dispensando 0,4 ml de solucién de lavado en cada pocillo

= Aspirando el contenido de cada pocillo

Pipetee 100 ul de solucion cromogénica en cada pocillo dentro de los 15
minutos después del paso de lavado.

Incube la microplaca por 30 minutos a temperatura ambiente, evitando la
luz solar directa.

Pipetee 100 pl de solucién de parada en cada pocillo.

Lea las absorbancias a 450 nm (filtro de referencia 630 nm o 650 nm)
dentro de 1 hora y calcule los resultados como se describe en la seccion
XI.

CALCULO DE RESULTADOS

Lea la placa a 450 nm contra un filtro de referencia a 650 nm (o 630 nm).
Calcule la media de las determinaciones en duplicado.

En papel semi logaritmico o lineal dibuje los valores de DO (ordenada)
para cada calibrador contra la concentracion de hGH correspondiente
(abscisa) y dibuje una curva de calibracién a través de los puntos de los
calibradores conectando los puntos con lineas rectas.

Lea la concentracién de cada control y muestra por interpolacion en la
curva de calibracion.

La reduccion de datos asistida por un ordenador simplificard estos
célculos. Si utiliza un procesamiento automatico de los resultados, se
recomienda un ajuste de la curva con una funcién logistica de 4
parametros.

EJEMPLO DE RESULTADOS

Los siguientes datos son solo a modo de ilustracion y nunca deben utilizarse en
vez de la curva de calibracién en tiempo real.

C. Precision
INTRA ENSAYO INTER ENSAYO
Suero N <X>+SD CcVv Suero N <X>+SD cVv
(uIU/ml) (%) (wIU/ml) (%)
A 20 6,90 + 0,34 4,9 A 8 11,4+0,9 8,1
B 20 16,61+ 0,90 54 B 8 235+1,2 51

SD : Desviacion estandar; CV: Coeficiente de variacion

D. Exactitud )
PRUEBA DE RECUPERACION
Muestra hGH afiadido hGH Recuperacion
(uIU/ml) recuperado (%)
(uIU/ml)
Suero 4,3 4,1 95
13,5 12,8 95
26,8 28,1 105
52,1 58,9 113
43 4,6 106
Plasma 13,5 13,2 98
26,8 253 94
52,1 53,0 102
PRUEBA DE DILUCION
Muestra Dilucién Concent. tedrica Concent. medida
(uIU/ml) (uIU/ml)
Suero 1 12 - 97,7
1/4 48,8 57,0
1/8 24,4 27,7
1/16 12,2 13,6
1/32 6,1 6,4
1/64 31 3,0
Suero 2 171 - 21,2
1/2 10,6 9,3
1/4 53 4,6
1/8 2,7 2,2
1/16 1,3 1,1
1/32 0,7 0,6

hGH-EASIA Unidades DO
Calibrador 0,00 uIU/ml 0,030
0,45 plU/ml 0,062

5,40 plU/ml 0,226

12,90 plU/ml 0,501

43,50 plU/ml 1,429

98,00 plU/ml 2,330

Las muestras se diluyeron con calibrador cero.

Factor de conversion : 1pulU hGH-EASIA Calibrador = 0,33 ng

X1Il. REALIZACION Y LIMITACIONES
A Limite de deteccion
Se analizaron 20 calibradores cero en conjunto con un grupo de otros
calibradores. El limite de deteccion, definido como la concentracién
aparente dos desviaciones estandar sobre la DO promedio cuando hay cero
unién, fue 0,17 pIU/ml.
B. Especificidad
Se afiadieron hormonas con reaccion cruzada a una muestra de control con
hGH alto y otro bajo. Se midi6 la respuesta hGH aparente.
. hGH C1 hGH C2
Hormona afadida
plu/ml pulu/ml
R 1,9 135
hCG 100000 mIU/mlI 2,0 14,3
hPL 10000 ng/ml 14 13,0
PRL 12500 ng/ml 1,8 12,6

E. Tiempo de espera entre la dispensacion del ultimo calibrador y la de
la muestra
Como se muestra a continuacion, los resultados de los ensayos contintan
siendo correctos aun cuando una muestra es dispensada 60 minutos
después de que se han afiadido los calibradores a los pocillos recubiertos.
DEMORA EN EL TIEMPO
0 min 10 min 20 min 30 min 45 min 60 min
S1 4,0 3,6 33 33 3,0 38
S2 13,5 15,0 13,8 13,0 12,6 13,0
F. Efecto de gancho

Una muestra a la que se le ha afiadido hGH hasta 4000 pIU/ml resulta en
una DO maés alta que el punto del dltimo calibrador.



XIV. CONTROL DE CALIDAD INTERNO

L] Si los resultados obtenidos para el Control 1 y/o el Control 2 no estan
dentro el rango especificado en la etiqueta del vial, los resultados no se
pueden utilizar a no ser que se encuentre una explicacion satisfactoria para
la discrepancia.

L] Si asi lo desean, cada laboratorio puede hacer su propio conjunto de
muestras de control, que deben mantenerse congelados en alicuotas. Los
controles que contienen azida, interferiran con la reaccién enzimética y no
se pueden utilizar.

. Los criterios de aceptacién para la diferencia entre los resultados en
duplicado de las muestras deben basarse en las buenas practicas de
laboratorio.

. Se recomienda que los controles sean analizados rutinariamente como

muestras desconocidas para medir la variabilidad del ensayo. El
rendimiento del ensayo debe controlarse con graficos de control de calidad
de los controles.

L] Es buena préctica revisar visualmente el ajuste de la curva seleccionada
por el ordenador.

XV. INTERVALOS DE REFERENCIA

Estos valores son solo una guia; cada laboratorio debe establecer su propio rango
normal de valores.

En sujetos normales, la secrecion de la hormona de crecimiento (hGH) es pulsatil.
Durante el dia, las concentraciones de hGH varian entre <0,2-10 pUl / ml.
Durante el suefio, las concentraciones de hGH aumentan constantemente (+ 30
pUIl/ ml).

La secrecion de hGH se estimula en gran medida por el ejercicio y el estrés
(puncién venosa, hipoglucemia, ...), pero disminuye por la hiperglucemia.

En sujetos normales (n = 34), dos horas después de la carga de glucosa oral (75 g
en adultos), los niveles de hGH fueron inferiores a 10 pUIl y la respuesta de la
hGH a pruebas de estimulacién (insulina, arginina, administracién de glucagén)
aumentaron por sobre 20 pUl / ml.

Los niveles de hGH estaban elevados (incluso después de carga de glucosa) en la
acromegalia (> 10 pUI/ ml).

En la deficiencia de hGH, la respuesta a la prueba de estimulacion esta ausente o
disminuida (baja estatura por la deficiencia de hGH; hipopituitarismo de diversos
origenes)

XVI. PRECAUCIONES Y ADVERTENCIAS

Seguridad

Solo para uso de diagnoéstico in vitro.

Los componentes de sangre humana incluidos en este kit han sido analizados con
métodos aprobados en Europa y/o por la FDA y fueron negativos para HBsAg,
anti-VHC, anti-VIH-1 y 2. Ningin método conocido puede garantizar totalmente
que los derivados de la sangre humana no transmitan hepatitis, SIDA u otras
infecciones. Por lo tanto, el manejo de reactivos, suero o plasma deben cumplir
con los procedimientos de seguridad locales.

Todos los productos de origen animal y derivados son de animales sanos. Los
componentes bovinos son originarios de paises donde no se ha informado la
presencia de EEB. Sin embargo, los componentes que contienen sustancias
animales deben ser tratados como potencialmente infecciosos.

Evite el contacto de la piel con todos los reactivos. En caso de contacto, lave con
abundante agua.

No fume, beba, ingiera alimentos o aplique cosméticos en el area de trabajo. No
pipetee con la boca. Use ropa protectora y guantes desechables.
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XVIII. RESUMEN DEL PROTOCOLO
MUESTRA(S)
CALIBRADORES CONTROLES
(k) ()
Calibradores (0-5) 50 -
Controles, Muestras - 50
Conjugado Anti-hGH-HRP 50 50
de trabajo
Incube por 30 minutos a temperatura ambiente
Aspire el contenido de cada pocillo.
Lave 3 veces con 400 pl de solucién de lavado y aspire.
Solucién cromogénica 100 100
Incube por 30 minutos a temperatura ambiente
Solucién de parada 100 100
Lea en un lector de microplacas y registre la absorbancia de cada pocillo a 450 nm
(versus 630 0 650 nm).
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A

Awpdaote 0AOKANPO TO TPOTOKOALO TPV ATO TN YP1 oM.

hGH-EASIA

XPHXH I'lA THN OIIOIA IIPOOPIZETAI

Avoc0eVQUUOUETPIKOG TPOGdIOPIGHOS Yo TV N VItro mocotiky pétpnon g avlpdmvig ovEnTIKNg
opuévng (hGH) otov opd kot o TAGG L.

T'ENIKEX INHPO®POPIEX
Epmopuc ovopacia: Kt hGH-EASIA g DIAsource
Ap1Opog katoroyou: KAP1081: 96 npocdiopiopoi

Koataokevaletor andé tqv:  DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue du Bosquet, 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgium.

TN teyviki for)0gia 1] TApoPopicg 6YeTIKA pe TAPAYYELIES EMKOIVOVI|GTE GTO:
Tnh.: +32 (0)10 84.99.11 Dog: +32 (0)10 84.99.91

KAINIKO YIIOBA®PO

Buoloyucn dpaen g hGH

H hGH egivar pa molvmentidien oppdvn (poprakd Bapog 21.500 Da) mov mapdyetor omd to 0EedPiAo
KOTTOpo TG TPOGhog VITOEVONG VIO TOV EAEYY0 TV dD0 KVPIOV 0VOIOV amd TO HEGO EMOPUO: TOV
mapdyovia amelevbipwong g ovéntikng opudvng (GRF) kot evog ovaoToATIKOD TOpAyovTIo, TNG
copatootativng. Ot viomapvepykoi, 0dpEVEPYIKOTL Kol GEPOTOVIVEPYIKOL VEVPOEVIOKPIVIKOL 0501 Tailovv
gmiong onuavtikd polo otov Eleyyo g ékkpiong g hGH. Xta gpebiopata mov digyeipovv v ékkpion
¢ hGH meplapfdvovtar | voyAvkaytio, 1 Goknon, n vNOTEiQ, TO YEOUATO HE VYNAN TEPLEKTIKOTITO
apwteivng, o Pabdc vmvog, to otpeg, N yAvkayovn, n L Dopa, to apwvoléo K.AmW. ET0 QVOCTUATIKG
gpebiopara mepthopPdvovior 1 yAukoln, n koptiloin, n hGH kot ta glevBepa Mmapd oféa. Adyw g
ovvTouNG NULONG TG 6T0 TAAGHO. (125 AEMTA) KOl TOV GLYVAOV SEYEPTIKMV 1] OVOCTUATIKOV EpEDIGUATOV,
1N hGH gpgovilel cuyvéc kot peydieg S10KVUAVOELG OG TPOG T CLYKEVIPMOT| GTO TAGGLAL.

Mo antd Tig KOpleg puotohoyikég Agrtovpyieg tng hGH givan vo dpa oto Arap kot GAhovg 16T00g Yo TV
TOPAYDYT COUATOUESIVAV, 01 OTTOIEG e TN GEPE TOVG eMPEPOLY avénon e Guecn dpdom eml TV 10TMOV-
otoyowv. Xg avtibeon pe v hGH, n ocvykévipwon g copatopedivig otov opd dotnpeitor otabepn
ouvvemeia Tov peydrov Pabpod dEcuevong TG 0TS KUKAOPOPOVGES TPMTEIVEG TOV TAAGULATOC.

Khwvua epappoyn tov tpocdropiopov hGH-EASIA

KaOvortépnon tys avanroéng

H peiopévn éxkpion hGH eivar pog oo t1g 14popeg aitieg yio 1o pikpd avactnuo oto todid. Métpnon
¢ hGH otov opd e évav mpocdiopiopd vynAng evoucneciog, edikd petd amd éva mpokAntd epébicua
(EMerymn amdkpiong), anotehel oNUAVTIKO TPOTO Y1 va TeKUNPLmOel 1 Sidyveon avt StOTL 1 GLYKEKPLUEVN
opdda acbevov pmopel va avtyetomicdet Bepoamevtikd pe ™ yopnynon hGH.

Yroimopvoiouos

H pétpnon g hGH otov opd anotedei emiong éva deiktn g Aettovpyiog g vdevong dtav vrapyet
voyio VTOHTOPLGIGHOD (giTe W10TMAOOVS eite AOY® GYKOL 1| XEPOVPYIKNG ETEUPACTS).

Tyavticuog kai ueyolaxpio

H pétpnon g hGH otov opo, €dikd petd amd pio mpokintr e€€tacn avaotolng (amovsio amdKplong),
amotelel onUavTikd TPOTOo Yo TNV Tekunpinon g didyveong vrepPolikng ékkpiong hGH Aoym o&edpirov
OYKOV NG VTOPLONG. AVTO £XEL WG AMOTEAECHO YIYOVTIOUO GTO oS8 KO HEYUANKPIOL GTOVG EVIAIKOVG.
Kot o1 800 avtég dratopayés pmopodv vo avtuetomicbolv e xeipovpyikn eréppoon 1 aktvoPolio.



IV.  BAXIKEX APXEX THX MEOOAOY

O mpocdiopiopdg hGH-EASIA g DIAsource givar €vag eviupikdg avocompocdioptopds
evioyvLEVNG evarctneiog, otepen pdong, o omoiog exteleital og mMAdKeEG HikpoTLthoddToNG.
O1 BaBpovountés kot ta Seiypata aviidpodv pe T0 HovoKA®VIKO avticwpa coAinyng (MAb
1) mov eivor emotpopévo otV vIodoy) ™G TAGKAS MIKPOTITAOSOTNONG KOl HE £va
povokroviké avticopa (MAD 2) onuacpévo pe pagavidiky vrepotedaon (HRP). Metd omd
Mo TEPIOBO EXMAGTS TOV EMTPENEL TO CYNUATIOUO VOGS GAVTOVITG: emoTpwpévo MAD 1 —
hGH — MAb 2 — HRP, n mhdko pikpotithoddtnong vrofdrretar oe mhvon yoo vao
amopokpuvlel To onpocpévo pe évlupo adéopevto avticopa. To onpoaopévo pe éviopo
deopevpévo avticopo petpdton péoo pog ypopoydvov avtidpaong. Ilpootifetor kot
enmaletar ypwpoydvo ddivpo (TMB — H,0,). H avtidpaon otapoatd pe v npocdikn
AVOGYETIKOD SLHADILOTOG KL GT) GLVEXELX YIVETOL OVAYVOGT TG TAGKAG KPOTITAOSOTNONG
670 KoTdAnAo pnkog kdpotog. H mocdtta petatpomig tov vmootpodpatog kabopiletor
APOUOTOUETPIKG HETPAOVTOG TNV amoppOPNom, 1 omoio eivar avdAoyn TPog T GLYKEVIP®ON
hGH.

Topiotaverar ypa@ikd po Kapmoin Badpovopunong kot tpocdiopiletar n cLYKEVIpOON TG
hGH ota dsiypota pe ovayoyh omd vy kapumdin faduovounong.

V. ITAPEXOMENA ANTIAPAXTHPIA

AvtidpooTtipra Kt 96 Xpopa- AvocioTaoct)
nPocdLopL- TIKOG
POV KOOKOG
T ducor 96 vrodoyég umie "Etowo yio xpnon

Hikpotithoddmong pe 96

OMOCTMOUEVES VTOS0YES
EMOTPOUEVEG NE

Ab HRP CONC lo kitpwvo | Apmdete 40X pe
pLOIETIKG dtddvpa
ToCevyua: avei- hGH Aid0 ovevypoTog
. , 0,2 ml
(LOVOKA®VIKG aVTIGOUOTO)
onpacpéva pe HRP og puOuuctikd
Sdidhvpa otabepomoinong
BUF 1o kokkwo | ‘Etowpo ya yprion
Pubioticd didivpo culedypotog: oS0
puOotkd didivpa TRIS-HCI pe
. . , 6 ml
Bosio oporevkmpativy ko Oupoin
CAL n 1 prarido kitpwvo | MpocOéste 2,0 ml
Avopiromot- OMECTAYUEVOD VEPOD
nuévo
Mndevikdg Pabpovopuntg oe opd
mpoPaTov kot HupoAn
CAL 5 gokidia kitpwvo | Mpocdéste 1 ml
Avopiromot- OTECTAYIEVOD VEPOD
nuévo

BaBpovounmg N =1 émg 5

(deite Tig axpiPeic TIHEG TAVE OTIG
ETIKETEG TOV PLOMI®V) 68 0po
mpofatov kat OupoAn

| WASH | SoLN |cone 1 proAidio Kopé Apuldmr.v: 200 x ue
B EmEn 10 ml OMESTAYUEVO VEPO
Aéiopa mhoong (Tris-HCI) (xpnotomojore
HOyVNTIKO avadeuTipaL).

2 . . .
CONTROL QLOAISIOL aonui Hpooﬂsm{s 1ml )
Avopiromot- OTECTAYIEVOD VEPOD

nuévo

Opoi eréyyov-N=17n2
og avOpOmvo opd pe Bupoin

1 pradido Kopg "Etowpo yu xpnion
12ml
Xpopoyovog TMB
(tetpapeborBevivdivn)
Agvkd | 'Etowpo yo xpron

[stor | sou | R
STOP | SOLN 12 ml
Avaoyetkd avudpaotiplo: HCI
IN

Inpeioon: 1. Xpnowomnoteite 1o undevikd Padrovopunti yio opotdGELg
detypdrov.
2.1 plU tov mapackevdopotog tov fadpovount eivat iodvvapo pe 1 plU

tov 2% 1S 98/574

VI.  ANAAQXIMA I10Y AEN ITAPEXONTAI

To akdLovO0 VAKE 0attodvTol oAAG SeV TaPEXOVTAL GTO KLT:

1. ATeoTaypéEVO VEPO VYNANG TOLOTNTAG

2. Thméteg yo Sravopn: 50 pl, 200 pl, 500 pl kow 2 ml (cvviotdton 1 gprion murETOV
axpiPeiog pe avordope TAUGTIKA pOYYN)

3. Avapeiktng otpopihicpon

4. MoayvnTikdg ovadevtnpog

VIL.

VI

Yvokev) mAOeNG Yo TAGKEG PkpOTITAOSOTNONG
ZVoKELT) AVAYVOONG TAUKOV MKPOTITA0SOTNONG Ke duvatdtnta aviyveong ota 450
nm kot 650 nm (SypOpATIKH aviyvmon)

ITAPAYXKEYH ANTIAPAXTHPIOY

BaOpovopntic: Avaovotfiote 1o pndevikd Pobpovounti pe 2,0 ml amestoypuévon
vepoo kar dAhovg Badpovountés pe 1 ml ameotaypuévov vepoo.

Opoi eréyyov: AvacvoTtiote Toug 0polg ersyyov pe 1 ml amestaypévov vepov.
Avti-hGH-HRP 60(svypo gpyaciog: Tpostondote emapkh 6yko Staldpotog
culedypatog mpoohétovtag 25 pl tov cvpmvukveuévov culedypatog avt-
hGH-HRP o¢ 1 ml pvbuioticod dodvpotog culgdypotog. Xpnolomomote
avapeikt  otpofiiiopod  (tomov  VOrtex) Yy Vo OHOYEVOTOGETE.
TIpoteiveton pogtoacio T oTrypn e xPHons.

Avdhopa Thoong epyaciag: Tlpoetolpdote enapkn oyko Stokdpatog mAvong epyociog
pe mpootnkn 199 dykwv ameotaypévov vepov og 1 dyko drakdpatog mhdong (200x).
XpNOWOTOMOTE HOYVITIKO OVOSEVLTIPO. Yl0. TV OpOYEVOTOiNGn. Amoppiyte t0 un
XPNOILOTOMLEVO SLAAV L TAVOTG EPYACIAG GTO TELOG TG UEPOS.

DPYAAZEH KAl HUEPOMHNIA AHEHY TQN ANTIAPAXTHPIQN

IIpwv amd 10 dvorypa 1 ™V avacOoTaot, Oe To GUGTOTIKG TOV KIT TOPUUEVOLV
otafepd wg v nuepounvio AMENG, 1 omoio avaypdeetar 6TV ETIKETA TOL PLOALSiOV,
oGOV dratnpovvton oe Oeppokpacio 2 £mg 8° C.

Ot un xpNOLHOTOMUEVES Tovieg TPEMEL VoL puAGocoVTaL 6Tovg 2-8° C, 68 6Qpaylouévn
GOKOVAN OV TIEPEYEL AMOENPOUVTIKO TTOpdyovTa, HEYPL TNV Nuepopunvia AMEng.

Meté v avaciotaon, ot Babpovountés kat ot opoi eEAEyyov mapapévovy otadepol yio
pio efdopddo oe Beppokpacio 2 éog 8° C. To peyoddtepeg meptodovg vAaENg,
npénet vo oynpatiloviol KAAGHATo/S0CELS (g ¥poNG Kat VoL JloTnpodvTol 6TovG —
20° C. ATo@OyeTE TOVG EMUVEIRLUEVOVG KUKAOLG OmOWLENG-KATAWLENG.

To cupmukvopévo dtdivpo TAvong eival otabepd o Beppokpacio dopatiov péxpt mv
Nuepopnvia Anéng.

Dpéoko, TaPUcKELAGSUEVO SLAVH TAVONG epyaciog Oo mpénet va xpnoLomoteitat v
oo nuépa.

Metd v TpdTN Yp1oN TOV, TO GVLELYHA TapOpEVEL 0TODEPO EOG TNV MpEpOUN Vi
MENG, epodcov Sratnpeiton 6To apPYIKO, EPUNTIKA KAEGTO Qlaiidio oe Beppokpacio 2
£mg 8° C.

Toyov petoforég TG GUGIKNG EUPAVIONG TOV OVTIOPACTNPIOV TOV KIT EVIEXETAL VO
vrodnAmvouv actdfeta 1 alhoiwon.

2YAAOI'H KAI IIPOETOIMAXTA AEITMATQN

To deiypota 0pod Kot TAdcpaTog TPENEL va pLAGocovTal og Oeppokpacio 2-8° C.
Edv n e&étaon dev mpaypatomombei evidg 24 wpdv, cvvictdtor n @olain oe
KAaopaTo/d00e1g piog xpriong otovg -20° C. Amopedyete Tovg enakdrovbovg kOKAOVG
KOTAYLENG-amoyuéNG.
Dépete Oha ta delypota oe Oeppokpacio dwpatiov mpw and T xpHon. ZvvieTdTar 1
avapelgn Tov SelyHdTOV 6€ GLCKEVT GTPOBIAMGHOD TPV amd TN YP1o.
Opodg, nmapwicpévo nadopa 1 mhdopo pe EDTA mapéyovv mapdpota anoteAéopoTa. .
Y (opdg) = 0,89 x (mhdopa pe EDTA) + 0,14 r=0,98 n=46
Y (opdg) = 1,02 x (mhéopa pe nmapivn) + 0,01 r=0,98 n=46
Mnyv gpnoonoteite deiypora wov xovv vrootel apdrvon.

AIAAIKAXTA

LNUELDGELS GYETIKA PE TO YEIPLoNE
Mn ¥pPNOWOTOLEITE TO KIT 1} TOL GLGTOTIKG HETA TV NUEPOUN ViDL ARENG.
Mnv avaperyvieTe VAKE omd S1apopeTikes TapTideg Kit.
Dépete Oha o avTdpactiplo oe Oeppokpacio dopatiov Tpv omd ™ xpHon.
Avopei&re kard Ol To avtidpooTipa Kot To delypota pe amodn avakivion 1
avadevon.
Exteléote €16 Sumhovv avéinym tev fabpovountav, Tov opdv eLEYY0oV Kot TV
detypdtav. Zvviotdtor kaBetn evbuypdppon.
Xpnoomomote €va Kabopd, TAACTIKO SOYEI0 Y00 VO ETOWUACETE TO SLGAVLOL
mAOoNG.
Xpnowonoteite £va kabapd avardoyo phyyog mmétag yio v tpocdikn kabe
S10popeTIKOD aVTISPUCTNPIOL Kot SEIYHATOG TPOKEWWEVOL VO OTOPVYETE TNV
empdlovon.
Amo@byete mméteg pe METOAMKG pépn yw ) Swavoun Tov Xpopoydvov
Aoldpatog Ko Tov Avooyetikob AlAdpoTog.
H oxpifeia Pektudvetor pe ypnon  mRETOV
OVTOHATOTOMUEVOD EEOTAIGHLOV SLOVOUNG UE TUTETEC.
Tnpeite Tovg xpdvovg endoone.
T vo amo@iyete ™) peTatomon, o xpovog Heta&d TG SLOVOUNG HE TTETO TOV
mpdTov PBadpovopnt Kot tov Tekevtaiov deiyportog mpémnet va meplopiletat 6o
xp6vo mov avapépetor otny evomra X1, mapdypago E (necodidotnpa).
TIpogtowpndote o kopmdrn Pabpovopnong ywe kabe avdlvon kot pn
APNOLUOTOLEITE FESOUEVA OO TTPONYOVHEVEG AVAAVGELG.
Awaveipete 1o Xpopoydvo Atdhvpo evedg 15 Aentdv and v midon g TAdkag
WKpoTITAOSOTNONG.
Koatd ™ ddpkela endoong pe 10 Xpopoyovo Awdhvpo, omopiyete v ékbeon
™G TAGKAG LIKPOTITAOSOTNONG OE GUEGO NAKO PMC.

vynMig - axpifelas 1M



B.  Awdwosio T. Axpipera
1. EnéEte tov amartovpevo aptfpud towvidv yio vy aviivon. Ot un xpnolHOTotUEVES
towvieg mpémer vor Eoavoo@payloTody PEGO OTI GOKOVAX WHE TOV ATMOENPAVTIKO
TapéyovTa Kot var puhaytody e Oeppoxpacio 2-8° C. T'TA TON IAIO ITPOXAIOPIEMO METAZY ATIA®OPETIKOQON
2. Aocpoliote TG Touvieg péca 6to TAaico oTAPENG. POXAIOPIZMON
3. Awveipete pe mméto 50 pl and kdbe Pabpovount, opd eréyxov ko deiypa oTIg
KatdAANAEG VITOSOYES. Opdg N <X>=+T.A. T.A. Opog N <X>*T.A. A
4. Awveipete pe mméta 50 Ul avii-hGH-HRP culedypatog epyaciog oe 6Aeg (uIU/ml) (%) (nlU/mi) (%)
TIG VITOJOYES.
5. Enwdote eni 30 Aemtd o Oeppoxpacio dopatiov - H mpnon 30 Aentdv A 20 6,90 £0,34 4.9 A 8 114409 81
MG SLIPKELN YLOL LTIV TNV EXDOCT EIVOL VIOYPEDTIKT. B 20 16,61+ 0.90 54 B 8 235+12 51
6. Avappopnote 10 vypd and kahe vrodoyn.
7. IMvete Ty AGKa 3 OpEG: T.A.: Tomkn andrhion, Z.A.: Zovteleo g SLoKOILOVETG
. Swavépovtag 0,4 ml Stoddpatog mAvong oe kabe vrodoyn.
. avoppoPOVTOG TO TEPEXOUEVO KADE VTTOSOYNG. A. OpBoTTO
8. Awwveipete pe mméro 100 pl tov gpopoyévov Sodvpatog og ke vrodoy, evtdg 15 AOKIMAXIA ANAKTHEHY
Aentdv amd T0 Ppo TAVONG.
9. Enoéote ent 30 hentd o Oeppokpacio Swpatiov, anogdyste v dueon ékdeon oty Agiypa Mpootedeica Avektnbzica AvdkTnen
Aok oxTivoBolio. hGH hGH (%)
10. Awwveipete pe mmréta 100 pl avooyetikod dtodvpotog oe kdbe vwodoyn. (R1U/mI) (n1U/mI)
11. Kdavte avayvoon tov anoppogricemv ota 450 nm (piltpo avapopds 630 nm 1 650
nm) evtdg 1 dpag kot VIOAYIoTE To AMOTEAESHATA OTWG TEPLYPAPETAL GTNV EVOTNTO X
XI. Opdg 43 4,1 95
13,5 12,8 95
26,8 28,1 105
52,1 58,9 113
XI. YIIOAOTIZMOZX TQN AIIOTEAEXMATQN
1. Kavte avayvoon g mhdkag ota 450 nm évavtt evog @idtpov avapopds mov Trdopa 1;’3 1‘31’2 lgg
puBuiletar ota 650 nm (¥ to 630 nm). 26’8 25’3 94
2. Ymohoyiote T péon TN TV SITAGV TPOGSIOPIGHOV. 52’ 1 53’0 102
3. e nuroyoppcd M ypoppkd xopti ypaenuitov, TapucTioTE YPOPIKA TIG TIEG ! '
OD (tetaypévn) vy kaOe Babpovount Evovit TG ovTioTOLNG GLYKEVIPMONG TG
hGH (‘ES‘E},LI]},[LZ;‘V]]) Kot oyedidote Ha KU.},LTITL')X?] ﬁaﬂuovo’pmcns pHécm Tov onpeiov Tov AOKIMASIA APAIQSHE
Babpovount, cuvdéovtag pe gvbeieg ypaUES T OMOTVTMHUEVE ONEQL.
4. é;i%i;aﬁ;gpggzﬁi\gsgm Y KGOe opd eAéyyov kar Selypo pe avoywmyn omv Aciyno Apaioon fy— Merpnosicn
5 Avevorh SeSous Bori0 L EKTOOVIKOS N - " , GUYKEVTPOOT) GUYKEVTP®OT)
yoy dedopévav pe ) Pordeior MAiekTpovikod vmoloyloth o amhomouw|cet
" g . . , . (n1U/ml) (pIU/ml)
auTovg  Tovg  vmoAoywopovs.  Edv  ypnowpomotiton  ovtopotn - enelepyocio
OTOTEAEGUATMV, GUVIGTATOL TPOGAPHOYN KOUTOANG AOYIOTIKNG ouvvaptnong 4
TAPAUETPOV. Opog 1 1/2 - 97,7
1/4 48,8 57,0
1/8 24,4 21,7
XIl.  TYHIKA AEAOMENA 1/16 12,2 13,6
1/32 6,1 6,4
To akdrovba dedopéva Tpoopilovtar Hovo g Tapadetypa Kot dev TPEmEL Vo 1/64 3,1 3,0
APNOROTOL0VVTON TOTE VT TNG KOUTOANG BAOHOVOUNGNG TPOLYHATIKOD XPOVOL.
Opog 2 171 - 21,2
12 10,6 9,3
hGH-EASIA Movadeg OD 5; 2’3 g’g
1/16 13 11
1/32 0,7 0,6
Babpovopntig 0 plU/ml 0,030
0,45 pIU/ml 0,062 Ta delypota apouddnkay pe pndevikd paduovounty.
54 ulU/ml 0.226 Y pardOnKay pe pn Babpovopmm
12,9 plU/ml 0,501 2UVIEAECTNG LETOTPOTNG:
43,5 plU/ml 1,429 1 plU tov Babpovount| wodvvapei pe 0,33 ng
98,0 wlU/ml 2,330
E. MecodrdotTnpo petadd tng dravopng tehevtaiov fabpovount ko deiyparog
X1, AITOAOEH KAI ITEPIOPIEMOI On@g np(xiven’u ot @véxma, T ano'rekécgmm OV np9c§toplcuob mzpquévonv
aglomoto okopa kot Otav Stovépetat €va deiypa 60 Aemntd petd v mpocdikn Tov
A Opto avigyevons Boabpovount®v ota EMGTPOUEVO GOANVEPLOL.
MetpnOnkav  eikoot pndevikoi Pabpovountés pali pe éva odvoro GAAoV
Babpovountdv. To dpro aviyvevong, opllopevo MG 1 QAIVOLEVIKT) GUYKEVTIP®GT 600
TVMKAV amokAicE®mV TAve omd TG péoeg petpnoelg OD oe undevikn décpevon, ftav MEZOAIAXTHMA
0,17 plU/ml. 0 hemtd 10 20 30 45 60
n Aentd Aentd AemTd Aemtd Aentd
B. Ewwémra
Oppoveg SLOCTAVPOVUEVIG AVTISPACTIKOTNTOG TPOooTéOnKay e €va delypo opov
ehéyyov hGH youning kot vyniig tipfig. Metpnonke 1 @AVOLEVIKY oOKpIon TG S1 4.0 3,6 3,3 3,3 3,0 3,8
hGH. S2 13,5 15,0 13,8 13,0 12,6 13,0
hGH C1 hGH C2
Mpootedeica opuovn plu/ml plu/mi IT.  ®awdpevo aykictpov (hook) ) ) ) .
Agiypa mov gpfohdotnke pe hGH éwg 4000 pwlU/ml Siver vymAotepeg petprioeig
- 1,9 13,5 ontikng mokvotntog (OD) and 1o onpeio tov tekevtaiov Pabuovount).
hCG 100000 miU/ml 2,0 14,3
hPL 10000 ng/ml 14 13,0 XIV. EXQTEPIKOZX IIOIOTIKOX EAETX0X
PRL 12500 ng/ml 18 126 . Edv ta aroteréopata mov Aappavovtol yia tov opd gléyyov 1 n/kat tov opd gréyyov 2

d¢ Bpiokovton evidg Tov mediov Tiudv mov Kabopileton oV ETIKETO TOL PLaASioV, Ta
omotedécpato dgv  givar duvatd vo  ypnotpomombovv, ektdg v €yet  do0ei
KOVOTIOMTIKY) EEAYNON Yot TV AGLUGOVIO.

Eav eivar emBountd, kdbe epyactiplo pmopel vo dNpovpynoet To SKG Tov pHelypoto
Sewypdrov ehéyyov (pools), ta omoio mpémer va dwtnpodvior KoTeWvypéve ©E
KAdopata/dooels pag xpnong. Opoi edéyyov mov mepiEyovy alidio Ho emdpaoovy otV
evELIKY avTidpaion Kot dEV UTOPOVV VoL YPNGILOTOIO0vV.

Toa kprpo omodoyfig yoo ™ Soeopd HeTald TV SMADV OTOTEAEGUATOV TMV
detypatov Oa mpénel va Bacilovial oe 0phEg EpYUSTNPIOKES TPOKTIKEG.

Zvviotdror ot opoi eAEyxov Vo voBdAlovial 6 TPOGSIOPIoUO TAKTIKG WG GyveOoTa
delypota ywoo va petpdrar m petafAntomta tov mpocdopiopov. H amddoon tov



TPOGOLOPICHOD TPETEL VO TOPAUKOALOVOEITOL HE SLaypApHOTO TOLOTIKOD ELEYXOVL T®V
opdV eLEYYOL.

L] Eivon kald 10 vo eLéyyeTe ONTIKG TNV TPOGAPUOYT TG KOUTOANG Tov emhéyOnke and
TOV VTOAOYIGTH.

XV. TIMEX ANA®OPAX

Ot Tyég awtég mapéyovtar povov og odnyos. Kabe epyaotpilo Oa mpémet va kabiepdoet to
310 TOV TESIO PLGLOAOYIKOV TIUMY.

e puotoroyikd vrokeipeva, 1 ékkpion g avéntikng oppovng (hGH) givon mokpkov tomov.
Koatd ) didpketo g nuépag, ot ouykevipmoels s hGH kvpaivovtat and <0,2-10 pnlU/ml.
Katd m didprera Tov Hrvov, ot cuykevipdoels g hGH avédvovtar otabepd (+ 30 plU/ml).
H éxkpion g hGH dweysipeton kotd modd amd tyv doknon ko 10 otpeg (QAePkn
TOPAKEVTNOT], VIOYAVKOLUIE, ...), GAAG HELOVETOL 0O TV VIEPYAVKOLiaL.

e Quolohoyikd vrokeipeva (n=34). 560 dpeg uetd and tov otduarog Mwn yrokding (75 g
oe_gvnAikovg), ta eminedo g hGH Nrav younkdtepa amd 10 plU/ml kot n amdkpion g
hGH ot dokipaocieg diéyepong (xopfiynon woeovAivng, apywvivig, yAvkayovng) vrepéfatve to
20 pIU/ml.

To enineda g hGH nMtav avénuéva (axdun kot petd ™ yopfiynon yivkding) ot
peyorakpio (> 10 pIU/ml).

Xe avemdpkewe hGH, n amokpion otn dokipocio diéyepong eite dev vmdpyel eite €xet
approvlei (ukpd avaotnpo Aoye averdpkelog hGH, vrobnoeuoiopdg mpoepyduevog and
dtdpopa aitia).

XVI. ITPODPYAAZEEIX KAI IIPOEIAOIIOIHXEIY

Aogpaleios

Moévo yio Stoyveotikny yprion in vitro.

Ta cvotatikd avOpdmvov aipatog mov weptlapPdvovior 610 kit avtd £xovv ekeyydel pe
nedodovg eykekpuéveg oty Evpdmn f/kon and tov FDA kot éxet Swomiotodel ott givon
apvnTikd g mpog v mapovsion HBSAg, avti-HCV, avti-HIV-1 kot 2. Kopio yveoot
pnébodog dev eivan duvatd va mopéyel TANpN Stacpdiion OtL Tapdymya Tov avlpdTVoL
aipatog 8¢ Oa petaddoovv nmatitda, AIDS 1 dAdeg AowmdEes. Emopévas, o yepiopdg
avtdpactnpimv, detypdrov opod 1 TAdopatog 0o TpEnel vor YiveTor GOLEOVOL LE TIG TOTKEG
Sradikaoies mepi AoPAAELOG.

Ola o {wikd mpoidvta ko mapayoyo £xovv cvAikexdel and vym {da. Ta Boswo cuoTaTikd
mpoépyovtal amd ympeg omov dev £yel avapepbei BSE. Ilap' OA' avtd, cvotatikd mov
neptEyovy Lokég ovaieg Ho mpémet var avTipeTOTilovTat mg SuVNTIKOG HOAVGHOTIKA.
Amo@uyete KOs ema@n pe To dEpHo pe OAe TO OVTIOPACTAPLRL. ZE MEPITTOON EMOPNGS,
TAVVETE GYOAUOTIKA [LE VEPO.

Mnyv komvilete, unv mivete, PNy TIpOTE KoL (1 XPNCYLOTOLEITE KOAADVTIKE GTO XMDPO EPYACIOGC.
Mnyv SlovEPETE e MTETO YPNCLLOTOIOVTIAG TO GTOUO GOG. XPNGULOTOLEITE TPOSTATEVTIKO
POVYIGHO KoL YEVTLOL HLOG YPTONG.
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XVIII. IIEPIAHYH TOY IIPQTOKOAAOY
AEITMA(TA)
BAGMONOMHTEX OPOI EAETXOY

(uh (1l
BoOpovountés (0-5) 50 R
Agiypata, opoi eErEyyov - 50
Avti-hGH-HRP o0levypa 50 50
epyociog
Enwdote eni 30 Aentd oe Oeppokpacio dwpotion
AvappoenoTe To TEPLEXOLEVO KGOE VTIOdOYNC.
TTAvvete 3 @opéc pe 400 pl Sroddpatog TAOGNG Kot AvappOPHGTE.
ATOKOALTTIKO dLdAvpo 100 100
Enwdote eni 30 Aentd oe Oeppokpacio dwpation
Avaoyetikd didhopa 100 100
Kavte avdyvoon ce Guokeun avayvmong TAAKOV HKpoTITAOSOTNONG Kot KaToypiyte
™mv amoppdenon kabe vodoyng ota 450 nm (évavtt 630 1} 650 nm)

Ap. katardyov DIAsource: ApOpog P.1.: Ap. avaBedpnong:
KAP1081 1700573/el 120315/1

nuepounvia avabedpnong : 2012-03-15



P.I. Number : 1701000

Used symbols

Consult instructions for use

Storage temperature

Use by

Batch code

Catalogue number

Control

In vitro diagnostic medical device

Manufacturer

4

Contains sufficient for <n> tests

OLN | CONC

Wash solution concentrated

Zero calibrator

Calibrator #

Control #

Tracer

Tracer

Tracer concentrated

Tracer concentrated

Tubes

Incubation buffer

ACETONITRILE

Acetonitrile

Serum

Specimen diluent

DI
DI

Dilution buffer

Antserum

L S
L

Calibrator diluent

PE
UF
DIl CAL

Reconstitution solution

Polyethylene glycol

Extraction solution

Elution solution

Bond Elut Silica cartridges

Pre-treatment solution

Neutralization solution

Tracer buffer

Microtiterplate
HRP Conjugate
[[a [ e | HRP Conjugate

HRP Conjugate concentrate

b
Ag HRP
b
Ag HRP | CONC

HRP Conjugate concentrate

Conjugate buffer

F
CHROM CONC

Chromogenic TMB concentrate

B
B

Chromogenic TMB solution

Substrate buffer

Stop solution

Incubation serum

Buffer

AP Conjugate

Substrate PNPP

Biotin conjugate concentrate

Precipitating Agent

AVID HRP | CONC

Avidine HRP concentrate

Assay buffer

ASS BUF
Ab BIOT

Biotin conjugate

Specific Antibody

SAV | HRP | CONC

Streptavidin HRP concentrate

NSB

Non-specific binding

2nd Ab

2nd Antibody

EE

Acidification Buffer

Distributor

TRAY

Incubation trays

PMSF solution

Protect from light

Dot Strip

Substrate

EXTR | SOLN |CONC

Extraction Buffer Concentrate

| CART | Cartridge
sav ‘ HRP ‘ Streptavidin HRP
PIPETTE | Pipette

WASH | SOLN Wash buffer
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Symboles util

Consulter les instructions d’utilisation

Température de conservation

Utiliser jusque

Numéro de lot

Référence de catalogue

Controle

Dispositif médical de diagnostic in vitro

Fabricant

Contenu suffisant pour <n> tests

Solution de lavage concentrée

Calibrateur zéro

Calibrateur #

CONTROL

Controle #

Traceur

Ag 1251
1251

Ab 2

Traceur

Traceur concentré

Traceur concentré

Tubes

Tampon d'incubation

Acétonitrile

Sérum

Diluant du spécimen

DI
DI

Tampon de dilution

L S
L

Diluant de calibrateur

PE
UF
DIl CAL

Solution de reconstitution

Glycol Polyéthyléne

Solution d’extraction

Solution d’elution

Cartouches Bond Elut Silica

Solution de pré-traitement

Solution de neutralisation

Tampon traceur

Microplaque de titration

Al HRP

HRP Conjugué

b
Ag HRP

HRP Conjugué

HRP Conjugué concentré

Ag HRP | CONC

HRP Conjugué concentré

Tampon conjugué

UF
CHROM CoNC

Chromogéne TMB concentré

Solution chromogéne TMB

Tampon substrat

Solution d’arrét

Sérum d'incubation

RO T™I
BUF
Ab AP

Tampon
AP Conjugué
Tampon PNPP

BIOT CONC

Biotine conjugué concentré

PR

AGENT

Agent de précipitation

AVID HRP | CONC

Avidine HRP concentré

Tampon de test

ASS BUF
Ab BIOT

Biotine conjugué

Anticorps spécifique

SAV | HRP | CONC Concentré streptavidine HRP
NSB Liant non spécifique
2nd Ab Second anticorps

(oo [or ]

Tampon d'acidification

Distributeur

TRAY

Plaque d'incubation

Solution PMSF

Conserver a l'abri de la lumiére

Bandelette de dots

Substrat

EXTR | SOLN |CONC

Tampon d'extraction concentré

|CART | Cartouche
SAV ‘ HRP ‘ Streptavidine-peroxydase de raifort
PIPETTE H Pipette

OLN

Tampon de lavage
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Benutzte Symbole

Gebrauchsanweisung beachten

Lagern bei

Verwendbar bis

Chargenbezeichnung

Bestellnummer

Kontrolle

In Vitro Diagnostikum

Hersteller

Ausreichend fiir <n> Ansitze

Waschlosung-Konzentrat

Null kalibrator

Kalibrator #

Kontrolle #

)
Ab 1251

Tracer
Tracer
Tracer Konzentrat
Tracer Konzentrat
i Réhrchen
Inkubationspuffer
Azetonitril
Humanserum
Probenverdiinner
Verdiinnungspuffer
Antiserum
Immunadsorbens
Kalibratorverdiinnung
R

Rekonstitutionslosung

Polyethylenglykol
Extraktionslosung
Eluierungslosung

Bond Elut Silikakartuschen

Vorbehandlungslosung

Neutralisierungslosung

Tracer-Puffer

Mikrotiterplatte

HRP Konjugat

HRP Konjugat

HRP Konjugat Konzentrat

HRP Konjugat Konzentrat

Konjugatpuffer

CHROM - CONC

Chromogenes TMB Konzentrat

U
™
™
U

MB
Farblésung TMB
Substratpuffer
Stopplosung
Inkubationsserum
Puffer
AP Konjugat
Substrat PNPP

Biotin-Konjugat-Konzentrat

Fallungsreagenz

Avidin-HRP-Konzentrat

Assaypuffer

Biotin-Konjugat

Spezifischer Antikorper

SAV | HRP | CONC HRP Streptavidinkonzentrat
NSB Unspezifische Bindung
2nd Ab Sekundérer Antikorper
Ansduerungspuffer
Vertreiber
Inkubationsschale
PMSF Losung

Vor Licht schiitzen

Tupfelstreifen

Substrat

EXTR | SOLN |CONC

Konzentrat Extraktionspuffer

|CART | Kassette

sav | e | Streptavidin HRP
PIPETTE | Pipet

WASH | SOLN Waschpuffer
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Simboli utilizzati

Consultare le istruzioni per I'uso

Limitazioni di temperatura

Utilizzare entro

Numero di lotto

Numero di catalogo

Controllo

Dispositivo medico-diagnostico in vitro

Fabbricante

Contenuto sufficiente per <n> saggi

Tampone di lavaggio concentrato

Calibratore zero

Standard #

SH | SOl
L
ONTROL

Controllo #

Ab 1251 Marcato

Marcato concentrato

1251 | CONC

Marcato concentrato

Provette

7

IN

BUF

Tampone incubazione

ACETONITRILE

Acetonitrile

Siero

Diluente campione

DI
DI

Tampone diluizione

ANTISERUM

Antisiero

L
L

Immunoassorbente

E
IMMUNOADSORBENT

Diluente calibratore

OLN

Soluzione di ricostituzione

Polietilenglicole

Soluzione di estrazione

Soluzione di eluizione

Cartucce di silice bond elut

Soluzione di pretrattamento

Soluzione di neutralizzazione

Tracer Buffer

Piastra di microtitolazione

HRP Coniugato

HRP Coniugato

HRP Coniugato concentrato

Ag HRP
N
g N

HRP Coniugato concentrato

b
g
2
[ Lo |

Buffer coniugato

Cromogena TMB concentrato

U
TMB

o |

Soluzione cromogena TMB

Tampone substrato

Soluzione di arresto

[~ ]

Incubazione con siero

3
M
M
L
TOP | SOLN
R
P

Buffer
AP Coniugato
Substrato PNPP

N
N

BIOT NI

Concentrato coniugato con biotina

Agente precipitante

Concentrato avidina HRP

Soluzione tampone per test

Coniugato con biotina

Anticorpo Specifico

SAV | HRP | CONC Streptavidina-HRP concentrata
NSB Legame non-specifico
2nd Ab 2° Anticorpo

Tampone Acidificante

Ditributore

TRAY

Vassoi di incubazione

Soluzione di PMSF

Proteggere dalla luce

:

STRIP

Dot strip

Substrato

EXTR | SOLN |CONC

Concentrato del tampone di estrazione

|CART | Cartuccia
SAV ‘ HRP ‘ HRP coniugata a streptavidina
PIPETTE | Pipetta

WASH | SOLN

Tampone di lavaggio
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Simbolos utilisados

Consultar las instrucciones de uso

Limitacion de temperatura

Fecha de caducidad

Codigo de lote

Numero de catalogo

Control

Producto sanitario para diagnostico in vitro

Fabricante

54

Contenido suficiente para <n> ensayos

WASH | SOLN -

Solucion de lavado concentrada

Calibrador cero

AL
AL

Calibrador #

CONTROL -

Control #

Ag 1251

Trazador

Ab 1251

Trazador

Trazador concentrada

b IC

Trazador concentrada

7

Tubos

IN BUI

Tampon de incubacion

ACETONITRILE

Acetonitrilo

Suero

Diluyente de Muestra

DI
DI

Tampon de dilucion

PE
AL

Diluyente de calibrador

Solucion de Reconstitucion

Glicol Polietileno

Solucién de extraccion

Solucién de elucion

Cartuchos Bond Elut Silica

Solucién de Pre-tratamiento

Solucién de Neutralizacion

Tampon de trazador

Placa de microvaloracion

HRP Conjugado

HRP Conjugado

HRP Conjugado concentrada

HRP Conjugado concentrada

Tampon de Conjugado

Cromoégena TMB concentrada

Solucion Cromdgena TMB

Tampon de sustrato

Solucion de Parada

Suero de Incubacion

Tampon

AP Conjugado

Sustrato PNPP

Concentrado de conjugado de biotina

Agente de precipitacion

Concentrado avidina-HRP

Tampon de ensayo

Conjugado de biotina

Anticuerpo especifico

SAV | HRP | CONC

Estreptavidina-HRP Concentrado

NSB

Unién no especifica

2nd Ab

Segundo anticuerpo

EDET

Tampon de Acidificacion

Distribuidor

TRAY

Bandejas de incubacion

Solucion de PMSF

Proteger de la luz

STRIP

:

Tries Dot

Sustrato

EXTR | SOLN |CONC

Concentrado de tampon de extraccion

|CART | Cartucho
sav | e | Estreptavidina HRP
PIPETTE | Pipeta

WASH | SOLN

Tampon de lavado
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Xpnowonowvueve coupfoira

Svppovievteite Tig 0dnyieg xpriong

Ogppokpaocio awodnkevong

Hpepopnvia Anéng

ApOuog maptidog

ApOpog Katordyon

IIpdtumo réyyov

In Vitro Awyvootiké latpoteyvolryikd mpodov

Koaraokevaotg

Tepeyopevo emapkég yia «v» e€etdoelg

ZUUTVKVOEEVO StdAvpa EKTAvong

Mndevikodg Pabpovountmg

AL BoOpovopmtig #
Opdg eréyyov #
Az Lpmoémg
Ab 1251 IywmBémg
Xpwpoyovog Iyvnbéng
Xpwpoyovog Iyvnbéng
Solnvapio,

Pubpuoticd didhopa endaong

ACETONITRILE

Axetovitpikio

Opdg

[on [ o ]

AGdopo apaioong detypdtov

DIL
DIL

Pubpuotikd didhopa apainong

ANTISERUM

Avtiopdg

AvocompocpopnTikd

IMMUNOADSORBENT

Apowticd Padpovountadv

AGdopa avacvotoong

TToAvabvievoyhokdin

Adhopo xydhong

Adhopo Exhovong

Dooryyeg moprriov Bond Elut

Adhopo tposmeéepyaoiog

Addopa eEovdetépmong

Pubpuoticd didhopa

TIAéxa pukpotithodotong
HRP X0levypa
HRP ZiCeoypa

HRP | CONC

Xpwpoyovog HRP Zolevypo

Xpwpoyovog HRP Zolevypo

Pubpuoticd didhvpa culedypatog

CHROM CONC

Xpwpoyovog TMB

Addopo ypopoyovov TMB

Pubpuoticd didhopa vrootpdpoTog

Avaoyetikd avuidpaotiplo

Opdg endaong

Pubpuoticd didhopa

AP Z0levypa

PNPP vrootpdpatog

BIOT | CONJ | CONC

ZUUTVKVOUEVO avTIdpacTiPLo cLievypévo e Plotivy

PREC | AGENT

Topdyovtag kabilnong

AVID | HRP

Sopnvkvopévo dtivpa apfdivng-HRP

ASS BUF

Pubpuotikd diéhvpa mpocdiopiopod

Ab BIOT

avtdpaotiplo cvievypévo pe Protivn

Ewwd Avticopa

SAV | HRP | CONC

Svpmokvouivn otpentafidivn covegevypévn pe HRP

NSB

pn-edikn déopevon

2nd Ab

20 Avticoua

Pubpioticd Ardhopa 6&vo

Awvopéag

Aiokot endoong

Aéidopa PMSF

IIpootatevete omd 10 Qog

Touvio Kovkkidwv

Yrootpopa

EXTR | SOLN |CONC

Sopmikvepa pubu. dteddpatog exyviiong

|CART | Doocryya
sav ‘ HRP ‘ Stpentafdivn HRP
PIPETTE | TéTo

Pubpuoticd didhvpa mhdong
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