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IGFBP-3-EASIA

INTENDED USE

Immunoenzymetric assay for the in vitro quantitative measurement of the human Insulin-like Growth
Factor Binding Protein-3 (IGFBP-3) in serum.

GENERAL INFORMATION
Proprietary name : DIAsource IGFBP-3-EASIA Kit

Catalogue number : KAP1171 : 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

The insulin-like growth factor (IGF) system is the primary regulator of normal body growth and regeneration, affecting cell
proliferation, differentiation and apoptosis. In addition, the IGF-system appears to modify insulin sensitivity and long-term
glucose metabolism. Finally, numerous epidemiological, experimental and clinical data indicate that the IGF-system is also
involved in the development of several common cancers as well as frequent diseases such as atherosclerosis and type 2
diabetes mellitus.

The IGF-system consists of a family of closely related peptides, which includes the two primary growth promoting
peptides, IGF-I and IGF-1I, 6 specific high-affinity IGF-binding proteins (IGFBP-1 to -6), and a large non-IGF-binding
glycoprotein, the “acid labile subunit” (ALS).

IGFBP-3 is the most abundant IGF-binding protein, accounting for as much as 75% or more of the circulating IGF-binding
capacity in healthy subjects. IGFBP-3 shares functional properties with IGFBP-5 in that both peptides are able to form high
molecular weight ternary complexes of ~150 kilo Dalton with ALS and either IGF-1 or —II. However, IGFBP-5 circulates in
much lower concentrations than IGFBP-3, and in healthy subjects the ternary complexes carry as much as 90% of IGFBP-3
but only about 50% of IGFBP-5.

Originally, the IGFBPs were thought to serve as IGF-carrier proteins, stabilizing plasma IGF levels and controlling the
egress of IGF from the circulation to the extra-vascular compartment. Furthermore, it was assumed that IGFBP-complexed
IGF was biologically more or less inactive, being deprived its ability to interact with the IGF-I receptor. However, it soon
became apparent that in some experimental settings the IGFBPs stimulated rather than inhibited IGF-1 mediated actions,
and accordingly, the IGFBPs are now often referred to as modulators of IGF-I bioactivity. In addition, the majority of the
IGFBPs, and in particular IGFBP-3, exerts IGF-I and IGF-1 receptor independent effects, possible involving interactions
with specific receptors located at the cell surface and intracellular. For example, IGFBP-3 is nowadays considered to serve
as an anti-cancer molecule, apparently protecting against several common cancers, and effects of IGFBP-3 on insulin
signaling in cultured adipocytes have also been suggested.

The turnover of the ternary complexes is very slow, and the plasma concentration of IGFBP-3 remains stable throughout
the day, being unaffected by short-term nutritional changes. Thus, the level of IGFBP-3 may be determined by one single
measurement. GH is the primary regulator of IGFBP-3 as well as of IGF-1 and ALS and therefore, all three peptides
increase during the pubertal growth spurt, where after levels gradually decline with increasing age. In children, IGFBP-3
has been shown to correlate with the 24-h integrated GH secretion and in particular in children IGFBP-3 may be helpful in
the diagnosis of GH deficiency.



IV. PRINCIPLES OF THE METHOD

The DIAsource IGFBP-3-EASIA is a solid phase Enzyme Amplified Sensitivity
Immunoassay performed on microtiterplates. 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
— human IGFBP-3— MAb 2 — HRP, the microtiterplate is washed to remove
unbound enzyme labelled antibody. Bound enzyme-labelled antibody is
measured through a chromogenic reaction. Chromogenic solution (TMB) 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 human IGFBP-3 concentration.

A calibration curve is plotted and IGFBP-3 concentration in samples is
determined by interpolation from the calibration curve.

V. REAGENTS PROVIDED

Reagents 96 tests Color Reconstitution
Kit Code
Mi%rotiterplate 96 wells blue Ready for use
with 96 anti
\GFBP3
(monoclonal
antibodies) coated
breakable wells
1 vial red Dilute 20 x with
| Ab | HRP | cone | 0.5 ml conjugate buffer
Conjugate: HRP labelled anti-IGFBP-3
(monoclonal antibodies) in citrate
buffer with bovine serum albumin and
Proclin
BUF 1 vial red Ready for use
10 ml
Conjugate buffer: Tris buffer with
bovine serum albumin and thymol
CAL 5 vials yellow | Add 1 ml distilled water
lyophilized
Calibrators - N = 1 to 5, in phosphate
buffer with bovine serum and thymol.
See exact values on vial labels.
Calibrators are prediluted.
! Use dilution buffer as zero
calibrator.
DIL BUF 1 vial black Ready for use
100 ml
Dilution buffer: Phosphate buffer with
bovine albumin ,bovine serum and
thymol.
2 vials silver | Add 1 ml distilled water
lyophilized
Controls - N =1or 2
in human plasma with thymol.
Controls are prediluted.
|WASH | SOLN |CONC | 1 vial brown Dilute 200 x with
10 ml distilled water (use a
Wash Solution (Tris-HCI) magnetic stirrer).
| CHROM | ™B | 1 vial white Ready for use
12 ml
Chromogenic TMB Solution
(Tetramethylbenzydine)
1 vial black Ready for use
12 ml
Stop solution: HCI 1.0 N

Note: use the dilution buffer as zero calibrator.
The calibrators are standardized against the NIBSC/WHO recombinant IGFBP-
3, reference reagent coded 93/560.

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, 100 ul and 1 ml (the use of accurate
pipettes with disposable plastic tips is recommended)

3 Plastic tubes for dilution of samples

4. Vortex mixer

5. Magnetic stirrer

6 Washer for microtiterplates

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

VIl. REAGENT PREPARATION

A. Calibrators: Reconstitute calibrators with 1 ml distilled water.

! Use dilution buffer as zero calibrator

B.  Controls : Reconstitute the controls with 1 ml distilled water.

C  Working IGFBP-3-HRP conjugate : Prepare an adequate volume of
conjugate solution by adding for example :100 pl of the 20 x concentrated
IGFBP-3-HRP conjugate to 2 ml of conjugate buffer. Use a vortex to
homogenize. Extemporaneous preparation is recommended.

D.  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.

VIII. STORAGE AND EXPIRATION DATING OF
REAGENTS

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

L] Unused strips must be stored, at 2-8°C, in a sealed bag containing a
desiccant until expiration date.
L] After reconstitution, calibrators and controls are stable for one week at 2

to 8°C. For longer storage periods, aliquots should be made and kept at
-20°C for maximum 3 months. Avoid successive freezing and thawing

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

. The Working IGFBP-3-HRP conjugate is stable for 4 hours at room
temperature, avoid direct sunlight.

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

IX. SPECIMEN COLLECTION AND PREPARATION

. Serum 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.

L] Do not use haemolysed samples.

X.  PROCEDURE

A. 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.
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Procedure

Label one plain plastic tube for each sample.

Dispense 1 ml of Dilution Buffer into each tube.
Add 10 pl of sample into these tubes.
Vortex pre-diluted samples ,reconstituted calibrators and controls.

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.
Secure the wells into the holding frame.

Pipette 100 pl of dilution buffer as zero calibrator. Pipette 100 pl of each
calibrator, control and diluted sample into the appropriate wells.

Pipette 50 pl of IGFBP-3-HRP conjugate solution into all the wells.
Incubate for 2 hours at room temperature.

Aspirate the liquid from each well.

Wash the plate 3 times

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

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

Pipette 100 pl of Stop Solution into each well.

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

CALCULATION OF RESULTS

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

Calculate the mean of duplicate determinations.

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

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

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.

IGFBP-3-EASIA OD units
Calibrator
0 ng/ml 0.028
460  ng/ml 0.114
1270 ng/ml 0.311
3020  ng/ml 0.778
6710 ng/ml 1.403
16070  ng/ml 2.588

X111. PERFORMANCE AND LIMITATIONS

A Detection Limit
Sixteen 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 10 ng/ml
B. Specificity
Some potentially interfering hormones have been tested. At
concentrations up to 10 pg/ml, none of the following hormones showed
significant interference :
- rhIGF-BP1
- rhIGF-BP2
- rhIGF-BP4
- rhIGF-BP5
- rhIGF-BP6
- rhIGF-I
- rhIGF-II
C. Precision
INTRA ASSAY INTER ASSAY
Serum | N <X>+SD cV || serum N <X>+SD cv
(ng/ml) (%) (ng/ml) (%)
A 22 827.2+41.99 | 5.1 A 10 3074 +198.67 | 6.4
B 24 | 2081.6+1044 | 5.1 B

10 4951 + 296.4 6

SD : Standard Deviation; CV: Coefficient of variation

Accuracy
RECOVERY TEST
Sample Added IGFBP-3 Recovered IGFBP-3 Recovery
(ng/ml) (ng/ml) (%)
Serum 1 3700 3880 104.8%
5940 6680 112.0%
10680 11700 109.5%
Serum 2 3700 3760 101.6%
5940 6620 111.0%
10680 11620 108.8%
DILUTION TEST
Sample Dilution Theoretical Concent. Measured Concent.
(ng/ml) (ng/ml)
Serum A 1/1 6720
12 3360 3510
1/4 1680 1540
1/8 840 760
1/16 420 440
Serum B 171 6510
12 3250 3190
1/4 1620 1410
1/8 810 710
1/16 400 440

Serial dilutions were made after the initial dilution with dilution buffer as
described in the procedure section X. B. 2-3..

XIV.

Time delay between last calibrator and sample dispensing

As shown hereafter, assay results remain accurate even when a sample is
dispensed 30 minutes after the calibrators have been added to the coated
wells.

TIME DELAY
0 min 30 min
(ng/ml) (ng/ml)
S1 4060 4800
S2 5930 5900

INTERNAL QUALITY CONTROL

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

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

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.

MALES (ng/ml) FEMALES (ng/ml)

Age Group
Mean Range N Mean Range N
0- 2years || 2638 1481-4481 15 2348 1398-3485 12
3- 5years || 2405 1478-3052 12 2752 2059-3325 13
6- 8years || 3186 2506-4428 17 3282 2469-4495 13
9-11lvyears || 3263 2020-4705 21 3298 2342-4640 11
12 - 14 years || 3672 2238-5971 19 4241 3000-7022 14
15-17 years || 4031 2710-5235 21 4181 2539-6607 20
18- 20 years || 3826 2303-5537 10 3709 2272-6102 9
21-30vyears || 3372 2092-4552 11 3766 2704-5594 10
31-40vyears || 2704 1190-4140 14 3372 2659-4533 12
41-50 years || 3885 2318-6896 18 3240 2322-4046 16
51-60years || 3175 2112-4625 16 3830 1602-5997 15
> 60 years || 2826 1155-3876 23 3621 1995-6505 21

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, Stop Solution contains HCI. 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

CALIBRATORS SAMPLE(S)
CONTROLS ul
pl

DILUTION OF SAMPLES
Dilution buffer - 1000
Sample - 10
Shaking Vortex
INCUBATION
Calibrators (0 to 5), controls 100 -
Diluted Samples, - 100
Diluted Conjugate 50 50

Incubate for 2 hours at room temperature.
Aspirate the contents of each well.
Wash 3 times with 400 pl of Wash Solution and aspirate.

Chromogenic Solution 100 100

Incubate for 30 min 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.1. Number : Revision nr :
KAP1171 1700773 /en 160308/2

Revision date : 2016-03-08



Lire entierement le protocole avant utilisation.

IGFBP-3-EASIA

BUT DU DOSAGE

Trousse de dosage immunoenzymatique pour la mesure quantitative in vitro de la protéine de liaison 3
du facteur de croissance proche de l'insuline humaine (IGFBP-3: Insulin-like Growth Factor Binding
Protein-3) dans le sérum.

INFORMATIONS GENERALES
Nom du produit : DIAsource IGFBP-3-EASIA kit
Numéro de catalogue : KAP1171: 96 tests

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

CONTEXTE CLINIQUE

Le systéme de facteur de croissance proche de I'insuline (IGF) est le régulateur primaire de la croissance corporelle normale
et de la régénération influencant la prolifération, la différentiation et I'apoptose cellulaires. De plus, le systéme IGF modifie
la sensibilité a I'insuline et le métabolisme du glucose a long terme. Enfin, de nombreuses données épidémiologiques,
expérimentales et cliniques indiquent que le systéme IGF est également impliqué dans le développement de différents
cancers courants ainsi que dans des maladies fréquentes comme I'athérosclérose et le diabéte de type 2.

Le systeme IGF se compose d'une famille de peptides étroitement apparentés qui inclut les deux peptides primaires de
promoation de la croissance, les IGF-I et IGF-II, les 6 protéines de liaison avec une forte affinité des IGF (IGFBP-1 a 6) et
une grande glycoprotéine ne liant pas I'lGF, la "sous-unité acidolabile™ (ALS).

L'IGFBP-3 est la sous-unité de liaison de I'IGF la plus abondante. Elle représente 75% et plus de la capacité de liaison de
I'IGF circulante chez les sujets sains. L'IGFPB-3 partage des propriétés fonctionnelles avec I'GFPB-5: les deux peptides
sont capables de former des complexes ternaires de haut poids moléculaire de ~150 kilos Dalton avec I'ASL et soit I'lGF-I
soit I'lGF-II. Les concentrations en IGFBP-5 sont cependant bien inférieures a celles de I'GFBP-3. Chez le sujet sain, on
retrouve jusqu'a 90% de I'GFBP-3 sous forme de complexes ternaires, mais seulement 50% environ de I'lGFBP-5..

Au départ, on pensait que les IGFBP servaient de protéines de liaison de I'lGF, stabilisant les taux plasmatiques d'IGF et
controlant la sortie de I'lGF de la circulation vers le compartiment extravasculaire. De plus, on a supposé que le complexe
IGFBP-IGF était biologiqguement plus ou moins inactif, étant privé de sa capacité a interagir avec le récepteur IGF-I.
Cependant, il est rapidement apparu que, dans certaines expériences, les IGFBP stimulaient plut6t qu'inhibaient les actions
médiées par I'lGF-I et, par conséquent, les IGFBP sont maintenant référencées en tant que modulateurs de la bioactivité de
I'IGF-1. De plus, la majorité des IGFBP et, en particulier I''GFBP-3, exercent des effets indépendants sur I'lGF-1 et sur le
récepteur IGF-1, provoquant éventuellement des interactions avec des récepteurs spécifiques situés a la surface et a
l'intérieur de la cellule. Par exemple, I''GFBP-3 est aujourd'hui considérée comme étant une molécule anticancéreuse,
protégeant apparemment contre certains cancers courants. On a également suggéré des effets de I'lGFBP-3 sur le signal de
I'insuline dans des cultures d'adipocytes.

La rotation des complexes ternaires est trés lente et la concentration plasmatique en IGFBP-3 reste stable au cours de la
journée, n'étant n'est pas affectée par des changements nutritionnels a court terme. Une seule mesure du taux d'IGFBP-3 est
donc suffisante. La GH est le régulateur primaire de I''GFBP-3 ainsi que de I'lGF-I et de I'ALS. Par conséquent, les trois
peptides augmentent pendant la poussée de croissance pubertaire aprés laquelle les taux diminuent progressivement avec
I'age. On a montré que, chez I'enfant, I'GFBP-3 est corrélée avec la sécrétion de GH intégrée sur 24 heures. Le dosage de
I'GFBP-3 peut étre utile, en particulier chez I'enfant, dans le diagnostic d'une déficience en GH.



IV.  PRINCIPES DU DOSAGE

La DIAsource IGFBP-3-EASIA est une «Enzyme Amplified Sensitivity
Immunoassay » en phase solide effectuée sur des micro-plaques. Les calibrateurs
et les échantillons réagissent avec 1’anticorps de capture monoclonal (AcM 1)
recouvrant les puits et avec un anticorps monoclonal (AcM 2) marqué avec la
peroxydase (HRP). Aprées une période d’incubation permettant la formation d’un
sandwich: AcM 1 tapissé — IGFBP-3 humaine — AcM 2 — HRP, la micro-plaque
est lavée afin d’enlever I’anticorps libre marqué enzymatiquement. L anticorps lié
marqué enzymatiquement est mesuré avec une réaction chromogénique. Une
solution chromogénique (TMB) 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 appropriée. La quantité de remplacement de substrat est déterminée
colorimétriquement par la mesure de ’absorbance, qui est proportionnelle a la
concentration en IGFBP-3 humaine.

Une courbe de calibration est dessinée et la concentration en IGFBP-3 dans les
échantillons est déterminée par interpolation de la courbe de calibration.

V. REACTIFS FOURNIS

Réactifs 96 tests Code Reconstitution
Kit Couleur
Plaques de micro-titration | 96 puits bleu Prét a ’emploi
sécable avec 96 puits
recouvert d’anti IGFBP-3
(anticorps monoclonal)
Ab HRP |conc 1 flacon Rouge | Diluer 20 x avec Ie,
0,5ml tampon du conjugué
Conjugué: anti-IGFBP-3 marqué avec
de ’HRP (anticorps monoclonal)
dans un tampon citrate avec de la
sérum albumine bovine et du Proclin
BUF 1 flacon Rouge | Préta I’emploi
10 ml
Tampon du conjugué: un tampon
TRIS avec de I'albumine bovine et du
thymol
CAL - 5 flacons Jaune Ajouter 1 ml d’eau
lyophilisés distillée
Calibrateur N = 1 a 5, dans un
tampon phosphate avec de la sérum
albumine bovine et du thymol
Valeurs exactes sur chaque flacon.
Les calibrateurs sont prédilués.
1 utiliser le tampon de dilution
comme calibrateur zéro.
DIL BUF 1flacon Noir Prét a I’emploi
100 ml
Tampon de dilution:  tampon
phosphate avec de la sérum albumine
bovine, du sérum bovin et du thymol.
2 flacons Gris Ajouter 1 ml d’eau
lyophilisés distillée
Contrdles - N = 1 ou 2 dans du
plasma humain et du thymol
Les contrdles sont prédilués.
|WASH | SOLN |CONC | 1 flacon Brun I?lluer'ZO'O,x avec de
10 ml I’eau distillée (utiliser
Solution de Lavage un agitateur
(Tris-HCI) magnétique).
1 flacon Blanc | Prét a I’emploi
12 ml
Solution Chromogéne TMB
(Tetramethylbenzydine)
-- 1 flacon Noir Prét a ’emploi
STOP | SOLN 12 ml
Solution d’arrét: HCI 1,0 N

Note: utiliser le tampon de dilution comme calibrateur zéro.
Les calibrateurs sont standardisés par rapport a I'lGFBP-3 recombinante, standard
de référence NIBSC/WHO code 93/560.

VI.  MATERIELS NON FOURNIS

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, 100 pl et 1 ml ('utilisation de pipettes
précises et de pointes en plastique est recommandée)

Nookrw

VII.

A.

Des tubes en plastique pour la dilution des échantillons

Agitateur vortex

Agitateur magnétique

Laveur de micro-plaques

Lecteur de micro-plaques capable de lire & 450 nm et 650 nm (lecture
monochromatique)

PREPARATION DES REACTIFS

Calibrateurs : Reconstituer les calibrateurs avec 1 ml d’eau distillée.

I Utiliser le tampon de dilution comme calibrateur zéro

B.
C.

VI

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

Conjugué IGFBP-3-HRP de travail: Préparer un volume adéquat de
conjugué de travail en ajoutant, par exemple : 100 pl du conjugué IGFBP-3-
HRP concentré (20x) a 2 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 I’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 dessiccateur jusqu’a la date d’expiration.

Aprés reconstitution, les calibrateurs et les controles 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.

Le conjugué de travail IGFBP-3-HRP est stable pendant 4 heures a
température ambiante. Eviter I'exposition directe au soleil.

Des altérations dans 1’apparence physique des réactifs de la trousse peuvent
indiquer une instabilité ou une détérioration.

PREPARATION ET STABILITE DE L’ECHANTILLON

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

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 D’utilisation des échantillons, ceux-ci doivent étre a température
ambiante. On recommande de vortexer les échantillons avant de les utiliser.
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.

Mélangez tous les réactifs et les échantillons sous agitation douce.

Réaliser les calibrateurs, les controles 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 1’addition de chaque réactif et échantillon.

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

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



B. Mode opératoire

1. Etiqueter un tube ordinaire en plastique pour chacun des échantillons.

2. Distribuer 1 ml de tampon de dilution dans chacun des tubes.

3. Ajouter 10 pl d'échantillon dans ces tubes.

4. Vortexer les échantillons prédilués, les calibrateurs reconstitués et les
controles.

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

6. Placer les barrettes dans le support.

7. Pipeter 100 pl du tampon de dilution comme calibrateur zéro. Pipeter 100
ul de chaque Calibrateur, Contréle et Echantillon dilué dans les puits
appropriés.

8. Pipeter 50 pl du conjugué IGFBP-3-HRP de travail dans tous les puits.

9. Incuber pendant 2 heures a température ambiante.

10.  Aspirer le liquide de chaque puits.

11.  Laver la plaque 3 fois.

12.  Pipeter 100 pl de la solution chromogéne dans chaque puits dans les 15
minutes apres la phase de lavage.

13.  Incuber la micro-plaque pendant 30 minutes a température ambiante,
éviter exposition a la lumiére du soleil.

14.  Pipeter 100 pl de la Solution d’arrét dans chaque puits.

15.  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 a 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 IGFBP-3 humaine (abscisses) et dessiner une courbe de
calibration a 1’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 systéme

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

IGFBP-3-EASIA Unités OD
Calibrateur
0 ng/ml 0,028
460  ng/ml 0,114
1270  ng/ml 0,311
3020  ng/ml 0,778
6710 ng/ml 1,403
16070  ng/ml 2,588

XI1ll. PERFORMANCE ET LIMITES

A. Sensibilité

Seize calibrateurs zéro ont été testés en parallele 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 10 ng/ml.

B. Spécificité
Certaines hormones pouvant potentiellement interférer ont été testées dans cet
essai. A des concentrations allant jusqu'a 10 pg/ml, aucune des hormones n'a
montré une interférence significative :

- rhIGF-BP1

- rh1GF-BP2

- rhIGF-BP4

- rh1GF-BP5

- rhIGF-BP6

- rh1GF-1

- rh1GF-11

C. Précision
INTRA-ESSAI INTER-ESSAI
Sérum N <X>+SD CcVv Sérum | N <X>+*SD CcVv
(ng/ml) (%) (ng/ml) (%)
A 22 827,2 £ 41,99 51 A 10 3074 +198,67 6,4
B 24 | 2081,6 +104,4 51 B 10 | 4951 + 296,4 6

SD : Déviation Standard; CV: Coefficient de variation

D. Exactitude
TEST DE RECUPERATION

Echantillon IGFBP-3 IGFBP-3 Récupération
ajoutée récupérée (%)
(ng/ml) (ng/ml)
Sérum 1 3700 3880 104,8%
5940 6680 112,0%
10680 11700 109,5%
3700 3760 101,6%
Sérum 2 5940 6620 111,0%
10680 11620 108,8%

TEST DE DILUTION

Echantillon Dilution Concent. théorique Concent. Mesurée
(ng/ml) (ng/ml)
Sérum A 1/1 6720
12 3360 3510
1/4 1680 1540
1/8 840 760
1/16 420 440
Sérum B 11 6510
12 3250 3190
1/4 1620 1410
1/8 810 710
1/16 400 440

Des dilutions en série ont été faites, apres la dilution initiale, avec le tampon
de dilution comme décrit dans la section X. B. 2-3 de la procédure.

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 30 minutes apres que le calibrateur a été ajouté aux tubes

avec |’anticorps.

DELAI

0 min 30 min

(ng/ml) || (ng/ml)
S1 4060 4800
S2 5930 5900

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 a moins que l'on ait donné une explication satisfaisante de la non-
conformité.

. Chaque laboratoire est libre de faire ses propres stocks d’échantillons
controles, lesquels doivent étre congelés aliquotés. Des controles 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 fagon routiniére comme
des échantillons inconnus pour mesurer la variabilité du test. La réalisation
du test doit étre suivie avec des fichiers de contréle 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.

MASCULIN (ng/ml) FEMININ (ng/ml)

Age

Moyen Portée N (| Moyen Portée N

1398-3485 12
2059-3325 13
2469-4495 13
2342-4640 11
3000-7022 14
2539-6607 20
2272-6102 9

2704-5594 10
2659-4533 12
2322-4046 16
1602-5997 15
1995-6505 21

0- 2ans 2638
3-5ans 2405
6- 8ans 3186
9-11ans 3263
12 - 14 ans 3672
15-17 ans 4031
18 - 20 ans 3826
21-30ans 3372
31-40ans 2704
41 -50 ans 3885
51 - 60 ans 3175
> 60 ans 2826

1481-4481 15 2348
1478-3052 12 2752
2506-4428 17 3282
2020-4705 21 3298
2238-5971 19 4241
2710-5235 21 4181
2303-5537 10 3709
2092-4552 11 3766
1190-4140 14 3372
2318-6896 18 3240
2112-4625 16 3830
1155-3876 23 3621

XVI. PRECAUTIONS ET AVERTISSEMENTS

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,
lanti-HCV, l'anti-HIV-1 et 2. Aucune méthode connue ne peut offrir l'assurance
compleéte que des dérivés de sang humain ne transmettront pas d’hépatite, le sida
ou toute autre infection. Donc, le traitement des réactifs, du sérum ou des
échantillons de plasma devront étre conformes aux procédures locales de sécurité.
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.
Néanmoins, les composants contenant des substances animales devront étre traités
comme potentiellement infectieux.

Eviter le contact de la peau avec tous les réactifs, la solution d'arrét contient du
HCI. En cas de contact, laver avec beaucoup d’eau.

Ne pas fumer, ni boire, ni manger ni appliquer de produits cosmétiques dans les
laboratoires. Ne pas pipeter avec la bouche. Utiliser des vétements protecteurs et
des gants a usage unique.
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XVI11.RESUME DU PROTOCOLE

CALIBRATEURS ECHANTILLON(S)
CONTROLES (0}
(k)
DILUTION DES
ECHANTILLONS
Tampon de dilution - 1000
Echantillon - 10
Secouer Vortex
Calibrateurs (0-5), Contréles 100 -
Echantillons dilués, - 100
Conjugué dilué 50 50
Incuber pendant 2 heures a température ambiante.
Aspirer le contenu de chaque puits.
Laver 3 fois avec 400 pl de la Solution de Lavage et aspirer.
Solution du chromogéne 100 100
Incuber pendant 30 min & température ambiante.
Solution d’arrét 100 100
Lire sur un lecteur de micro-plagues et enregistrer I’absorbance de chaque puits a 450
nm (contre 630 ou 650 nm)
DIAsource Catalogue Nr : P.1. Number : Revision nr :
KAP1171 1700773/fr 160308/2

Date de révision : 2016-03-08



C€

Prima di utilizzare il kit leggere attentamente le istruzioni per I’uso

IGFBP-3 -EASIA

USO DEL KIT

Kit immunoenzimetrico per la determinazione quantitativa in vitro della Proteina 3 legante il Fattore di Crescita
Insulino-simile (IGFBP-3) umano nel siero.

. INFORMAZIONI DI CARATTERE GENERALE

. Nome commerciale: DIAsource IGFBP-3-EASIA Kit
. Numero di catalogo: KAP1171: 96 test
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

INFORMAZIONI CLINICHE

Il sistema del fattore di crescita insulino-simile (IGF), che interviene nel processo di proliferazione, differenziazione e
apoptosi cellulare, € il principale regolatore della normale crescita e rigenerazione organica. 1l sistema IGF sembrerebbe
inoltre modificare la sensibilita insulinica e il metabolismo del glucosio a lungo termine. Molti dati epidemiologici,
sperimentali e clinici indicano come il sistema IGF sia coinvolto anche nello sviluppo di molti comuni tipi di cancro,
nonché di patologie frequentemente riscontrabili quali I’aterosclerosi e il diabete mellito di tipo 2.

Il sistema IGF é costituito da una famiglia di peptidi strettamente associati tra loro, quali i due principali peptidi
stimolanti la crescita, IGF-I e IGF-II, sei proteine specifiche IGF-leganti ad alta affinita (IGFBP da 1 a 6) e una grossa
glicoproteina non-1GF-legante, la subunita acido labile (ALS).

La IGFBP-3, la proteina IGF-legante presente in maggior quantita, rappresenta nei soggetti sani il 75% o piu della
capacita IGF-legante totale. La IGFBP-3 condivide le sue proprieta funzionali con la IGFBP-5, essendo entrambi peptidi
in grado di formare complessi ternari ad elevato peso molecolare di ~150 kilo Dalton con ALS e con IGF-I o IGF-II.
Tuttavia, la IGFBP-5 circola in concentrazioni molto ridotte rispetto alla IGFBP-3 e, nei soggetti sani, i complessi
ternari portano fino al 90% di IGFBP-3 e soltanto il 50% di IGFBP-5.

Originariamente si pensava che le IGFBP svolgessero il compito di proteine IGF-carrier, stabilizzanti i livelli plasmatici
di IGF e con funzioni di controllo del passaggio di IGF dal flusso sanguigno al compartimento extra-vascolare. Si
pensava inoltre che I'IGF, nella sua forma complessata IGFBP, fosse pit o meno biologicamente inattiva essendo
deprivata della sua capacita di interagire con il recettore IGF-I. Tuttavia, risultdo ben presto evidente che in alcuni
contesti sperimentali, le IGFBP avevano un effetto stimolante, piu che inibente, ’azione IGF-I mediata. Pertanto, le
IGFBP sono adesso considerate come modulatori della bioattivita di IGF-1. La maggior parte delle IGFBP, e in special
modo la IGFBP-3, produce effetti indipendenti sull’IGF-1 e sul suo recettore, con possibili interazioni con i recettori
specifici situati sulla superficie cellulare o nel comparto intracellulare. Attualmente si pensa che la IGFBP-3 possa
fungere da molecola anti-cancro, con effetto di protezione contro molte forme comuni di cancro, ed é stato ipotizzato un
suo possibile effetto sulla segnalazione di insulina in adipociti in coltura.

Il turnover dei complessi ternari & molto lento e i livelli plasmatici di IGFBP-3 rimangono stabili nell’intero arco della
giornata, non influenzati da variazioni nutrizionali a breve termine. | livelli di IGFBP-3 possono pertanto essere
determinati sulla base di una singola valutazione. Essendo il GH il principale regolatore di IGFBP-3, IGFBP-1 e ALS,
durante lo scatto di crescita puberale si verifica un aumento di tutti e tre i peptidi, il cui livello va successivamente
diminuendo con I’avanzare dell’eta. In eta pediatrica, 'IGFBP-3 si correla con la secrezione di GH integrato nelle 24
ore e, particolarmente nei bambini, puo rivelarsi utile nella diagnosi di deficit di GH.



IV.  PRINCIPIO DEL METODO

DIAsource IGFBP-3-EASIA ¢ un immunosaggio a sensibilitd 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: MADb 1 di rivestimento — IGFBP-3 umano — 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 1’aggiunta
della soluzione cromogena (TMB) e successiva incubazione. La reazione viene
interrotta con 1’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 IGFBP-3 umano.

Viene tracciata una curva di calibrazione e la concentrazione IGFBP-3 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

IGFBP-3 (anticorpi

monoclonali)
Ab HRP |conc 1 flacone Rosso Diluire 20 x con
0.5ml tampone del
Coniugato: marcato HRP  anti- ' coniugato

IGFBP-3 (Anticorpi monoclonali) in
tampone citrato con albumina di siero
bovino e Proclin

BUF 1 flacone Rosso Pronto per 1’uso

R 10 ml
Tampone del coniugato: tampone 0
TRIS con albumina di siero bovino e
timolo

CAL 5 flaconi Giallo | Aggiungere 1 ml di
- - liofiliz. acqua distillata
Calibratore 1-5, in tampone fosfato

con siero bovino e timolo. Le
concentrazioni esatte degli calibratore
sono riportate sulle etichette dei
flaconi.

| calibratori sono pre-diluiti.

! Usare il tampone di diluizione come

calibratore zero.

DIL BUF 1 flacone Nero
100 ml

Pronto per I’uso

Tampone di diluizione: tampone
fosfato con albumina bovina, siero
bovino e timolo.

CONTROL 2 flaconi Argento Aggiunge_re 1 mldi
liofiliz acqua distillata

Controlli: N=102, in plasma
umano con timolo

I controlli sono pre-diluiti.

Diluire 200 x con
acqua distillata
(usando un agitatore
magnetico)

| WASH | SOLN

CONC | 1 flacone Bruno
10 ml

Tampone di lavaggio (TRIS HCI)

Pronto per uso

1 flacone Bianco
CHROM | TMB
12 mi

Soluzione Cromogena TMB
(tetrametilbenzidina)

stop | souLn 1 flacone Nero Pronto per 1’uso

12 mi
Soluzione di arresto: HCI1,0 N

Note: usare il tampone di diluizione come calibratore zero.
I calibratori sono standardizzati rispetto all’IGFBP-3 ricombinante, standard di
riferimento NIBSC/WHO, codice 93/560

VI.  REATTIVI NON FORNITI

Il seguente materiale € richiesto per il dosaggio ma non é fornito nel Kit.

1. Acqua distillata di qualita elevata

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

Provette di plastica per la diluizione dei campioni.

Agitatore tipo vortex.

Agitatore magnetico.

lavatrice per piastra di microtitolazione

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

No oW

VIl. PREPARAZIONE DEI REATTIVI

A. Calibratore: Ricostituire i calibratori con 1 ml di acqua distillata.

I Usare il tampone di diluizione come calibratore zero.

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

C. Soluzione di lavoro del coniugato IGFBP-3-HRP: Preparare la quantita
necessaria di soluzione del coniugato aggiungendo ad esempio: 100 pl del
coniugato IGFBP-3-HRP concentrato 20 x a 2 ml di tampone del coniugato.
Utilizzare un vortex per omogeneizzare. Si raccomanda la preparazione
estemporanea.

D. 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.

VIIl. CONSERVAZIONE E SCADENZA DEI REATTIVI

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

L] Le strisce reattive inutilizzate devono essere conservate a 2-8°C, in un
contenitore sigillato che contenga un essiccante fino alla data di scadenza.

L] 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 per un massimo di 3 mesi. Evitare ripetuti cicli di congelamento-
scongelamento dei campioni.

. La soluzione di lavaggio concentrata & stabile a temperatura ambiente fino
alla data di scadenza.

L] Il coniugato IGFBP-3-HRP una volta pronto é stabile per 4 ore a temperatura
ambiente. Evitare di esporre a luce diretta.

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

IX.  RACCOLTA E PREPARAZIONE DEI CAMPIONI

. Conservare i campioni di siero 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.

. Non usare campioni emolizzati.

X. METODO DEL DOSAGGIO

A. Avvertenze generali
Non usare il kit o suoi componenti oltre la data di scadenza.
Non mescolare reattivi di lotti diversi.
Prima dell’uso portare tutti i reattivi a temperatura ambiente.
Mescolare delicatamente i campioni per inversione o rotazione.
Eseguire calibratori, controlli e campioni in doppio. Si raccomanda
I’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
’ultimo campione deve essere limitato ai tempi riportati nella sezione XIII,
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.
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Metodo del dosaggio

Etichettare una provetta di plastica liscia per ogni campione.

In ciascuna provetta, dispensare 1 ml di tampone di diluizione.

Aggiungere a queste provette 10 pl di campione.

Vortexare i campioni pre-diluiti, i calibratori ricostituiti e i controlli.
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.

Pipettare 100 pl di tampone di diluizione come calibratore zero. Pipettare
100 pl di ogni calibratore, controllo e campione diluito nei pozzetti
adeguati.

Pipettare 50 pl della soluzione di lavoro del coniugato IGFBP-3-HRP in
tutti i pozzetti.

Incubare per 2 ore a temperatura ambiente.

Aspirare il liquido da ogni pozzetto.

Lavare la piastra 3 volte.

Pipettare in ogni pozzetto 100 pl di Soluzione Cromogena entro 15 minuti
dal termine della fase di lavaggio.

Incubare la piastra di microtitolazione per 30 minuti a temperatura
ambiente; evitare la luce diretta del sole.

Pipettare 100 pl di soluzione di arresto in ogni pozzetto.

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.

CALCOLO DEI RISULTATI

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

Calcolare la media delle determinazioni in duplicato.

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 IGFBP-3 umano, collegando i
punti tracciati con linee rette.

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

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

CARATTERISTICHE TIPICHE

| dati che seguono sono esclusivamente a scopo illustrativo e non devono essere in
nessun caso utilizzati al posto della curva di taratura "real time".

XIHI.

A.

IGFBP-3-EASIA Unita OD
Calibratore
0 ng/ml 0,028
460 ng/ml 0,114
1270 ng/ml 0,311
3020 ng/ml 0,778
6710 ng/ml 1,403
16070 ng/ml 2,588

CARATTERISTICHE E LIMITI DEL METODO

Sensibilita

Sedici 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 16 replicati dello standard zero, &
risultata essere 10 ng/ml.

B.

Specificita

Sono stati sottoposti al test alcuni ormoni potenzialmente interferenti. Per
concentrazioni fino a 10 pg/ml, non é stata evidenziata alcun interferenza
significativa per nessuno di essi.

- rhIGF-BP1
- rhIGF-BP2
- rhiIGF-BP4
- rhIGF-BP5
- rhIGF-BP6
- rhiGF-1

- rhiGF-11

C. Precisione
INTRA SAGGIO INTER SAGGIO
Siero N <X>+SD CcVv Siero N <X>+*SD CcVv
(ng/ml) (%) (ng/ml) (%)
A 22 827,2 £ 41,99 51 A 10 3074 +198,67 6,4
B 24 | 2081,6 +104,4 51 B 10 4951 + 296,4 6

SD : Deviazione Standard; CV: Coefficiente di Variazione

D. Accuratezza
TEST DI RECUPERO
Campione IGFBP-3 IGFBP-3 Recupero
aggiunta recuperata (%)
(ng/ml) (ng/ml)
Siero 1 3700 3880 104,8%
5940 6680 112,0%
10680 11700 109,5%
Siero 2
3700 3760 101,6%
5940 6620 111,0%
10680 11620 108,8%
TEST DI DILUIZIONE
Campione Diluizione Concentrazione Concentrazione
teorica misurata
(ng/ml) (ng/ml)
Siero A 1/1 6720
1/2 3360 3510
1/4 1680 1540
1/8 840 760
1/16 420 440
Siero B 1/1 6510
1/2 3250 3190
1/4 1620 1410
1/8 810 710
1/16 400 440
Le diluizioni in serie sono state effettuate con il tampone di diluizione dopo la
diluizione iniziale, come descritto nella sezione X. B. 2-3 della procedura.
E. Tempo trascorso tra I’aggiunta dell’ultimo calibratore e il campione

Come mostrato nella seguente tabella, il dosaggio si mantiene accurato anche
quando un campione viene aggiunto nelle provette sensibilizzate 30 minuti dopo
I’aggiunta del calibratore.

XIV.

TEMPO TRASCORSO
0 min 30 min
(ng/ml) || (ng/ml)

S1 4060 4800

S2 5930 5900

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

MASCHI( (ng/ml) FEMMINE (ng/ml)

Gruppo di eta

Media Intervallo N Media Intervallo N

0- 2anni 2638
3- 5anni 2405
6- 8anni 3186
9-11anni 3263
12 - 14 anni 3672
15 - 17 anni 4031
18 - 20 anni 3826
21 - 30 anni 3372
31 - 40 anni 2704
41 -50 anni 3885
51 - 60 anni 3175
> 60 anni 2826

1481-4481 15 2348
1478-3052 12 2752
2506-4428 17 3282
2020-4705 21 3298
2238-5971 19 4241
2710-5235 21 4181
2303-5537 10 3709
2092-4552 11 3766
1190-4140 14 3372
2318-6896 18 3240
2112-4625 16 3830
1155-3876 23 3621

1398-3485 12
2059-3325 13
2469-4495 13
2342-4640 11
3000-7022 14
2539-6607 20
2272-6102 9

2704-5594 10
2659-4533 12
2322-4046 16
1602-5997 15
1995-6505 21

XVI. PRECAUZIONI PER L’USO

Sicurezza

I 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
o0 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, la soluzione di arresto
contiene HCI. 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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XVIII. SCHEMA DEL DOSAGGIO
CALIBRATORE CAMPIONI
CONTROLLI CONTROLLI

(k1) (U]
DILUIZIONE DEI
CAMPIONI - 1000
Tampone di diluizione - 10
Campione
Agitare Su vortex
INCUBAZIONE
Calibratore (0 - 5), controlli 100 -
Campioni diluiti - 100
Coniugato diluito 50 50
Incubare per 2 ore 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 1’assorbanza di ogni
pozzetto a 450 nm (rispetto a 630 0 650 nm)

Numero di catalogo di P 1 numero: Revisione numero:
DIAsource: - . ’
1700773/ 160308/2
KAP1171 00773/t

Data di revisione : 2016-03-08
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Leer el protocolo completo antes de usar.

IGFBP-3-EASIA

INSTRUCCIONES DE USO

Ensayo inmunoenzimatico para la determinacién cuantitativa in vitro de la Proteina 3 enlazante del Factor
humano de Crecimiento Similar a la Insulina, (IGFBP-3) en el suero,

INFORMACION GENERAL
Nombre: DIAsource IGFBP-3-EASIA Kit
Numero de Catdlogo: KAP1171: 96 determinaciones

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

Para asistencia técnica e informacion sobre pedidos contactar:
Tel: +32 (0)10 84.99.11 Fax : +32 (0)10 84.99.91

CONTEXTO CLINICO

El sistema del Factor de Crecimiento similar a la Insulina (IGF) es el regulador principal del crecimiento corporal normal y la
regeneracion, afectando la proliferacion celular, diferenciacién y apoptosis. Ademas el sistema IGF parece modificar la sensibilidad a la
insulina y el metabolismo de la glucosa a largo plazo. Finalmente, muchos datos epidemiolégicos, experimentales y clinicos, indican
que el sistema IGF también esta involucrado en el desarrollo de varios canceres comunes como también enfermedades frecuentes tales
como, arterosclerosis y diabetes mellitus tipo 2.

El sistema IGF consiste en una familia de péptidos estrechamente relacionados entre si, incluyendo a los dos péptidos principales en la
estimulacion del crecimiento, IGF-I e IGF-11, 6 proteinas especificas que se unen al IGF con alta afinidad (IGFBP-1 al -6), y una
glicoproteina grande que no se une al IGF, la sub unidad acido-1abil (ALS).

De las proteinas que se unen al IGF, la IGFBP-3 es la méas abundante, representa un 75% o mas de la capacidad de unién con el IGF
en la circulacion de individuos sanos. La IGFBP-3 comparte propiedades funcionales con la IGFBP-5 en que ambos péptidos son
capaces de formar complejos ternarios de alto peso molecular de ~150 kilo Dalton con ALS y también con el IGF-1 o —Il. Sin
embargo, la IGFBP-5 circula en mucha menor concentracién que la IGFBP-3, y en individuos sanos los complejos ternarios transportan
hasta el 90% de la IGFBP-3 pero solo alrededor del 50% de la IGFBP-5.

Originalmente, se pensaba que las IGFBP funcionaban como proteinas transportadoras del IGF, estabilizando los niveles plasmaticos
del IGF y controlando la salida del IGF de la circulacién hacia el compartimiento extravascular. Ain mas, se suponia que el IGF en
complejo con la IGFBP, al no tener la habilidad para interactuar con el receptor IGF-I, era practicamente inactivo biolégicamente. Sin
embargo muy pronto se hizo evidente que en algunas situaciones experimentales las IGFBP estimulaban en vez de inhibir las acciones
mediadas por IGF-I y en consecuencia, por esta razén a menudo son llamadas moduladoras de la bioactividad del IGF-1. Ademas la
mayoria de las IGFBP, especialmente la IGFBP-3, ejercen efectos independientes sobre IGF-1y los receptores en IGF-I, posiblemente
involucrando interacciones con receptores especificos ubicados en la superficie celular e intracelular. Por ejemplo, la IGFBP-3 es
considerada hoy en dia como una molécula anti cancer, que aparentemente protege contra varios canceres comunes y se ha sugerido
también, de los efectos de la IGFBP-3 sobre la sefializacion de la insulina en cultivo de adipositos.

La velocidad de reposicion de los complejos ternarios es muy lenta y la concentracion plasmatica de la IGFBP-3 se mantiene estable a
través del dia, sin ser afectada por cambios nutricionales de corto plazo. Por lo tanto, el nivel de la IGFBP-3 puede determinarse con
una sola medicién. La GH (hormona del crecimiento) es la principal reguladora de la IGFBP-3 como también del IGF-1 'y ALS por lo
que los tres péptidos aumentan durante el rapido crecimiento en la pubertad, luego el nivel disminuye gradualmente con la edad. En los
nifios, se ha demostrado que hay una correlacion entre la IGFBP-3 y la secrecién de GH integrada de 24horas y especialmente en los
nifios la IGFBP-3 puede ser Util para el diagndstico de la deficiencia de GH.


http://www.galenicom.com/medline/term/Insulin-Like+Growth+Factor+Binding+Protein+3

IV.  PRINCIPIOS DEL METODO

El DIAsource IGFBP-3-EASIA es un Inmunoensayo de fase sélida Enzimatico de
Sensibilidad Amplificada efectuado en microplacas. Los calibradores y las
muestras reaccionan con el anticuerpo de captura monoclonal (MAb 1) que
recubre los pocillos de la microplaca y con un anticuerpo monoclonal (MAb 2)
marcado con peroxidasa de rdbano picante (HRP). Después de un periodo de
incubacion que permite la formacion de un “sandwich”: MAb 1 recubierto —
IGFBP-3 humana — MAb 2 — HRP, la microplaca se lava para eliminar los
anticuerpos libres marcados con enzimas. Los anticuerpos marcados con enzimas
que se han ligado se miden con una reaccién cromogénica. La solucién
cromogeénica (TMB) es afiadida e incubada. La reaccion se para con la adicién de
la Solucién de Parada y después la microplaca se lee a la longitud de onda
apropiada. La cantidad de recambio de sustrato es determinada de manera
colorimétrica por la medicion de la absorbancia, que es proporcional a la
concentracion de la IGFBP-3 humana.

Una curva de calibracién es elaborada y la concentracion de la IGFBP-3 de las
muestras es determinada por interpolacion en la curva de calibracion.

V. REACTIVOS SUMINISTRADOS

Reactivos Kit de 96 Codigo Reconstitucion
determinacio | de Color
nes

Microplaca con anti 96 pocillos Azul | Listo para uso
IGFBP-3 (anticuerpos

monoclonales) pocillos
recubiertos
desprendibles

Ab | HRP |CONC | 1 vial Rojo Diluir 20 x con tampén
0,5 ml de conjugado

Conjugado: anti IGFBP-3 marcado
con HRP (anticuerpos
monoclonales) en tamp6n de
citrato con albdmina de suero
bovino y Proclin.

1 vial Rojo Listo para uso

Tampén de Conjugado: tampén
TRIS con albimina de suero
bovino y timol.

CAL

5 viales amarillo | Afadir 1 ml de agua
liofilizados destilada

Calibradores N =1 al 5, en tamp6n
fosfato con albimina de suero
bovino y timol.

Ver los valores exactos en las
etiquetas de los viales. Los
calibradores ya vienen diluidos.
iUse el tampdn de dilucién
como calibrador cero!

DIL BUF 1 vial negro | Listo para uso
100 ml

Tampén de diluciéon: Tampén de
fosfato con albimina de suero
bovino y timol.

CONTROL N 2 viales plateado | Afadir 1 ml de agua
Liofilizados destilada
Controles-N =102
en plasma humano con timol.

Los controles ya vienen diluidos.

1 vial marrén | Diluir 200 x con agua
|WASH | SOLN |°°NC | 10 ml destilada (utilizar
Solucién de lavado (Tris-HCI) agitador magnético)

1 vial blanco | Listo para uso

Solucién Cromogénica TMB
(Tetrametilbencidina)

- 1 vial negro Listo para uso
STOP | SOLN 2 ml

Solucién de Parada: HCI 1N

Nota : use el tamp6n de dilucién como calibrador cero.
Los calibradores se estandarizan contra el reactivo de referencia de NIBSC/WHO
IGFBP-3 recombinante, cddigo 93/560.

VI.

MATERIAL NO SUMINISTRADO

El material mencionado a continuacién es necesario y no esta incluido en el kit

1.
2.

Nookw

VII.

A.

Agua destilada de alta calidad

Pipetas de 50 pl, 100ul y 1 ml (Se recomienda el uso de pipetas precisas con
puntas desechables de plastico)

Tubos plasticos para dilucién de las muestras.

Vortex

Agitador magnético

Lavador de microplacas

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

PREPARACION DE REACTIVOS

Calibradores: Reconstituir los calibradores con 1 ml de agua destilada.

ijUse el tampdn de dilucién como calibrador cero!

B.
C.

VIIL.

Controles: Reconstituir los controles con 1 ml de agua destilada.
Conjugado de trabajo IGFBP-3 —-HRP: Prepare un volumen adecuado
de solucion de conjugado agregando por ejemplo: 100 pl del conjugado
concentrado x 20 IGFBP-3-HRP a 2 ml de tamp6n de conjugado. Usar un
agitador vortex para homogenizar. Se recomienda preparar en el momento
de uso.

Solucion de lavado de trabajo: Preparar el volumen necesario de
Solucién de lavado de trabajo mezclando 199 partes de agua destilada con
1 parte de Solucién de lavado (200x). Utilizar un agitador magnético para
homogeneizar. Desechar la solucion de lavado de trabajo no utilizada al
final del dia.

ALMACENAJE Y CADUCIDADES DE LOS REACTIVOS

Antes de abrir o 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 que no han sido usados deben ser almacenados entre 2 y 8°C,
en una bolsa sellada que contenga un desecante hasta la fecha de
expiracion.

Después de reconstituidos, los calibradores y controles son estables por
una semana de 2 a 8°C. Para periodos de almacenaje mas largos, se
deberan preparar alicuotas y almacenarlas a -20°C por un maximo de tres
meses. Evitar congelar y descongelar sucesivamente.

La Solucién de Lavado concentrada es estable a temperatura ambiente
hasta la fecha de caducidad.

El conjugado de trabajo IGFBP-3-HRP es estable por cuatro horas a
temperatura ambiente, evitar la luz solar directa.

Las alteraciones de la apariencia fisica de los reactivos pueden indicar
inestabilidad o deterioro.

TOMA Y PREPARACION DE MUESTRAS

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

Si el ensayo no se realiza en 24 hrs., almacenar las muestras a —20°. Evitar
congelar y descongelar sucesivamente.

Antes de usarlas todas las muestras deben estar a temperatura ambiente. Se
recomienda agitar las muestras en un Vortex antes de usarlas.

No utilizar muestras hemolizadas.

PROCEDIMIENTO

Notas de manejo

No utilizar el kit o componentes después de la fecha de caducidad.

No mezclar reactivos de diferente nimero de lote.

Llevar todos los reactivos a temperatura ambiente antes de su uso.

Mezclar concienzudamente todos los reactivos y muestras, agitandolos o
girandolos suavemente.

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

Usar un envase plastico limpio para preparar la Solucién de Lavado.

Con el fin de evitar cualquier contaminacion utilizar puntas de pipetas
desechables y limpias para la adicion de cada reactivo y muestra.

Al dispensar la Solucién Cromogénica y la Solucién de Parada, evitar usar
pipetas con partes metélicas.

El uso de pipetas de precision o equipamiento de dispensacion automatica
mejorara la precision.

Respetar los tiempos de incubacion.

Para evitar deriva, el tiempo entre el pipeteo del primer calibrador y la
Gltima muestra debe estar limitado al tiempo mencionado en la seccién
XIlI parrafo E (Demora en el tiempo).

Preparar la curva de calibracion para cada ensayo, no utilizar los datos de
ensayos previos.
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10.

12.

13.

14.
15.

XI.

[

XIL.

Dispensar la Solucion Cromogénica dentro de los 15 minutos posteriores al
lavado de las microplacas.

Durante la incubacion con Solucién Cromogénica, evitar exponer las
microplacas la luz solar directa.

Procedimiento

Etiquetar un tubo pléstico por cada muestra.

Dispensar 1 ml de Tampén de Dilucién en cada tubo.

Agregar 10 pl de muestra a estos tubos.

Agitar en un vortex las muestras pre diluidas, los calibradores y controles
reconstituidos.

Seleccionar el nimero requerido de pocillos para el ensayo. Los pocillos
sin usar deben ser sellados en la bolsa con un desecante y guardados a 2-
8°C.

Fijar los pocillos en el soporte.

Pipetear 100 pl de tampoén de dilucion como calibrador cero. Pipetear 100
ul de cada Calibrador, Control y Muestra diluida en el pocillo apropiado.
Pipetear 50 pl del conjugado de trabajo IGFBP-3-HRP en cada pacillo.
Incubar durante 2 horas a temperatura ambiente.

Aspirar el liquido de cada pocillo.

Lavar la placa 3 veces.

Pipetear 100 pl de la solucién cromogénica en cada pocillo dentro de los
de 15 minutos después de la fase de lavado.

Incubar la microplaca durante 30 minutos a temperatura ambiente en
posicion horizontal, evitar la luz solar directa.

Pipetear 100 pl del Reactivo de Parada en cada pocillo.

Leer las absorbancias a 450 nm (filtro de referencia 630 nm o 650 nm) en
menos de 1 hora y calcular los resultados como se ha descrito en la seccion
Xl

CALCULO DE RESULTADOS

Leer la placa a 450 nm contra un filtro de referencia a 650 nm (o 630 nm).
Calcular el promedio de las determinaciones dobles.

Poner sobre un papel semi-logaritmico o linear los valores de la DO
(ordenada) para cada calibrador contra la concentracion de IGFBP-3
humana correspondiente (abscisa) y construir la curva de calibracién
conectando los puntos de calibracion con lineas rectas.

Leer la concentracion para cada control y muestra por interpolacion en la
curva de calibracion.

La reduccién de datos asistida por ordenador puede facilitar estos calculos.
Si se utiliza el procesamiento de resultados automatico, recomendamos el
ajuste de la curva dada por la funcién logistica de 4 parametros.

EJEMPLO DE RESULTADOS

Los datos mostrados a continuacién sirven como ejemplo y nunca deberan ser
usados en vez de una calibracion real.

XIHI.

A.

B.

IGFBP-3-EASIA unidades DO
Calibrador
0 ng/ml 0,028
460 ng/ml 0,114
1270 ng/ml 0,311
3020 ng/ml 0,778
6710 ng/ml 1,403
16070 ng/ml 2,588

FUNCIONAMIENTO Y LIMITACIONES

Limite de deteccion

Dieciséis calibradores cero fueron medidos en una curva al mismo tiempo
que un conjunto de otros calibradores.

El limite de deteccion, se defini6 como la concentracion aparente dos
desviaciones estandares sobre la DO promedio cuando la unién es cero,
fue de 10 ng/ml.

Especificidad

Algunas hormonas que en teoria podrian interferir han sido estudiadas con este

ensayo. En concentraciones de hasta 10 pg/ml, ninguna de las siguientes
hormonas demostr6 una interferencia significativa:

- rhIGF-BP1

- rh1GF-BP2

- rhIGF-BP4

- rhIGF-BP5

- rhIGF-BP6

- rh1GF-1

- rhiGF-11

C.

Precision

PRECISION INTRA-ENSAYO

PRECISION INTER-ENSAYO

Suero N <X>=*DS cv Suero N <X>+DS Ccv

(ng/ml) (%) (ng/ml) (%)

A 22 827,2 + 41,99 51 A 10 3074 +198,67 6,4
B 24 | 2081,6 +104,4 51 B 10 | 4951 + 296,4 6

DS : Desviacién Estandar; CV: Coeficiente de Variacion

D. Exactitud
PRUEBA DE RECUPERACION
Muestra IGFBP-3 IGFBP-3 Recuperacion
afiadido recuperado (%)
(ng/ml) (ng/ml)
Suero 1 3700 3880 104,8%
5940 6680 112,0%
10680 11700 109,5%
Suero 2 3700 3760 101,6%
5940 6620 111,0%
10680 11620 108,8%
PRUEBA DE DILUCION
Muestra Dilucién Concent. Concent.
Teorica Medida
(ng/ml) (ng/ml)
Suero A 171 6720
12 3360 3510
1/4 1680 1540
1/8 840 760
1/16 420 440
Suero B 171 6510
12 3250 3190
1/4 1620 1410
1/8 810 710
1/16 400 440

Se prepararon diluciones seriadas a partir de la dilucion inicial con tampén de

diluciol

E.

XIV.

n, como se ha descrito en la seccion de procedimiento X. B. 2-3.

Demora entre dispensar el Gltimo calibrador y muestra.

Como se ve a continuacion, los resultados de los ensayos siguen siendo
precisos incluso cuando una muestra es dispensada 30 minutos después
que los calibradores se han agregado a los pocillos recubiertos.

DEMORA EN EL TIEMPO
0 min 30 min
(ng/ml) || (ng/ml)

S1 4060 4800

S2 5930 5900

CONTROL DE CALIDAD INTERNO

Si los resultados obtenidos para el Control 1 y/o Control 2 no estan dentro
del rango especificado en la etiqueta del vial, los resultados obtenidos no
podran ser utilizados a no ser que se pueda dar una explicacion
convincente de dicha discrepancia

Si es conveniente, cada laboratorio puede preparar sus propios grupos de
muestras de control, las que deben almacenarse en alicuotas congeladas.
Los controles que contienen azida interfieren con la reaccién enzimatica y
no pueden ser utilizados.

Los criterios de aceptacion de las diferencias entre los resultados de los
duplicados de las muestras deben depender de las Buenas Practicas de
Laboratorio.

Recomendamos que los controles sean incluidos rutinariamente en los
ensayos como muestras desconocidas para medir la variabilidad del
ensayo. El funcionamiento del ensayo debe ser controlado con gréaficos de
control de calidad de los controles.

Recomendamos un control visual de la curva seleccionada por el
ordenador.



XV. INTERVALOS DE REFERENCIA

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

HOMBRES (ng/ml) MUJERES (ng/ml)

Edad

Media Rango Media Rango

0- 2 afios 2638
3 - 5aflos 2405
6 - 8 afos 3186
9 - 11 afios 3263
12 - 14 afios 3672
15 - 17 afios 4031
18 - 20 afios 3826
21 - 30 afios 3372
31 - 40 afios 2704
41 -50 afios 3885
51 - 60 afios 3175
> 60 afios 2826

1481-4481 15 2348
1478-3052 12 2752
2506-4428 17 3282
2020-4705 21 3298
2238-5971 19 4241
2710-5235 21 4181
2303-5537 10 3709
2092-4552 11 3766
1190-4140 14 3372
2318-6896 18 3240
2112-4625 16 3830
1155-3876 23 3621

1398-3485 12
2059-3325 13
2469-4495 13
2342-4640 11
3000-7022 14
2539-6607 20
2272-6102 9

2704-5594 10
2659-4533 12
2322-4046 16
1602-5997 15
1995-6505 21

XVI. PRECAUCIONES Y ADVERTENCIAS

Seguridad

Sélo para uso de diagnéstico in vitro.

Los componentes de sangre humana utilizados en este kit han sido examinados
por métodos aprobados por la CEE y/o la FDA resultando negativos para HBsAg,
anti-VHC, anti-VIH-1 y 2. No se conoce ninglin método que asegure totalmente
que los derivados de la sangre humana no transmitiran hepatitis, SIDA u otras
infecciones. Por lo tanto el manejo de los reactivos y muestras de suero o plasma
se hara de acuerdo con los procedimientos de seguridad locales.

Todos los productos animales y derivados han sido obtenidos a partir de animales
sanos. Los componentes bovinos provienen de paises donde la EEB
(Encefalopatia Espongiforme Bovina) no ha sido informada. Sin embargo, los
componentes que contienen sustancias animales deberan ser considerados como
potencialmente infecciosos.

Evitar contacto de la piel con todos los reactivos, la Solucién de Parada contiene
HCI. En caso de contacto, lavar con abundante agua.

No fumar, beber, comer o utilizar cosméticos en el area de trabajo. No pipetear
con la boca. Utilizar ropa de proteccion y guantes desechables.
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XVII.RESUMEN DEL PROTOCOLO

CALIBRADORES MUESTRA(S)
CONTROLES (ul)
(uh

DILUCION DE LAS
MUESTRAS - 1000
Tampdn de dilucién - 10
Muestra
Agitar Vortex
INCUBACION
Calibradores (0 - 5),
controles 100 -
Muestras Diluidas, - 100
Conjugado Diluido 50 50
Incubar durante 2 horas a temperatura ambiente.
Aspirar el contenido de cada pocillo.
Lavar 3 veces con 400 pl de la Solucion de Lavado y aspirar.
Solucién Cromogénica 100 100
Incubar durante 30 minutos a temperatura ambiente
Solucion de Parada 100 100

Leer con un lector de microplacas y registrar la absorbancia de cada pocillo a 450 nm

(contra 630 0 650 nm).

DIAsource Catalogo Nro.:
KAP1171

P.1. Numero:
1700773/es

Revision nro.:
160308/2

Fecha de la revision : 2016-03-08
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Awpdaote 0AOKANPO TO TPOTOKOALO TPV ATO TN YP1 oM.

IGFBP-3-EASIA

1. XPHXHTIA THN OIIOIA IIPOOPIZETAI

Avoc0eVQUUOUETPIKOG TPOGIIOPIGHOS Yo TV IN Vitro mocoTikd mpocdlopiopd g SECUEVTIKNAG TOV
wooLvAvogldovg avéntikod tapdyovia tpoteivig-3 (IGFBP-3) otov 0po.

Il. T'ENIKEX INHPO®OPIEX
A. Epmopwu ovopoocia:  Kit IGFBP-3-EASIA ¢ DIAsource
B. ApOpoc karardyov: KAP1171 : 96 mpocdiopicpol

I Koaraokevaleror oo Tqv:  DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue du Bosquet, 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgium.

TN teyviki] for)0gia 1] TAPoPopisg 6YETIKA PE TAPAYYELIEG ETKOIVOVI|GTE GTA:
TnA.: +32 (0)10 84.99.11 ®ag: +32 (0)10 84.99.91

I1l. KAINIKO YIIOBA®OPO

O woovhvoedng avéntikog mapdyovtag (IGF) givor o kVplog pubUIGTAg ™S QUGIOAOYIKNG COUATIKNAG AvAmTLENG Kot
avayévvnons. Emdpa otov moAlamAaclacud, T Slagopomoinon Kot Ty amdntmon Temv Kuttapov. Emmiéov paivetot mmg
10 ovomua tov IGF tporonoel v evaicbncio oty tveovkivn kot pakporpdbespo tov petafoiopd g yAvkolng
Télog, moAvapIOpo ETONUOAOYIKE, TEWPAUATIKE Kot KAVIKE O£S0UEVE VTOSEIKVDOLY GUUIETOXN TOV GvoTNHaToS TV IGF
OTNV AVATTLEN OPKETMV, GUYVAOV KAKONB®V VEOTAUCLOV, OTWG KAl GUYVAOV AGOEVEIDY, OTMG 1 OPTNPLOCKANPLVCT KAl O
GoKyap®ING dofnng Tomov 2.

To ocvompa tov IGF amoteleiton amd pio owkoyéveld GLYYeVIKGOV TERTWiny, ota omoio meptAapfdvovtatl ot dvo Kvplot
avénrikoi mapdyovieg, IGF-I kou IGF-1II, 6 edikég deopsvtikég tav IGF mpoteives vynifg cvyyévelog (IGFBP-1 £ng -6)
ko pio peydin pn deopevtikn tov IGF yAlvkonpwteivn, n «aotadng oe o&éa vropovada» (ALS).

H IGFBP-3 &givat n o ovyva amavidpevn deopevtikh tov IGF npoteivn, kat avaloyel o mocootd tovAdyiotov 75% eni
mg wavotntog déopevonsg IGF oty kukhoeopio vyuwv vrokeipévov. Ot IGFBP-3 kov IGFBP-5 £éxovv mopopoteg
AEITOVPYIKEG WO10TNTES: KL TO. VO TEMTIOO UTOPOVV VO GYNUATIGOVV VYNAOD HOPLKoD BAPOVG TPLLEPT) CUUTAOKE TMV
~150 kilo Dalton t6c0 pe tqv ALS, 660 kot pe tig IGF-1 kot —II. H IGFBP-5 anavtdtot o€ TOAD HKpOTEPEG GUYKEVTIPOGELS
otV kvkAogopia and v IGFBP-3. X vy vrokeipeva, ta tpiepn copmioka decpedovy €mg kat to 90% g IGFBP-3,
oe avtifeon pe to mepimov 50% g IGFBP-5.

Apywcé motevotav nog ot IGFBP mpwteiveg Aettovpyodv wg npoteiveg petapopds tomv IGF, otabepomowdvtog pe avtdv
tov tpémo to emineda IGF oto mAdopa kou gléyyovtag v €£080 TOvg amd TV KuKAO@Opio 6TOV e£mOYYELOKO YDPO.
Ympyov eniong vrobéceis, mog ot tpocdepévol oe IGFBP mapdyovteg IGF, givan froroyucd avevepyoi, £xovtog otepnOet
™m¢ woavoémtog aAnAienidpaong pe tov vrodoyéa IGF-1. e opiopéveg mepopatikés HeAETES PAVNKE ®GTOGO, TMG Ol
IGFPB &iéysipav mapd avéotehay Tig pecorafovpeveg omd tov IGF-1 emdpdoeic. Qg ek tovtov, ot IGFBP avagépovrar
TAEOV GUYVA G TpomomornTés TG Prohoyukng dpdong tov IGF-I. Extog avtov, n mhetovomta tov IGFBP kot eiducdtepa 1
IGFBP-3, mpokolei emdpdoelg ave&dpmreg tov IGF-1 kor tov vmodoyéa tov, ot omoieg mbavdg mepthapPavovy
OAMNAETIOPACEL UE GLYKEKPWEVOLS VTOJOYEIS ™G KLTTAPIKNAG HEUPPAVNG GAAG Kol €VOOKLTTAPLOVG VTOOOXEIC.
ITotevetan yoo mapdderypa, mog to popo g IGFBP-3 dpa aviikapKivikd, TopEXovias TPOPovAOg TPOGTOGIH £VOVTL
ovykekpévev kakonbov veomhacidv. Exel pavei eniong, nwg ) IGFBP-3 ackel enidpaon otnv enaydpevn and woovkivy
ONHOTOSOTNOT 08 KUAMEPYELEG MTOKVTTAPMV.

O puOudg oVaKOKAMONG TV TPLEPDOY GUUTAOK®OV givol eEapeTikd opyds Kot 1 cvuykévipwon g IGFBP-3 oto mhdopa
mapapével otofepn Kotd T StpKelo TG NUEPAS, Yopig va emnpedletor amd Ppoayuypovies SoTpoPikés oAlayés. Qg ek
TOUTOV, apkel pio kot povo pétpnon yua tov kabopiopd tev emmédwv g IGFBP-3. H GH (avéntkh oppdvn) omotelel
Tov Kvpo pubet g IGFBP-3, énwg kot tov IGF-I koatr ALS. T'a To Adyo antd, Ta eninedo Kot TV TPLOV TETTISIOV
avdvovtal katd v epnpikn ovantuln, Kot HEWdVoVTaL Katomy otadlokd pe to mépag g nAkiog. ‘Exet pavel nog ta
enineda g IGFBP-3 oto moudid givar avdloyo mpog v avtiotoyn 24wpn ékkpion GH. Edwkd ota moadid, n IGFBP-3
umopet va givar xpriown ot ddyveon g averdpketag GH.



IV.  BAXIKEX APXEX THX MEOOAOY

O mpocdropiopds IGFBP-3-EASIA g DIAsource givat £vag evELHKOG 0voc0Tposdlopiopog
evioyvLEVNG evarctneiog, otepen pdong, o omoiog exteleital og mMAdKeEG HikpoTLthoddToNG.
Ot BaBpovountés kot ta deiypata aviidpodv pe 10 HovokAoVIKO avticopo culknyng (MAb
1) mov eivor emotpopévo otV vIodoyy ™G TAGKAS MIKPOTITAOSOTNONG KOl HE £V
povokroviké avticopa (MAD 2) onuacpévo pe papavidiky vrepo&edaon (HRP). Metd amd
Mo TEPIOBO EMMAGTS TOV EMTPENEL TO CYNUATIOUO VOGS GAVTOVITS: emoTpwpévo MAD 1 —
avBpdnvo IGFBP-3 — MAb 2 — HRP, n mhdka pikpotithoddtnong voPfdiletar oe mhdon
Yo va. amopokpuvhel to onupacpévo pe éviopo adéopsvto aviticopa. To onpacpévo pe
£vlupo decpevpévo avtiompo LeTpatot HECH oG XPOUOYOVoL avtidpaong. ITpootibetar kot
enmaletan ypopoyovo didlopa (TMB). H avtidpaon otapatd pe v Tpochnkn avacyetikod
SoldpaTog Kot oTn GUVEREW YIVETOL QVAYVOOT NG TAGKESG WIKPOTITAOSOTNONG GTO
KoTdAANAo pnikog kopotos. H mocdmta petatpomig tov vmootpmpatog kabopileton
APOUUTOUETPIKG HETPAOVTOG TNV amoppdPnom, 1 omoio eivar avdAoyn Tpog T GLYKEVTPOGT
avOpdmvo IGFBP-3.

Topiotaverar ypa@ikd po Kapmoin Badpovopunong kot tpocdiopiletar n cLYKEVIpOON TG
IGFBP-3 ota deiypota pe avaywyn omd Ty kopmdin fabpovounons.

V. ITAPEXOMENA ANTIAPAXTHPIA

AvtidpooTtipra Kt 96 Xpopa- AvocioTaoct)
nPocdLopt- TIKOG

POV KOIKOG

1ok pmpo'nr)mbomcng 96 vodoyég umhe "Etowpo yu xpiion

pe 96 amOCTMOUEVEG

VTOJ0YEG EMOTPOUEVES LE

avti-IGFBP-3

(povOKA®VIKA

OVTICOUOTO)

Ab HRP CONC 1 puoAidio KkokKkwvo | Apordote 20X pe
0,5ml puBpoTikd Stdropa
oviedypartog

Zolevypa: avi-IGFBP-3
(LOVOKA®VIKG aVTIGOUOTO)
onpacpéva pe HRP og pubuictikd
StdAvpa Kitpkd pe Aevkopativn
Boetov opov kou Proclin

BUF 1 guoidio kokkwvo | "Etowpo yio xpiion

Pubotikd didivpo culedypotog: 10 ml

puOotiko didivpa TRIS pe Bosia
opoievkmpotivy kot Bupdin

5 Qodidwa kitpwvo | IlpocBiste 1 ml
Avopiromot- OMEGTAYUEVOV VEPOL
npévo

Babpovountigc N = 1 £wg 5, oe
PLOOTIKG  SAVHO  POCPOPIKOY
pe Poeto opd ko BupdAn.

Asgite 11 axpiPeis Tipég mave oTig
ETIKETEG TOV PLOMBST®V.

O Badpovountig £povv
TpouputmOEi.

! Xpnowomoujote 10
pLOpIGTIKO drdivpa
apainong og unodeviko
padpovopntn

DIL BUF 1 guoidio uadpo | "Erorpo yio xprion

PuBuiotikd  didhvpa  apaimong: 100 mi
Awhopo  pooeopikdy  pe  Posta
Aevkopativny, Pfoso  opd kot
Bopoin.

2 . . .
CONTROL QLOAidIOL aonui Hpooﬂsm{s 1ml )

Avopiromot- OMECTAYUEVOD VEPOD
Opoi eréyyov -N=17n2 MHevo
og avOpoOnvo Thaopa pue Bopdin
Or opoi gréyyov £yovy
TpoapoLmOsi.

1 prakidro Kopé Aparddete 200 X pe
10 ml OMECTAYUEVO VEPO

Aihopa thoong (Tris-HCI) Yﬁyﬁlﬁ%oﬂgimpa)

1 nilzali?lo Aevkd | "Etowpo yuo yprion
m

Xpwpoyovog TMB
(tetpopebvAPeviudivn)

1 nilzai;t;t?to povpo | ‘Etowpo yio xpnon

Avaoyetko avudpaotiplo: HCI
10N

Inpsioon: xpnoponomote 0 PLOOTIKO SdAvpe  apainong ©¢
pundevikd Pabrovopnt).

O1 BofpovounTég KavoviKomolovvTal e BACT TO AVTISPAGTHPLO AVAPOPIS
avaovvovaopévng IGFBP-3 tov NIBSC/WHO pe kodwo 93/650.

VL.

ANAAQXIMA I10Y AEN IIAPEXONTAI

To ak6AoVO0 VKA 0attodvTon oAG SeV TOPEXOVTOL GTO KIT:

[

No ok w

VIL.

A.

ATeoTayEVO VEPO VYNANG TTOLOTNTOG

IMwéteg yio Stovopny: 50 ul, 100 pl kar 1 ml (ovvictdton 1 xpnon mmetdv axkpipeiog
HE VOO TAUGTIKG pOYYT)

TThaoTtikd coinvapto yo Ty opaioon detypdtov

Avapeikmg otpopfidiopod

MoyvnTikdg ovadevTnpog

ZvokeL) TADONG Yol TAAKEG MKPOTITAOSOTNONG

ZVoKEVT AVAYVOONG TAOKOV HkpoTithodoTnong pe duvatdtnta avayvoong ota 450
nm Kot 650 nm - (LOVOYPOUATIKY ovayvmon)

HTAPAYXKEYH ANTIAPAXTHPIOY

BaOpovopntic: Avocvotiote toug Babpovountég pe Iml ameotoypévov vepoo.

! Xpnowonomete puOmotiké dralvpe apaivons og pndeviké fodpovounti
B.

C.

VIII.

Opoi gréyyov: AvacvoTtiote Toug 0povg eAEyyov pe 1 ml aneotaypévov vepoo.
IGFBP-3-HRP ¢¥levypo epyosioc: Ilpoetowdote emapkn Oykov SoAdpatog
ovevyportog, tpocbétovag yio mapddetypa: 100 pl tov cvpumvkvepévov kotd 20 opég
ovlevypotog IGFBP-3-HRP 6e 2 ml tov puBuiotikod drardpatog cvledypatoc.
Xpnotponomjote avopeiktn otpofiiicpod (thmov VOrtex) yur va opoyeEvVOTOGETE.
TIpoteivetat TpogTolpacio T GTIYpI TG XPHONG.

Awglopa TAOong epyaciog: TIpostopdote emapk) 6yKo StaAdpATOG TAVONG £pYOsiag
pe mpoobnkn 199 dykov aneotaypévov vepod oe 1 dyko drakdparog mhoong (200x).
XpNOOTOMOTE HOYVITIKO OVOSELTIPO YloL TV OpOYyEvVomoinom. Amoppiyte t0 un
XPNOILOTOMUEVO SLIADLOL TAVOTG EPYACING OTO TELOG TNG NHEPAG.

DPYAAZEH KAl HUEPOMHNIA AHEHY TQN ANTIAPAXTHPIQN

IIpwv and 1o dvorypa N ™MV avacHotact, OAo To GUGTOTIKG TOV KIT TOPUUEVOLV
otafepd £wg v nuepounvio AMENG, N omoio avaypaeeTaL 6TV ETIKETA TOV PLakidiov,
£pooov dratnpovvtal og Ogppokpacio 2 £og 8° C.

Ot un XpNOHOTOMUEVES TOViEG TPETEL VoL PVAGGGOVTOL 6TOVG 2-8° C, 58 Gppaylouévn
GAKOOAN TOV TEPEYEL AMOENPOVTIKO TTapdyovTa, HEYPL TNV NHepopnvia AENG.

Metd v avachotacn, ot BudovounTég Kot ot 0poi EAEYXOV Tapapévouy 6Tadepol yio
pio efdopdda ce Beppokpacia 2 éwg 8° C. o peyoddtepeg meptdodovg GOAAENG,
npémel vo oxnuatiCovtol KAAopate/d06ELG oG Xprong Kot v dlatnpodval 6TovG —
20° C yuo 3 pijveg 10 avdTEPO. ATOQUYETE TOVG ETAVEIMNUUEVOVG KOKAOVG amdyuéng-
Katdyoéng.

To cvpmukvepévo dtdAvpo TAvong sivor 6tadepd oe Beppokpacio dopatiov uéxpt v
nuepopnvia Angng.

To o0Cevypa epyasiog IGFBP-3-HRP mapapéver 6tadepd yia 4 dpeg oe Oeppokpacio
dwpotiov. AToeHYETE T0 AULEGO NALOKO PMG.

Toyov petaBorés ™G GUOIKNAG ELPAVIONG TV AVTISPAGTNPI®Y TOL KIT EVOEYETAL VO
vrodnAmvouy actddeta 1 alhoiwon.

2YAAOI'H KAI IIPOETOIMAXTA AEITMATQN

O opdg mpémet va Srotnpeitan oTovg 2 - 8°C.

Eav n e&étoon dev mpoypatomomBel evidg 24 opav, ocvviotdtor n @OAAEN o€
KAdopato/d0oels pog xpriong otovg -20° C. Amogedyete Tovg enokOA0VH0VG KOKAOVG
Katdyouéng-amdyoéng.

Dépete 0o Ta deiypata oe Oeppokpacio dopatiov Tpv and ™ xpRion. Zvvictdror 1
avapelén 1oV SEYHATOV 6€ GLOKELT GTPOPIMGHOD TPV amtd T Xp1ioN.

Mnyv gpnoonoteite deiypora mov govv vrootel apdrvon.

AIAAIKAXTA

ZNUELDGELS GYETIKA PE TO YEIPIGNE
Mn xpnoLonoteite To KIT 1§ T0 GLGTUTIKG LETA TV Nuepopnvio ANEne.
Mnyv avapetyviete VAKE omd S1oapopeTikés TapTides Kit.
Dépete Oha o avTidpaotiplo oe Oeppokpacio dopatiov Tpv omd ™ xpHon.
Avopei&re kakd Ol to avtidpootipia Kot to delypota pe amodn avokivion 1
avadevon.
Exteléote €16 Sumhovv avérinym tav Babpovountav, Tov opdv eLEYYOV Kol TOV
detypdrav. Zvviotdrat kaBetn evbuypdpon.
Xpnoomomote €va KaBopd, TAACTIKO SOYED Y00 VO ETOUACETE TO dLOALpa
mAvoNG.
Xpnowonoteite £va kabopd avaldoipno pOyyxog TTETAG Yo TV TPocshikn kabe
S10POopeTIKOD avTOPacTNPiov Kot SElYHOTOG TPOKEWEVOL VO OTOPVYETE TNV
EMPOLLVO).
Amo@oyete mmETEG pE HETOAMKA WEPM Yo TN Swvopr] Tov XPpoHoyovov
AtAdpotog Kot Tov Avooyetikod AtAdpoToc.
H oxpifeia  Pertidvetor pe ypnon mmetdv  wyning  okpifewag M
OVTOLATOTOUUEVOD EEOTAIGHLOV SLOVOUNG UE TUTETEC.
Tnpeite Tovg YPOVOVG EXMACTG.
T vo omo@iyete ™) HETATOMON, 0 XPOVOG HETAED TNG SLOVOUNG HE TTETO TOV
mphTov PBadpovopnt Kot tov Tekevtaiov deiypotog mpénet va meptopileTar 6To
xp6vo mov avapépetar otny evomra X, mapdypago E (pecodidotnpa).
TIpogtowpndote o kopmdrn Pabpovopnong ywr kabe avdlvon kot pn
APNOLUOTOLEITE FESOUEVA AUTO TTPONYOVHEVEG AVAAVGELG.
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XI.

XIL

Awaveipete To Xpopoyovo Awdvpo eviog 15 Aentdv amd v TAV6T TG TAAKG
HKPOTITAOSOTNGTG.

Katda m duipkelo enmdaong pe to Xpopoyovo Atdhvpa, amoedyete v ékbeon
™G TAGKAG LIKPOTITAOSOTNONG GE GLLEGO NAKO PMC.

Awdwkooio
Emonuévete £va omhd mhaotikd coinvapto yia kabe deiypo.
Awwveipete 1 ml tov PuBpioticod Stoddpatog apainong og ke coinvapto.
Ipocbiate 10 pl tov deiypotog e avtd To. GOANVAPLOL.
Avopigre oe avapeikt otpofibiopod (Vortex) to mpoapaiopéva deiypota, tovg
OVOGLGTAUEVOLG BaOOVOUNTES KL TOVG 0POVG EAEYYOV.
EnéEte tov amartodpevo aptfpd toavidv yio my avérvon. Ot un xpnolHoTotUEVES
towvieg mpémel vor Eavacepaylotody HEGO OTN GOKOVAL HE TOV amo&npavtikd
TaPAyovTa Kot vo. puAaytodv og Beppokpacia 2-8° C.
Ac@aliote TiG Tavieg péca 610 TAaiclo oTNPENG.
Awwveipete pe mméto 100 pl puBuictikod Soddpatog apaioong g pndevikd
Babuovount. Awaveipete pe mméta 100 pl and kdbe Babpovount, opd eréyyov Kat
deiypa oTIg KOTAAANAEG VITOSOYES.
Awwveipete pe muéto 50 pl IGFBP-3-HRP ovlebypotog epyociog oe OAeg Tig
VIOS0YEG.
Enwdote eni 2 dpeg og Oeppokpacio dopotiov.
Avoppoenote 10 VYO omd kGbe vodoyxn.
ITAvvete Ty Thdka 3 popéc.
Awweipete pe mméra 100 pl tov ypopoydvov dtodvpatog o ke vrodoyn, evidg 15
Aentdv and to Ppa TAvoNG.
Enwdote eni 30 Aentd oe Oeppokpacio dopatiov, anogvyete v dueon ékbeon oty
N\ axtvoPfolio.
Awwveipete pe mmréta 100 pl avooyetikod dtodvpotog og kdbe vwodoyn.
Kdvte avayvoon tov anoppopricemnv ota 450 nm (pitpo avapopds 630 nm 1 650
nm) evtdg 1 dpog Kot vTOAoYicTE To amoTELESHATH OTWG TEPLYPAPETAL GTNV EVOTNTOL
XI.

YIIOAOTIEMOX TN AIIOTEAEEMATQN

Kévte avayvoon g mhdkog oto 450 nm évavtt evdg @idtpov avapopds mov
puBpiletar ota 650 nm (9 to 630 nm).

Ymohoyiote T péon T TV SITAGY TPOGSIOPIGHAOV.

e NUA0YapOpKd M Ypoppkd xopTi YpagnuaTov, TapucTHOTE YPOPIKA TIG TIEG
OD (tetaypévn) yio kGOe Babpovount) évavit TG avtioTolymng GLYKEVIPMONG NG
IGFBP-3 (tetpunuévn) kot oyedidote o kopmorn Badpovounons péco tomv onpeiov
Tov Babpovounty, cuvdEovtag pe evbeieg YPapEG T ATOTVTMUEVE GNHELQ.
AwBdote ™ ovykévipoon Yoo kGBe opd eréyxov Kou deiypo pe avayoyn otnv
Kopmorn Badpovounong.

Avoaymyn dedopévov pe T Ponbetor mAektpovikod vmoroylot) o amhomowcet
avTovg  Tovg vmoloywopols.  Edv  ypnowpwomotsitar  ovtopatn  emefepyocio
OMOTEAEGUATOV, GLVIGTATOL TPOGOPUOYN KOUTOANG AOYIOTIKNG ouvaptnong 4
TOPAUETPDV.

TYIIIKA AEAOMENA

Ta akérovba dedopéva Tpoopilovtar povo g Tapddetypa Kot dev TpEmeL vou
YPNOUWLOTOLOVVTOL TOTE AVTL THG KOUTOANG BaOLOVOUNGNG POy LOTUKOD XPOVOV.

XML

A.

IGFBP-3-EASIA Movad
g5 OD
BuBovoymrie 0 ng/ml 0,028
460  ng/ml 0,114
1270 ng/ml 0,311
3020 ng/ml 0,778
6710 ng/ml 1,403
16070  ng/ml 2,588

AIIOAOXH KAI ITIEPIOPIXMOI

‘Opro aviyvevong

MetpnOnkav dekaéét umdevikoi Pabpovopuntés pali pe Eva ohvoro dAlwv Babpovountdv. To
Opto aviyvevongs, optOPEVO MG 1 PULIVOUEVIKY) GUYKEVTIPMOT S0 TUTK®Y OTOKAGEDV TAVE
and Tig péoeg petpnoelg OD og pndeviky d€opevon, nrav 10 ng/ml.

B.

Ewwémrae

Tw 10 ovyKekpévo TPOGIOPIoHO  EEETAGCTNKOY OPICHEVEG OPHOVEG HE  SVLVNTIKN
avTdpacTikdmTe. Xe cuykeviphoels éog 10 pg/bl, xapio and Tig akdrovbeg opuoveg dev
TOPOVGINGE ONUAVTIKEG TapEUBOLEG:

- rhiIGF-BP1
- rhIGF-BP2
- rhIGF-BP4
- rhIGF-BP5
- rhIGF-BP6
- rhIGF-I

- rhIGF-11

T. Axpipera
T'TA TON IAIO ITPOXAIOPIEMO METAZY ATIA®OPETIKOQON
[MTPOZAIOPIZMON
Opog N <X>=+T.A. A, Opog N <X>*T.A. A
(ng/ml) (%) (ng/ml) (%)
A 22 827,2+41,99 51 A 10 3074 + 198,67 6,4
B 24 | 2081,6+104,4 51 B 10 | 4951 + 296,4 6

T.A.: Tomkn andrhion, Z.A.: Zovteleotig SLOKOULOVETS

A. OpOotnTa
AOKIMAXIA ANAKTHEZHX
Agiypa Ipoctedeica AvoktnOsica Avaktnon
IGFBP-3 IGFBP-3 (%)
(ng/ml) (ng/ml)
Opodg 1 3700 3880 104,8%
5940 6680 112,0%
10680 11700 109,5%
3700 3760 101,6%
Opog 2 5940 6620 111,0%
10680 11620 108,8%
AOKIMAZIA APAIQXHY
Agiypa Apaioon OcopnTikn MetpnOcica
GUYKEVTPOOT GUYKEVTPOOT
(ng/ml) (ng/ml)
Ao A 171 6720
12 3360 3510
1/4 1680 1540
1/8 840 760
1/16 420 440
1fuo B 171 6510
12 3250 3190
1/4 1620 1410
1/8 810 710
1/16 400 440

Ot apaudcELg GEPAG EYVOV HETA TV OPYIKT apoimon pe puBoTkd dddvpa apainong,
onwg neptypdeetar oty evotnta dwadikaciag X. B. 2-3 .

MecodrdotTnpo petadd g dravopng tehevtaiov fabpovount ko deiypatog
Onwg @aivetal 61N GUVEXELW, TG OTOTEAEGUOTE TOL TPOGOLOPIGHOD TUPUUEVOLY
aglomoto okopa kot Otav Stovépetat éva deiypa 30 Aentd petd v mpochnkn TV
Boabpovount®v oTe EMGTPOUEVO COANVAPLA.

MEZOAIAXTHMA
0 min 30 min
(ng/ml) [ (ng/ml)

S1 4060 4800
S2 5930 5900

XIV. EXQTEPIKOX IIOIOTIKOX EAEIX0X

Edv ta aroteréopata mov Aappdvovtol yia tov opd gléyyov 1 n/kat tov opd gréyyov 2
d¢ Bpiokovton evidg Tov mediov Tiudv mov Kabopileton oV ETIKETO TOL PLOASiOV, TO
omotedécpato dgv  givar duvard va  ypnotpomombovv, extdg v €yet  dofei
KOVOTIOMTIKY) EEHYNON Y10t TV AGLUPOVIOL.

Eav eivar emBountd, kdbe epyactiplo pmopel vo dNpovpynoet to SKG Tov pHelypoto
Sewypdrov ehéyyov (pools), ta omoio mpémer va dwtnpodvrar Koteyvypéve oe
Khdopata/dooels wag xpnong. Opoi gdéyyov mov mepiéyovy alidio Bo emdpaoovy otnv
evEuKN avTidpaion Kot deV UITopovV VoL xpoLLomot0ovv.

Toa kprmpo omodoyfig vy ™ doeopd HETald TV SMADV OTOTEAEGUATOV TMV
detypatov Oa mpénel va Baciloviat oe 0phEg EpYUSTNPIOKEG TPAKTIKEG.

Zvviotdron ot opoi eréyxov vo vofdilovial o TPOGSOPIoUO TAKTIKG WG GyveoTa
delypota ywoo va petpdror m petafintomra tov mpocdopiopov. H amddoon tov
TPOGIOPIGHOD TPEMEL VoL TAPAKOAOVOEITAL e SLoypAUILOTO TOOTIKOD EAEYXOVL TOV
opav eLEyyov.

Eivot koo 10 vo ELEyyeTe ONTIKG TNV TPOGAPUOYT| TG KopmdAng mov emhéydnke and
TOV VTOAOYIOTH.



XV. TIMEX ANA®OPAX

Ot tyég avtég mapéyoviar povov og odnyds. Kabe epyactplo 0o mpémer va
KoB1EPDOGEL TO J1KO TOV TEFIO PUGLOAOYIKAV TILMV.

ANAPEX (ng/ml) TYNAIKEX (ng/ml)
Hlkwoki opada , , . ;
Méon Medio Méon Medio
T TINAV T TIHAV

0- 2etdv 2638
3- 5etov 2405

6 - 8 etodv 3186

9 - 11 etdv 3263
12 - 14 e1ov 3672
15 - 17 g16Hpv 4031
18 - 20 etdv 3826
21 - 30 etdov 3372
31 - 40 etdpv 2704
41 -50 g1édHv 3885
51 - 60 etov 3175
> 60 etdv 2826

1481-4481 15 2348
1478-3052 12 2752
2506-4428 17 3282
2020-4705 21 3298
2238-5971 19 4241
2710-5235 21 4181
2303-5537 10 3709
2092-4552 11 3766
1190-4140 14 3372
2318-6896 18 3240
2112-4625 16 3830
1155-3876 23 3621

1398-3485 12
2059-3325 13
2469-4495 13
2342-4640 11
3000-7022 14
2539-6607 20
2272-6102 9

2704-5594 10
2659-4533 12
2322-4046 16
1602-5997 15
1995-6505 21

XVI. ITPODPYAAZEIX KAI IIPOEIAOIIOIHXEIY

Aogpaleios

Moévo yio Stoyveotikny yprion in vitro.

Ta cvotatikd avbpdmvov oipatog mov meplapPdvovioar 6to Kit avtd €xovv eleyybel pe
pedodovg eykekpyéveg oy Evpdmn f/kon and tov FDA kot éxet Swomiotodel ott givon
apvnTikd g mpog v mapovoion HBSAg, avti-HCV, avti-HIV-1 kot 2. Kopie yvoori
péBodog dev eivar duvatd va mopéxel TANPN SGPAAIOT OTL TAPAYOYO TOV avOPOTLVOL
aipatog de Oo peradmoovv nratitde, AIDS N dikeg howdées. Emopévars, o yeipiopdg
avTdpaotnpiony, Setypdtov opod 1 TAGcHaTog Oo TPETEL VO YIVETOL GOUPOVEL [E TIG TOTKEG
dwadikacies mepl aoQAAELOG.

Ola o {wtkd mpoidvta ko mapdyoyo £xovv cvAikexdel and vy {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 kGbe emagn pe To déppo pe OAa ToL OVTIOPACTNPLY, TO GVACYETIKO StdAvpo
nepigyel HCL. Ze mepintoon emagng, Thbvete oohaoTIKG He VEPO.

Mnyv komvilete, unv mivete, PNy TpOTE KoL {1 XPNCLOTOEITE KOAADVTIKG GTO YOPO £PYUCIHG.
Mnyv SlovEPETE e MTETO YPNOLULOTOIOVTAG TO GTOUO GOG. XPNOULOTOLEITE TPOGTATEVTIKO
POVYIGHO KOt YEVTLOL HLOG YPNONG.
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XVIII. IIEPIAHYH TOY ITPQ2TOKOAAOY
BAOGMONOMHTEZX AEIT'MA(TA)
OPOI EAETXOY (U}
(1)

APAIQYH AEITMATON
PuBpioticd dihvpa apainong - 1000
Actypa - 10
Avddevon Avauei&n otpoPrhiopon (vortex)
ENNQAYH
Babpovountég (0-5), opoi
eAEy OV 100 -
Apawpéva deiypata, - 100
Apaiwpévo ovievypa 50 50

Enwdote eni 2 dpeg oe Oeppokpacio dopoatiov
AvappoenoTe To TEPIEXOLEVO KAOE VTOSOYNG.
IIMovete 3 popéc pe 400 pl Stoddpatog mAHong Kot ovappoeNoTE.

Anokoivmtikd dtdivpa 100 100

Enwdote eni 30 Aentd og Oeppokpacio dwpotiov

Avooyetikod didAlvpo 100 100

Kavte avdyvoon ce Guokeun avayvmong TAAKOV HKpoTIiThodOTNoNg Kot Katoypiyte
mv amoppoenon kabe vrodoyng ota 450 nm (évavtt 630 1§ 650 nm)

Ap. Katoioyov DIAsource:
KAP1171

ApBuog P.1.:
1700773/el

Ap. avabedpnong:
160308/2

nuepounvia avabedpnong : 2016-03-08





