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English

In vitro diagnostic
medical device

Catalogue number
Batch code

Use by

Temperature
limit

Consult instructions
for use

Manufacturer
Sufficient for
Tracer

Antiserum

Separation
Reagent

Control

Calibrator
concentration

Origin: rabbit

Origin: human

Contains
sodim azide

German
In-vitro

Diagnostikum

Artikelnummer

Chargenbezeich-
nung

Verwendbar bis
Temperatur-
begrenzung
Nachschlagen in

der Bedienungsan-
leitung

Hersteller

Ausreichend fiir

Tracer

Antiserum

Trennreagenz

Kontrolle
Kalibrator-
konzentration

Ursprung:
Kaninchen

Ursprung:
menschlich

Enthéalt
Natriumazid

Francgais

Dispositif médical
de diagnostic in vitro

Référence
Lot
Utiliser jusqu’au

Limites de
température

Consulter la notice
d'utilisation

Fabricant
Suffisant pour
Traceur

Antiserum

Réactif de
séparation

Controle

Concentration
de ['étalon

Origine: lapin
Origine: humaine

Contient de
l'azide de sodim

Nederlands

Alleen voor in vitro

diagnostisch gebruik

Catalogus nummer

Batch code

Gebruik door

Temperatuurlimiet

Raadpleeg
gebruiksinstructie

Producent

Voldoende voor

Tracer

Antiserum

Scheidingsreagens

Controle

Kalibrator
concentratie

QOorsprong: konijn

Oorsprong: humane

Bevat
natrium azide

Espanol

Producto sanitario
para diagndstico
in vitro

Numero de catalogo

Numero de lote

Fecha de caducidad

Limitacion de
temperatura

Consulte las
instrucciones de uso

Fabricante
Vélido para
Trazador

Antisuero

Reactivo de
separacion

Control

Concentracion
del calibrador

Origen: conejo

Origen: humano

Contiene
azida sodica
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Italiano

Dispositivo medico
diagnostico in vitro

Numero di catalogo

Lotto di produzione

Utilizzare entro
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Produttore

Sufficiente per
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separazione

Controllo

Concentrazione
del calibratore
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Origin: humane

Contiene
sodio azide

Cesky

Diagnosticky
zdravotnicky
prostiedek in vitro

Katalogové ¢islo
Cislo $arze
Spotfebujte do

Teplotni
omezeni

Viz navod
k pouziti

Vyrobce
Vhodné pro
Radioindikator

Antisérum

Separacni
reagencie

Kontrola

Koncentrace
kalibratoru

Puvod: krali¢i
Puvod: lidsky

Obsahuje
azid sodny

Polski

Wyréb medyczny
do diagnozy in vitro

Numer w katalogu

Numer serii

Uzy¢ przed
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Svenska
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English

UniQ® ICTP RIA

C-terminal telopeptide of type | collagen, radioimmunoassay

1. INTENDED USE
UniQ ICTP RIAis a quantitative radioimmunoassay designed for measurement of the concentration of carboxytermi-
nal cross-linked telopeptide of type | collagen in human serum. For in vitro diagnostic use.

2. SUMMARY AND EXPLANATION

Type | collagen is the most abundant collagen type in the body and the only collagen type found in mineralised bone,
where it accounts for more than 90 % of the organic matrix. In addition, type | collagen is found in loose connective
tissues together with other collagen types such as types Ill, V and VI. However, type | collagen is the most prevalent
type in these tissues.

Type | collagen in tissues is present in fibres, the structure of which shows some variation according to tissue. In
bone, type | collagen molecules are cross-linked via three residues of hydroxylysine, lysine or their derivatives which
form a fluorescent, cyclic pyridinoline-structure and non-fluorescent unknown structures linking three different col-
lagen polypeptide chains together. In loose connective tissues, such as skin, the major mature cross-link of type |
collagen is non-fluorescent and contains histidine as one of the amino acid residues.

ICTP is the carboxyterminal telopeptide region of type | collagen, joined via trivalent cross-links and liberated during
the degradation of mature type | collagen. This peptide is found in an immunochemically intact form in blood, where
it seems to be derived from bone resorption and degradation of loose connective tissues. It has been shown that
the ICTP antigen is produced through the action of matrix metalloproteinases, which are enzymes involved in tissue
destruction in various pathological conditions.

Increased serum concentrations of ICTP are hence seen in conditions associated with increased lysis of bone,
such as multiple myeloma, osteolytic metastases, rheumatoid arthritis and immobilisation. As ICTP is not produced
through physiological Cathepsin-K-mediated bone resorption, its concentration is less affected by conditions such
as menopause.

3. PRINCIPLES OF THE TEST

UniQ ICTP RIAKkit is based on the competitive radioimmunoassay technique. A known amount of labelled ICTP and
an unknown amount of unlabelled ICTP in the sample compete for a limited number of high-affinity binding sites on
the antibody. After separating the free antigen, the amount of labelled ICTP in the sample tube is inversely propor-
tional to the amount of ICTP in the sample. The concentrations in unknown samples are obtained from a calibration
curve.



4. REAGENTS
UniQ® ICTP RIA, Cat. No. 68601

Component Stability at 2...8°C
. Symbol §;7 100
name and origin 4 Unopened Opened
22 ml ) _
) . Until the expiration date
Tracer - Radioactivity 6 weeks
mm <200 kBq marked on the label
Antiserum
Until the expiration date
m 22mi marked on the label 6 weeks
. Until the expiration date
Calibrator CAL | xxpg/l 7x0.75 ml marked on the label 6 weeks

Control

Until the expiration date 1 week after
CONTROL ﬂ 2x1.0ml marked on the label reconstitution.

ICTP RIA
Separation Reagent

Until the expiration date
60 mi marked on the label

6 weeks

Instructions for use

Reagents contain sodium azide as a preservative. See section 5 “Warnings and precautions”.

Reagent preparation

The controls are lyophilized. All other reagents are ready to use.

Allow the control vials to reach room temperature (18...25°C) before opening. Reconstitute the controls by
adding 1.0 ml distilled or deionised water to each vial. Cap and mix well by gentle swirling or inverting to avoid foam-
ing. Allow to stand for 30 minutes before use.

Reagent deterioration

Alterations in the physical appearance of the reagents or in the slope of the calibrator curve, or values of control sera
outside the manufacturer’s acceptable range may be an indication of reagent instability. Do not use reagents if you
suspect reagent deterioration.

5. WARNINGS AND PRECAUTIONS
Health and safety information

For in vitro diagnostic use only.

Do not pipette by mouth.

All patient samples and controls should be handled as potentially infectious material.

The controls contain material of human origin, which has been tested and found negative for human immuno-
deficiency virus antibodies (HIV 1 and 2), hepatitis C virus (HCV) and hepatitis B surface antigen (HBsAg). As a
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precaution, handle the controls as if capable of transmitting infectious agents.

e Lyophilised reagents contain <1% sodium azide (Aquatic Chronic 3). Harmful to aquatic life with long lasting effects
(H412). Avoid release to the environment (P273). Dispose of contents according to national and local law (P501).

e Reconstituted and liquid reagents contain <0.1% sodium azide, which is not considered a harmful concentration.

e Sodium azide liberates toxic gas when in contact with acids. Azides may react with metal plumbing, forming
explosive compounds. Azide build-up can be avoided by flushing with a large volume of water when disposing of
the reagents.

e The kit contains '?| (half-life ti» of 60 days) emitting 35.5 keV gamma rays and 27-32 keV X-rays. Radioactive
material contained in this kit may be received, acquired, possessed and used only by physicians, clinical labora-
tories, research institutions or hospitals and used only for in vitro clinical or laboratory tests not involving internal
or external administration of the material, or the radiation therefrom to human beings or animals. All radioactive
materials should be stored and handled only in specifically designated areas. The purchase, storage, use or
exchange of radioactive products is subject to the laws in force in the user’s country.

e Avoid contact with skin and eyes. After contact with skin, wash immediately with plenty of water and decontami-
nate, following your institution’s guidelines for accidental spills.

e Spills of radioactive materials should be cleaned immediately with a detergent and the contaminated cleaning
materials transferred to the radioactive waste container or handled according to the recommendations of the
radiation safety office.

e Refer to the radiation regulations and procedures applicable to your institution for handling, storage and disposal
of radioactive materials.

Analytical precautions

e Do not use the product after the expiry date marked on the outer package.
e Do not exceed the stability periods for opened reagents.

e Do not mix components from different lot numbers or different tests.

6. SAMPLE COLLECTION AND PREPARATION

No special preparation of the patient is required prior to sample taking.

Serum should be used and a normal venous blood sample should be collected using an acceptable medical tech-
nique, following the normal precautions for venipuncture. The assay is not to be used with plasma samples.

Highly lipemic, hemolyzed or microbiologically contaminated patient samples should be avoided.

Sample handling and storage

After the specimen collection, allow the blood to clot and separate serum by centrifugation. Serum samples may be
stored for up to 5 days at 2...8°C. For longer periods, store the samples at —20°C or colder. Repeated freezing and
thawing should be avoided.

Samples with high ICTP concentrations may be diluted using 0.9 % saline.



7. PROCEDURE
See the section 4. "Reagents", for a list of reagents.

Materials required but not provided

e Pipettes (100 pl, 200 pl, 500 pl and 1000 pl) e \Water bath (capable of maintaining 37 £ 1°C)
e Test tubes (polystyrene) e Decanting rack

e Absorbent paper e Centrifuge (capable of at least 2000 g)

e Paraffin film e Gamma counter

e \ortex Mixer o Distilled water

Instruments

Any gamma counter capable of measuring | may be used. The counting efficiency of the instrument should be
regularly checked as well as the background counts. It is recommended that the instrument be calibrated systemati-
cally. Consult the operations manual supplied by the instrument manufacturer for details of installation, use, main-
tenance and calibration.

Details of the procedure

OlioNo O A~ W |(N=
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Bring all reagents, controls and samples to room temperature (18...25°C) at least 30 minutes before use.
Label test tubes in duplicate for NSB (non-specific binding), calibrators, controls, patient samples and totals.
Pipette 100 pl of calibrator, control or patient sample into the appropriate tubes. Any patient sample may be
pipetted into the NSB tubes.

Pipette 200 pl of tracer (red) into all tubes.

Pipette 200 pl of antiserum (blue) into all tubes except NSB and totals. Pipette 200 pl of distilled water into
the NSB tubes.

Mix all tubes using a vortex mixer, cover with paraffin film and incubate for 2 hours at 37 +1°C.

Mix the separation reagent thoroughly by gentle inversion and add 500 pl to all tubes except totals.

Mix the tubes using a vortex mixer and incubate for 30 minutes at 18...25°C.

Centrifuge all tubes except totals for 30 minutes at 2000 g (minimum) at 4...20°C (4°C is recommended).
Decant the supernatants from all tubes except the totals by simultaneous inversion. Gently blot the tubes
against absorbent material and allow to drain for a few seconds to remove any remaining liquid.

Care should be taken not to decant any of the precipitate. Do not reinvert the tubes once they have been
turned upright. Failure to decant and blot tubes may result in poor replication and erroneous values.

Count each tube using a gamma counter for at least 1 minute or until 10 000 counts per tube have
accumulated.

Calculate the results as described in the “Results’ interpretation” section.



Assay procedure — summary
(all values given in pl)

Total NSB Calibrator Control & unknown

Pipette sample 100 100 100
Pipette tracer (red) 200 200 200 200
Pipette antiserum (blue) 200 200
Pipette distilled water 200

Mix X X X
Incubate 2h (37°C) X X X
Pipette separation reagent 500 500 500
Mix X X X
Incubate for 30 min at 18...25°C X X X
Centrifuge for 30 min at 2000 g X X X
Decant X X X
Count 1 min. or 10 000 counts X X X X

8. QUALITY CONTROL

An internal quality assurance programme is recommended for all clinical laboratories. For this reason, it is suggested
that control sera in both the lower and upper portions of the calibration curve be analysed to enable the performance
of the procedure to be monitored. The UniQ ICTP RIA assay provides two control materials: ICTP RIA Control 1 & 2.
The expected ranges of the controls are indicated on a separate sheet provided with the assay. It is recommended
that each laboratory establish its own acceptable ranges for the controls it uses. The mean of the control should fall
within the acceptable range stated by Aidian. It is advised to use at least two separate kit lot numbers for the control
value assignment. Once the control ranges have been established, controls should be run in duplicate with each assay.

9. RESULTS' INTERPRETATION

For automatic result processing, spline function curve fitting is recommended. Results can also be produced manually
on semi-log graph paper.

e Calculate the mean count for all calibrators, samples and controls.

e Calculate the %B/Bo from:

%B/B, = calibrator or sample count —NSB 114
calibrator 0 count — NSB
where B is the bound radioactivity of a sample or calibrator, Bo is the bound radioactivity of the calibrator 0 and
NSB is the radioactivity of the non-specific binding.
e Draw a calibration curve on semi-log graph paper with %B/Bo values on the ordinate (Y axis) and ICTP concen-
trations (pg/l) of the calibrators on the abscissa (X axis).
e Determine the ICTP concentrations of the unknowns from the calibration curve.
e Any sample reading lower than the lowest calibrator should be reported as such.
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e Any sample reading higher than the highest calibrator should be diluted and re-assayed. After dilution,
values must be corrected for the dilution factor.

Fig. 1 Typical calibration curve Table 1 Calculation of results using typical data.
This calibration curve is for illustration only. This data is for illustration only and must not be
used for the calculation of any sample result.

100

mean cpm- o ICTP
< Tube cpm NSB %B/Bo | (o)
80 Total 39445
NSB 1397
60 Cal 0 17333 | 15936

Cal1.0 | 15875 | 14478 | 90.9
Cal2.5 | 14078 | 12681 | 79.6
Cal 5.0 | 11215 | 9818 61.6
Cal 10 8489 7092 44.5
Cal 25 5482 4085 25.6
Cal 50 3334 1937 12.2
Unkn 9494 8097 50.8 7.6

Unkn 6046 4649 29.2 20.9

%B/B,

40

20

L s e R
1 10

ICTP (ug/l)

10. LIMITATIONS OF THE PROCEDURE

There is a diurnal variation of ICTP the values being higher at night. Renal insufficiency, glomerular filtration rate of
50 ml/min/1.73 m? or less leads to elevated ICTP concentrations in blood. The liver does not seem to be involved in
the metabolism of the serum ICTP antigen.

As a basis for diagnostic and therapeutic decisions the results of any single diagnostic test must be backed up with
other clinically relevant data.

11. EXPECTED VALUES

Due to ethnic, dietary and age variations, the reference limits given may not apply to all populations. Therefore, each
laboratory should establish its own representative reference limits.

ICTP values of apparently healthy adults (19-74 years) were measured with the ICTP RIA kit. The non-parametric
method recommended by IFCC was used to calculate the reference intervals for the upper and lower limits.

Table 2 Serum ICTP reference limits

Female Male
Number of subjects 146 125
Mean 3.5 pgl/l 3.2 ug/l
Reference interval® 2.1-5.6 pg/l 2.1-5.0 pg/l
0.90-confidence intervals for lower reference limit 2.1-2.4 pgl/l 1.9-2.2 ug/l
for upper reference limit 4.9-6.2 g/l 4.4-5.7 ugl/l

*Reference interval = 0.025 & 0.975 fractiles
1"



ICTP values for children were derived from a population of healthy children aged 0 months to 18 years (unpublished
data). The values are indicative only.

Table 3 Typical serum ICTP values for children

Age groups Lower limit (ug/l) Mean (ug/l) Upper limit (ug/l)
0-3 months 51 61 71
3-6 months 23 32 40
Boys and girls 6—12 months 15 22 30
1-2 years 12 16 20
2-9 years 7 1" 16
9-13 years 8 11 15
Boys 13-16 years 10 16 23
16-18 years 8 9 11
9-11 years 9 12 15
. 11-14 years 10 13 16
Girls 14-16 years 6 10 14
16-18 years 4 5 7

12. PERFORMANCE CHARACTERISTICS

The results presented below were obtained at Aidian and represent typical performance data.

Measurement range
1.0-50 ug/l.

Limit of detection
Better than 0.6 pg/l.

Limit of quantitation
Approximately 1.8 pg/l.

Linearity
Five high concentration serum samples were serially diluted with five low concentration serum samples.
Mean recovery of the samples was 102 %.

Recovery
Known amounts of ICTP were added to three low concentration patient serum samples. Mean recovery was 109 %.

Precision
Intra- and inter-assay variations were determined using serum pools containing different concentrations of ICTP.

12



Table 4 Intra-assay / Inter-assay precision

Intra-assay precision of 20 replicates Inter-assay precision of 10 duplicate determinations
Sample Mean (ug/l) CV (%) Sample Mean (ug/l) CV (%)
1 3.3 7 4 43 10
2 7.8 5 5 121 8
3 45.0 5 6 24.4 8

Interfering substances
Serum bilirubin concentration < 400 ymol/l does not interfere. Serum haemoglobin concentration up to 5 g/l does not
interfere. Triglyserides < 5 g/l do not interfere.

Specificity

The antigenic determinant of the antibody is within the two hydrophobic phenylalanine-rich sequences of the tri-
valently cross-linked ICTP. A trivalent cross-link is necessary because the divalently cross-linked and monomeric
peptides containing only one phenylalanine-rich sequence show poor immunoreaction. The ICTP RIA antiserum
does not cross-react with antigens used in other UniQ Collagen assays.

13. TRACEABILITY
The measurand (analyte) in the UniQ ICTP RIA Calibrators is traceable to the manufacturer’s working calibrators
which are prepared from highly purified ICTP whose value is assigned using amino acid composition analysis.

14. DISPOSAL
e Dispose of contents according to national and local law.
e All patient samples and controls should be handled and disposed of as potentially infectious material.
e Radioactive waste material must be discarded according to the applicable laws.
e Materials of the components:
Paper: Instructions for use
Cardboard: Kit box
Plastic: Separation reagent bottle, vial caps
Rubber: Stoppers
Glass: Tracer, antiserum, calibrator, control vials
Foam rubber
e When used in accordance with Good Laboratory Practice, good occupational hygiene and the instructions for
use, the reagents supplied should not present a hazard to health.
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Deutsch

UniQ® ICTP RIA

C-terminales Telopeptid von Typ | Kollagen, Radioimmunoassay Kit

1. VERWENDUNGSZWECK
UniQ ICTP RIA ist ein quantitativer Radioimmunoassay zur Bestimmung der Konzentration des carboxyterminalen
Telopeptids von Typ | Kollagen in Humanserum. Fiir in-vitro Diagnostik.

2. ZUSAMMENFASSUNG UND ERKLARUNG

Typ | Kollagen ist das wichtigste Kollagen des Korpers. Es ist das einzige Kollagen des mineralisierten Knochens, wo
es mehr als 90% der organischen Matrix bildet. AuRerdem kommt Typ | Kollagen zusammen mit anderen Kollagen-
arten, wie Typ lll, V und VI, im extra ossaren Bindegewebe vor, wo es aber ebenfalls den gréten Anteil ausmacht.
Im Gewebe bildet Typ | Kollagen Fasern, deren Struktur je nach Gewebe gewisse Schwankungen aufweist. Im
Knochen sind die Typ | Kollagen-Molekile uber drei Hydroxylysin-Metabolite, Lysin oder seine Derivate querver-
netzt. Sie bilden eine fluoreszierende, zyklische Pyridinolinstruktur und nicht-fluoreszierende, nicht nédher bekannte
Strukturen. Im extra osséren Bindegewebe, wie das der Haut, ist die wichtigste Quervernetzung von Typ | Kollagen
nicht-fluoreszierend und enthalt u.a. die Aminosaure Histidin.

ICTP bildet die carboxyterminale Telopeptidregion des Typ | Kollagens und wird als trivalent quervernetztes Peptid
beim Abbau von Typ | Kollagen freigesetzt. Dieses Peptid kommt wahrscheinlich in Folge einer Knochenresorption
und einem Abbau des extra ossaren Bindegewebes immunochemisch intakt im Blut vor. In letzter Zeit konnte der
Nachweis erbracht werden, demzufolge das ICTP-Antigen durch die Wirkung von beispielsweise Metallproteinasen
der Matrix erzeugt wird, d.h. von Enzymen, die an einem mit verschiedenen krankhaften Prozessen verbundenen
Gewebstod beteiligt sind.

Erhohte ICTP-Spiegel im Serum werden daher in Krankheiten und Situationen gefunden, die von einem erhéhten
Knochenabbau begleitet sind, wie beim multiplen Myelom, bei Knochenmetastasen, rheumatoider Arthritis und bei-
spielsweise bei bettlagrigen Patienten. Da kein ICTP beim physiologischen, von Kathepsin-K gesteuerten Knochen-
abbau gebildet wird, ist seine Konzentration wahrend beispielsweise der Menopause nur geringfiigig verandert.

3. TESTPRINZIP

UniQ ICTP RIA ist ein kompetitiver Radioimmunoassay. Eine bekannte Menge an radioaktiv markiertem ICTP kon-
kurriert mit einer unbekannten Menge an nicht-markiertem ICTP in der Probe um die in limitierter Menge vorhande-
nen, hochaffinen Bindungsstellen der Antikdrper. Nachdem nicht gebundenes Antigen ausgewaschen wurde, ist die
Menge an radioaktiv markiertem ICTP im Réhrchen umgekehrt proportional zur Menge an ICTP in der Probe. Die
ICTP-Konzentration in der Probe wird anhand einer Kalibrationskurve ermittelt.
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4. REAGENZIEN

UniQ® ICTP RIA, Kat. Nr. 68601

Name und Origin
des Kit-Komponents

Tracer

Antiserum
[ORIG[RAB|
Kalibrator

Kontrolle

ICTP RIA
Trennreagenz

E x

Gebrauchsinformation

Die Reagenzien enthalten Natriumazid als Konservierungsmittel: Siehe Abschnitt 5 “Warnhinweise und Vorsichts-

mafnahmen”.

(4

ymbol

CAL | xxpg/

CONTROL [#]

Aufbereitung der Reagenzien
Die Kontrollen sind lyofilisiert. Alle andere Reagenzien sind gebrauchsfertig.

Beide Kontrollflischchen vor dem Offnen auf Raumtemperatur (18...25°C) bringen. Inhalt in jedem Flaschchen mit
1,0 ml destilliertem oder entionisiertem Wasser rekonstituieren. Flaschchen zustdpseln und Inhalt sorgfaltig mischen

\/ 100

22 ml
Radioaktivitat

< 200 kBq.
22 ml
7x0.75 ml

2x1.0ml

60 ml

Stabilitét bei 2...8°C

Ungedoffnet

Bis zum auf dem Etikett
aufgedruckten Verfalldatum

Bis zum auf dem Etikett
aufgedruckten Verfalldatum

Bis zum auf dem Etikett
aufgedruckten Verfalldatum

Bis zum auf dem Etikett
aufgedruckten Verfalldatum

Bis zum auf dem Etikett
aufgedruckten Verfalldatum

Geoffnet

6 Wochen

6 Wochen

6 Wochen

1 Woche nach
Rekonstitution

6 Wochen

(schwenken oder kippen). Schaumbildung vermeiden. Vor Gebrauch 30 Minuten stehen lassen.

Verfall der Reagenzien

Veranderungen im Aussehen der Reagenzien oder in der Neigung der Standardkurve bzw. Werte der Kontrollseren
auRerhalb der vom Hersteller angegebenen Bereiche kdnnen Hinweise auf eine Beeintrachtigung der Reagenzien

sein. Reagenzien mit mdglichen Verfallserscheinungen sollten nicht benutzt werden.

5. WARNHINWEISE UND VORSICHTSMASSNAHMEN
Gesundheits- und Sicherheitsinformationen
o Nur zur In-vitro-Diagnostik bestimmt.
e Nicht mit dem Mund pipettieren.

e Alle Patientenproben und Kontrollen sollten als potenziell infektidses Material behandelt werden.
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Die Kontrollen enthalten Material menschlichen Ursprungs, das in Bezug auf das Vorhandensein von Antikor-
pern gegen das humane Immundefizienz-Virus (HIV 1 und 2), das Hepatitis C Virus (HCV) und das Hepatitis
B-Oberflachenantigen (HBsAg) getestet und als negativ bestétigt wurde. Als VorsichtsmaRnahme das Produkt
wie potentiell infektioses Material handhaben.

Lyophilisierte Reagenzien enthalten Natriumazid in einer Konzentration von <1 % (Aqu. Chron. 3). Schadlich
fur Wasserorganismen, mit langfristiger Wirkung (H412). Freisetzung in die Umwelt vermeiden (P273). Inhalt
entsprechend nationalem und lokalem Recht zufiihren (P501).

Rekonstituierte und fliissige Reagenzien enthalten Natriumazid in Konzentrationen < 0,1 %, die nicht als gesund-
heitsgefahrdend eingestuft sind.

Bei Kontakt mit Sduren setzt Natriumazid toxische Gase frei. Azide kdnnen mit Metallrohren reagieren, indem
sie explosive Stoffe bilden. Die Bildung von Aziden kann vermieden werden, indem mit groRen Mengen Wasser
nach Wegschitten des Reagenzes gesplilt wird.

Das Kit enthalt '° (Halbwertszeit T+ von 60 Tagen), das 35,5 keV Gammastrahlung und 27-32 keV Rontgen-
strahlung aussendet. In diesem Kit enthaltenes radioaktives Material darf ausschlieRlich von Arzten, klinischen
Labors, Forschungsinstituten oder Krankenhausern in Empfang genommen, erworben, in Besitz genommen und
ausschlieBlich fiir In-vitro- oder klinische oder Labortests verwendet werden, die keine innere oder auferliche
Verabreichung des Materials, oder der davon ausgehenden Strahlung am Menschen oder an Tieren beinhaltet.
Samtliche radioaktiven Materialien sollten ausschlief3lich in speziell dafir vorgesehenen Bereichen gelagert und
gehandhabt werden. Der Erwerb, die Lagerung, die Verwendung oder der Austausch radioaktiver Produkte un-
terliegt den im Land des Anwenders geltenden Gesetzen.

Kontakt mit Haut und Augen vermeiden. Nach Hautkontakt bitte sofort mit viel Wasser waschen und dekontami-
nieren Sie die betroffenen Flachen. Folgen Sie dabei den Richtlinien Ihrer Institution betreffend einer versehent-
lichen Freisetzung.

Verschittungen von radioaktivem Material sollten umgehend mit einem Reinigungsmittel entfernt werden und
das kontaminierte Reinigungsmaterial sollte dem Behélter fiir radioaktive Abfélle zugefiihrt oder gemaR den
Empfehlungen des Amts flr Strahlenschutz gehandhabt werden.

Radioaktive Abfélle missen in Ubereinstimmung mit den geltenden Gesetzen entsorgt werden. Befolgen Sie
die Strahlenschutzbestimmungen und -verfahren lhrer Einrichtung in Bezug auf die Handhabung, Lagerung und
Entsorgung von radioaktivem Material.

Analytische VorsichtsmafRnahmen

Das Produkt nicht nach dem Verfallsdatum auf der &uReren Verpackung verwenden.
Die Stabilitatszeit fiir gedffnete Reagenzien nicht tiberschreiten.
Keine Komponenten unterschiedlicher Chargennummern oder verschiedener Tests verwenden.

6. PROBENGEWINNUNG UND VORBEREITUNG

Zur Probenentnahme sind keine besonderen Vorbereitungen seitens des Patienten erforderlich.

Der Test sollte mit Serum aus einer vendsen Blutprobe durchgefihrt werden. Bei der Venenpunktion sind die Ubli-
chen Vorsichtsmafnahmen zu treffen. Der Test sollte nicht mit Plasma durchgefiihrt werden.

Stark lipdmische, hamolytische oder mikrobiell kontaminierte Seren sollten nich getestet werden.
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Probenaufbereitung und lagerung

Nach der Probenentnahme das Blut gerinnen lassen und dann das Serum durch Zentrifugieren abtrennen.
Die Serumproben kénnen bis 5 Tage bei 2...8°C und langer bei mindestens —20°C gelagert werden. Wiederholtes
Einfrieren oder Auftauen ist zu vermeiden. Proben mit hohen ICTP-Konzentrationen kdnnen mit 0,9 % Kochsalzl6-
sung verdiinnt werden.

7. TESTDURCHFUHRUNG
Siehe den Abschnitt 4 “Reagenzien” fiir eine Liste der Reagenzien.

Erforderliches, aber nicht geliefertes Material
e Pipetten (100 pl, 200 pl, 500 pl and 1000 pl) e Wasserbad (fir eine konstante Temperatur von 37 + 1°C)

e Reagenzglaser (Polystyrene) e Staner zum Dekantieren

e Saugféhiges Papier e Zentrifuge (fir mindestens 2000xg)
e Parafilm e Gamma counter

e \ortex Mixer e Aqua dest.

Gerite

Jeder fiir die Messung von '?°| geeignete Gammacounter kann benutzt werden. Der Wirkungsgrad des Geréats wie
der Background sollten regelmafig Uberprift werden. Es empfiehlt sich, das Gerat systematisch zu kalibrieren.
Hinweise zur Installation, Bedienung, Wartung und Kalibrierung entnehmen Sie bitte dem Bedienerhandbuch des
Herstellers.

Einzelheiten der Testdurchfiihrung

Alle Reagenzien, Proben und Kontrollen mindestens 30 Minuten vor Gebrauch auf Raumtemperatur (18...25°C)

1 bringen.

2 Réhrchen fiir die Doppelbestimmung der NSB (unspezifischen Bindung), Kalibratoren, Kontrollen,
Patientenproben und Totalaktivitat beschriften.

3 Von den Kalibratoren, Kontrollen und Patientenproben jeweils 100 pl in die entsprechenden Réhrchen

pipettieren. Eine beliebige Patientenprobe in die NSB-Réhrchen pipettieren.
4 | Jedem Réhrchen 200 pl ICTP-Tracer (rot) hinzufiigen.

Jedem Roéhrchen, aulRer den Réhrchen fir NSB und Totalaktivitat, 200 pl Antiserum (blau) hinzufligen.
In jedes NSB-R&hrchen 200 pl Aqua dest. geben.

6 Jedes Rohrchen kurz durchmischen, mit Parafilm® verschlieBen und fiir 2 Std. in einem Wasserbad bei
37 +1°C inkubieren.

Das Trennreagenz sorgfaltig mischen und davon 500 pl in jedes Réhrchen (auRer den Réhrchen fir die Totalak-
tivitat) geben.

8 | Jedes Rohrchen kurz durchmischen und fiir 30 Minuten bei Raumtemperatur inkubieren.

Mit Ausnahme der Réhrchen fiir die Totalaktivitét jedes Rohrchen fiir 30 Minuten bei mindestens 2000 x g
und 4...20°C (4°C wird empfohlen) zentrifugieren.
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Den Uberstand in den Réhrchen gleichzeitig dekantieren (auskippen; ausgenommen der Réhrchen fiir die Tota-
laktivitat). Umgekehrt flr einige Sekunden auf saugfahiges Papier stellen, um alle Restflissigkeit zu

10 | entfernen. Darauf achten, dass kein Prazipitat beim Dekantieren verloren geht. R6hrchen nach dem
Aufrichten nicht nochmals Umkehren. UnsachgemafRes Dekantieren und Blotten kann schlechte

Doppelwerte und falsche Ergebnisse bewirken.

1 mindestens 10.000 erreicht ist.

12 | Die Ergebnisse wie im Abschnitt “Auswertung der Testergebnisse” beschrieben auswerten.

Testdurchfiihrung — Zusammenfassung
(alle Mengenangaben in pl)

Totalaktivitat NSB
Proben pipettieren 100
Tracer (rot) pipettieren 200 200
Antiserum (blau) pipettieren
Aqua dest. pipettieren 200
Mischen X
2 Std. bei 37°C inkubieren X
Trennreagenz pipettieren 500
Mischen X
30 Min. bei RT (18...25°C) inkubieren X
Zentrifugieren: 30 Min. bei 2000 x g X
Dekantieren X
1 Min. oder bis 10 000 cpm zéhlen X X

8. QUALITATSSICHERUNG

Laborinterne Programme zur Qualitatssicherung sollten von allen medizinischen Laboratorien durchge-
fuhrt werden. U.a. sollte die Testdurchfiihrung mit Hilfe von Kontrollseren im unteren und oberen Referenz-
bereich Uberprift werden. Der UniQ ICTP RIA enthalt zwei Kontrollen: ICTP RIA Control 1 & 2. Die erwar-
teten Bereiche der Kontrollen sind auf einem gesonderten Blatt aufgefihrt, das dem Test beiliegt. Es wird
empfohlen, dass jedes Labor seine eigenen Akzeptanzbereiche fiir die verwendenten Kontrollen erstellt. Der
Mittelwert dieser Kontrollen sollte in den von Aidian angegebenen Akzeptanzbereichen liegen. Fur die Bestim-
mung des Mittelwerts der Kontrollen wird empfohlen, diesen anhand von mindestens zwei unterschiedlichen Kit-
chargen zu erstellen. Sobald die Kontrollbereiche erstellt worden sind, sollten bei jedem Ansatz die Kontrollen in

Doppelbestimmung mitgefiihrt werden.
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9. AUSWERTUNG DER TESTERGEBNISSE

Fir eine automatische Auswertung der Ergebnisse empfiehlt sich eine Kurvenanpassung mittels dem Modell der
Spline-Funktion. Die Auswertung kann aber auch manuell mit Hilfe von semi-log Millimeterpapier durchgefiihrt wer-
den.

e Fr die Kalibratoren, Proben und Kontrollen die mittlere Zahlrate berechnen.

e %B/Bo anhand der nachfolgenden Gleichung berechnen:

%B/B, = Zéhlrate Kalibrator pder Probe — NSB x 100
Zahlrate 0-Kalibrator — NSB
wobei B die gebundene Radioaktivitat einer Probe oder eines Kalibrators, Bo die gebundene Radioaktivitat des
Nullkalibrators und NSB die unspezifisch gebundene Radioaktivitat darstellen.

e Auf semilogaritmischem Papier eine Standardkurve zeichnen, indem die %B/Bo —Werte der einzelnen
Kalibratoren auf der Ordinate (y-Achse) gegen die entsprechenden PINP-Konzentrationen (ug/l) der
Kalibratoren auf der Abszisse (x-Achse) aufgetragen werden.

e Die ICTP-Konzentrationen der Proben durch Interpolation ihrer %B/Bo-Werte auf der Standardkurve
ablesen.

o Proben, deren Wert unterhalb des niedrigsten Standards liegt, sind so anzugeben.

o Proben, deren Wert oberhalb des hochsten Standards liegt, sollten verdiinnt und nochmals bestimmt
werden. Die Werte der verdiinnten Proben miissen um dem Verdiinnungsfaktor korrigiert werden.

Abb. 1 Typische Standardkurve. Tabelle 1 Berechnungsbeispiel anhand typischer Daten.
Die Kurve dient nur als Beispiel. Diese Daten dienen nur als Beispiel und diirfen nicht
zur Berechnung eines Probenergebnisses benutzt
100 werden.
L
e Réhrchen 2’2’,"“ ot | %BiB, :ﬁ;np)
o Total 39445
o< NSB 1397
g . Kal 0 17333 | 15936
Kal 1.0 15875 14478 90.9
Kal 2.5 14078 12681 79.6
20 Kal 5.0 11215 | 9818 | 616
Kal 10 8489 7092 445
o A L Kal 25 5482 4085 25.6
ICTP (ug/l) Kal 50 3334 1937 12.2
Unbekannt 1| 9494 8097 50.8 7.6
Unbekannt 2| 6046 4649 29.2 20.9
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10. GRENZEN DES VERFAHRENS

Die ICTP-Werte zeigen eine deutliche zirkadiane Rythmik mit einem Konzentrationsmaximum nachts.
Bei Niereninsuffizienz und einer glomerularen Filtrationsrate von 50 ml/Min./1,73 m? der weniger sind die ICTP-
Spiegel im Blut erhoht. Die Leber spielt offenbar beim Abbau des ICTP-Antigens keine Rolle. Fiir das weite-
re diagnostische und therapeutische Vorgehen miissen die ICTP-Ergebnisse durch andere klinisch relevante
Daten erganzt werden.

11. ERWARTETE WERTE

Normbereiche koénnen in Abhangigkeit ethnischer, didtischer und altersbedingter Unterschiede schwanken.
Daher sollte jedes Labor seine eigenen reprasentativen Normbereiche erstellen.

Die ICTP-Spiegel im Serum wurden bei offensichtlich gesunden Probanden (19-74 Jahre) mit dem ICTP RIA
Kit gemessen. Die Normbereiche und Vertrauensbereiche der oberen und unteren Grenzwerte wurden mittels
nicht-parametrischer Methoden entsprechend den Empfehlungen der IFCC ermittelt.

Tabelle 2  ICTP-Normbereiche im Serum

Frauen Maénner
Zahl der Probanden 146 125
Mittelwert 3.5 ug/l 3.2 g/l
Normbereich* 2.1-5.6 pg/l 2.1-5.0 pg/l
0,90-Vertrauensbereiche fir unteren Grenzwert 2.1-2.4 g/l 1.9-2.2 ug/l
fur oberen Grenzwert 4.9-6.2 ug/l 4.4-5.7 pg/l

* Normbereich = 0,025 & 0,975 Perzentile

ICTP Werte fir Kinder wurden anhand einer gesunden Kinderpopulation — Alter 0 Monate bis 18 Jahre —
abgeleitet (interne, nicht veroffentlichte Daten). Die ermittelten Werte sind Anhaltspunkte und keine verbindlichen
Richtwerte.

Tabelle 3  Typische ICTP Werte im Serum von Kindern

Unterer Mittelwert Oberer

Altersklassen Grenzwert (ug/l) (ng/l) Grenzwert (ug/l)
0-3 Monate 51 61 71
3-6 Monate 23 32 40
Jungen und Madchen 6-12 Monate 15 22 30
1-2 Jahre 12 16 20
2-9 Jahre 7 11 16
9-13 Jahre 8 1 15
Jungen 13-16 Jahre 10 16 23
16-18 Jahre 8 9 11
9-11 Jahre 9 12 15
u 11-14 Jahre 10 13 16
Madchen 14-16 Jahre 6 10 14
16-18 Jahre 4 5 7
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12. LEISTUNGSMERKMALE

Die hier dargestellten Werte wurden intern von Aidian ermittelt und reprasentieren typische Testergebnisse.

Messbereich
1,0-50 pg/l.

Nachweisgrenze
Besser als 0.6 pg/l.

Bestimmungsgrenze
Ungefahr 1.8 pg/l.

Linearitat
Finf Serumproben mit hoher Konzentration wurden mit fiinf Serumproben mit niedriger Konzentration seriell ver-
diinnt. Die mittlere Wiederfindung der Proben betrug 102 %.

Wiederfindung
Bekannte Mengen von ICTP wurden drei Patientenproben mit niedriger Konzentration beigegeben. Die mittlere
Wiederfindung betrug 109 %.

Prazision
Die Prazision in der Serie und von Tag zu Tag wurde anhand gepoolter Seren mit unterschiedlichen ICTP-Konzen-
trationen ermittelt

Tabelle 4 Prézision in der Serie
Von Tag zu Tag Prézision in der Serie aus 20 Replikanten Prézision von Tag zu Tag aus 10 Doppelbestimmungen

Probe Mittelwert (ug/l) VK (%) Probe Mittelwert (ug/l) VK (%)
1 3,3 7 4 43 10
2 7,8 5 5 12,1 8
3 45,0 5 6 24,4 8
Interferenz

Serum-Bilirubin (< 400 < mol/l) und Serum-Hamoglobin (bis 5 g/I) haben keinen Einfluss auf die Messwerte. Trigly-
ceride < 5 g/l haben keinen Einfluss. Lipamische Proben sind zu vermeiden.

Spezifitat

Die antigene Determinante des Antikdrpers befindet sich innerhalb der beiden hydrophoben, Phenylanalin-reichen
Sekvenzen der trivalenten Quervernetzung von ICTP. Eine trivalente Quervernetzung ist erforderlich. Divalente
Vernetzungen und monomere Peptide mit nur einer Phenylalanin-reichen Sekvenz zeigen eine nur schwach aus-
gepragte Immunreaktion. Das ICTP RIA Antiserum zeigte keine Kreuzreaktion gegeniiber Antigenen auf, die in
anderen UniQ Kollagentests eingesetzt werden.
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13. NACHWEISBARKEIT

Die Messwerte (Analyt), der im UniQ ICTP RIA eingesetzen Kalibratoren, beziehen sich auf die Arbeitskalibratoren
des Herstellers. Diese wurden aus hoch gereinigtem ICTP hergestellt und dessen Wert mittels Analyse ihrer Amino-
saurezusammensetzung bestimmt.

14. ENTSORGUNG

Inhalt entsprechend nationalem und lokalem Recht zufiihren.

Alle Patientenproben und Kontrollen sollten als potenziell infektidses Material behandelt werden.

Radioaktive Abfille miissen in Ubereinstimmung mit den geltenden Gesetzen entsorgt werden.

Materialien der Komponenten:

Papier: Gebrauchsanweisung

Karton: Kit-Box

Kunststoff: Trennreagenz-Flaschchen, Flaschenstopfen

Gummi: Stopfen

Glas: Tracer, Antiserum, Kalibrator und Kontrollenflaschen

Schaumstoff

Wird der Test in Ubereinstimmung mit der Good Laboratory Practice, unter guten Hygienebedingungen und nach
den Anweisungen dieser Bedienungsanleitung verwendet, stellen die Reagenzien keine Gefahr fir die Gesund-
heit dar.
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Frangais

UniQ® ICTP RIA

Dosage Radio-immunologique du télopeptide C-Terminal du collagéne de type |

1. BUT DU DOSAGE
La méthode UniQ ICTP RIA est un dosage radio-immunologique destiné a la mesure quantitative du télopeptide
carboxyterminal du collagéne de type | dans le sérum humain. Pour diagnostic in vitro.

2. RESUME ET EXPLICATION

Le collagene de type | est le type de collagéne que I'on trouve en plus grande quantité dans le corps. C’est aussi
le seul type de collagene présent dans I'os, ou il constitue plus de 90 % de la matrice organique. On le trouve éga-
lement dans le tissus conjonctif en association avec d’autres collagenes de type lll, V et VI mais toujours en plus
grande concentration que les autres types.

Le collagéne de type | des tissus est présent dans des fibres dont la structure présente certaines variations en
fonction du tissu. Dans les os, les molécules du collagéne de type | sont liées entre elles par trois résidus d’hydroxy-
lysine, de lysine ou de leurs dérivés et aboutissant a la formation de la pyridinoline, composé fluorescent caractérisé
par une structure cyclique, ainsi que d'un autre composé non-florescent de structure inconnue, reliant trois diffé-
rentes chaines polypeptidiques de collagéne. Dans les tissus conjonctifs comme la peau, le principal agent de pon-
tage du collagéne mature de type | est non-fluorescent et contient de I'histidine parmi ses résidus d’acides aminés.
L'ICTP est le télopeptide carboxyterminal du collagene de type |, connecté via des liaisons trivalentes et libéré lors
de la dégradation du collagéne mature de type I. On retrouve ce peptide sous une forme immuno-chimiquement
intacte dans le sang, ce qui semble étre le résultat de la résorption osseuse et de la dégradation des tissus conjonc-
tifs. On a récemment montré que I'antigéne ICTP est produit sous I'action, par exemple, de métalloprotéinases de
matrice, qui sont les enzymes impliquées dans la destruction du tissu dans diverses pathologies.

On observe des concentrations élevées de télopeptide C-terminal du collagéne de type | dans des conditions asso-
ciées avec une augmentation de la lyse osseuse, telles que les myélomes multiples, les métastases ostéolytiques,
la polyarthrite rhumatoide chronique mais aussi en cas d'immobilisation. Comme le télopeptide C-terminal du colla-
geéne de type | n’est pas produit par la résorption osseuse physiologique médiée par la cathepsine-K, la ménopause
par exemple, affecte moins sa concentration.

3. PRINCIPE DU DOSAGE

La méthode UniQ ICTP RIA utilise une technique radio-immunologique par compétition. Une quantité connue de
ICTP marqué et une quantité inconnue ICTP non marqué présent dans I'échantillon entrent en compétition pour un
nombre limité de sites anticorps de liaison. Aprés lavage et élimination de I'anticorps non lié, la quantité de ICTP
marqué dans le tube est inversement proportionnelle a la quantité de ICTP de I'échantillon. Les concentrations des
échantillons inconnus sont obtenues a partir de la courbe d’étalonnage.
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5. REACTIFS
UniQ® ICTP RIA, Cat. No. 68601

Stabilité a 2...8°C

Composant
. Symbol :;7 100
Nom et origine ymbo Intact Ouvert
22 ml . .
L A Jusqu’a la date de péremption .
Traceur Bgcggigg”te mentionnée sur I'étiquette 6 semaines
Antisérum . .
Jusqu’a la date de péremption .
m 22mi mentionnée sur I'étiquette 6 semaines
Etalons CAL [ xxpg/l 7x0.75 ml Jusqua Ia date de péremption | 5 o aines
: mentionnée sur I'étiquette
Contréle

Jusqu’a la date de péremption | 1 semaine aprées
CONTROL H 2x1.0ml mentionnée sur I'étiquette reconstitution

Réactif de séparation
ICTP RIA

Jusqu’a la date de péremption
mentionnée sur I'étiquette

60 ml 6 semaines

Mode d’emploi

Certains réactifs contiennent de 'azide de sodium comme conservateur, voir le chapitre 5 «Mises en garde et pré-
cautions».

Préparation des réactifs

Les contréles sont lyophilisée. Tous les autres réactifs sont préts a I'emploi.

Laisser revenir les controles a la température ambiante (18...5°C) avant ouverture. Reconstituer les controles en
ajoutant 1,0 ml d’eau distillée ou désionisée dans chaque flacon. Fermer et bien mélanger en remuant doucement
pour éviter la formation de mousse. Laisser reposer 30 minutes avant utilisation.

Détérioration du réactif

Un changement dans I'aspect physique des réactifs ou dans la courbe d’étalonnage, ou des valeurs des contrdles
en dehors de la gamme signalée par le fabricant peuvent indiquer une instabilité des réactifs. Ne pas utiliser si vous
soupgonnez une dégradation des réactifs.

5. MISE EN GARDE ET PRECAUTIONS

Informations concernant la santé et la sécurité

e Pour diagnostic in vitro uniquement.

e Ne pas pipeter a la bouche.

e Tous les échantillons patient et les controles doivent étre manipulés comme des matériaux potentiellement infectieux.
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Les contréles contiennent des échantillons d’origine humaine, qui ont été testés et s’averent négatifs aux anti-
corps anti-virus d'immunodéficience humaine (HIV 1 et 2), au virus de I'hépatite C (VHC) et aux antigénes de sur-
face de 'hépatite B (HBsAg). Par précaution, manipuler es contréles comme un agent potentiellement infectieux.
Les réactifs lyophilisés contiennent < 1 % d’'azide de sodium (Aquatic Chronic 3). Nocif pour les organismes
aquatiques, entraine des effets néfastes a long terme (H412).Eviter le rejet dans I'environnement (P273). Elimi-
ner le contenu conformément aux réglementations nationales et locales en vigueur (P501).

Les réactifs reconstitués et les réactifs liquides contiennent < 0,1% d’azide de sodium, concentration a laquelle
il n’est pas nocif.

L'azide de sodium peut réagir avec les acides et libérer des gaz toxiques. L'azide de sodium peut réagir avec
le plomb des canalisations pour former des composés explosifs. La formation de composés explosifs peut étre
évitée en ringant abondamment avec de I'eau lors de la mise au rebut des réactifs.

Le kit contient de I'iode '#°| (durée de demi-vie T+ de 60 jours), émettant des rayons gamma & hauteur de 35,5 keV
et des rayons X entre 27 et 32 keV. Le matériau radioactif présent dans ce kit ne peut étre réceptionné, acquis,
détenu et utilisé que par des médecins, des laboratoires cliniques, des établissements de recherche ou des hopi-
taux. Il n’est destiné qu’aux tests cliniques ou de laboratoire in vitro n’impliquant aucune administration interne ou
externe du matériau ou des radiations émises a des étres humains ou a des animaux. Tous les matériaux radioac-
tifs doivent étre conservés et manipulés uniquement dans les zones congues a cet effet. L'achat, le stockage,
I'utilisation et 'échange de produits radioactifs sont soumis aux lois en vigueur dans le pays de I'utilisateur.
Eviter tout contact avec la peau et les yeux. En cas de contact avec la peau, laver immédiatement et abon-
damment avec de I'eau et décontaminer, en suivant les directives de votre institution pour les déversements
accidentels.

Tout déversement de matériaux radioactifs doit étre immédiatement nettoyé a I'aide d’un détergent et les maté-
riaux de nettoyage contaminés doivent étre transférés dans le récipient a déchets radioactifs ou manipulés
conformément aux recommandations édictées par le bureau de sareté nucléaire.

Les déchets radioactifs doivent étre mis au rebut conformément aux lois en vigueur. Se reporter aux réglemen-
tations et procédures relatives aux radiations et applicables a votre établissement pour les opérations de mani-
pulation, de stockage et de mise au rebut des matériaux radioactifs.

Précautions pour I'analyse

Ne pas utiliser le produit au-dela de sa date de péremption figurant sur 'emballage.
Ne pas dépasser la période de stabilité des réactifs ouverts.
Ne pas utiliser des composants issus de lots ou de tests différents.

6. PRELEVEMENT ET PREPARATION DES ECHANTILLONS

Aucune préparation particuliere du patient n’est nécessaire avant la collecte de I'échantillon.

Il faut utiliser le sérum d’un échantillon sanguin veineux prélevé selon les techniques médicales acceptables et
suivant les précautions habituelles en cas de ponction veineuse. Ce dosage ne doit pas étre effectué sur les échan-
tillons plasmatiques.

Des sérums tres lipémiques, hémolysés ou microbiologiquement contaminés ne doivent pas étre utilisés.
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Manipulation et conservation des échantillons

Aprés la collecte des échantillons, laisser coaguler le sang et séparer le sérum par centrifugation. Les échantillons
peuvent étre conservés jusqu’'a 5 jours a 2...8°C. Pour de plus longues périodes, congeler a une température infé-
rieure ou égale a —20°C. Eviter les congélations et décongélations répétées.

Des échantillons possédant des concentrations élevées du ICTP peuvent étre dilués en utilisant une solution saline
0,9%.

7. REALISATION DU DOSAGE

Voir le chapitre 4 «Reactifs», pour la liste des réactifs.

Matériel nécessaire mais non fourni
Pipettes (100 pl, 200 pl, 500 pl et 1000 pl)
Tubes de dosage (polystyrene)

. Bain Marie (a 37 £1°C)
L]

e Papier absorbant

L]

L]

Portoir de decantation
Centrifugeuse (pour 2000 g)
Compteur Gamma

Eau distillée

Parafilm
Melangeur Vortex

Appareils

Tous les compteurs gamma capables de mesurer la radioactivité de I'iode 125 peuvent étre utilisés. L efficacité
de comptage de I'appareil doit étre vérifiée régulierement, ainsi que le bruit de fond. Il est conseillé d’étalonner
I'appareil systématiquement. Consulter le manuel d'utilisation du fabricant pour l'installation, I'utilisation, I'entretien
et I'étalonnage.

Détails de la technique

Laisser revenir tous les réactifs et les échantillons a température ambiante (18...25°C) au moins 30 minutes avant

1 utilisation.

2 Marquer en double les tubes revétus pour les LNS (liaisons non-spécifiques), les étalons, les contréles,
les échantillons des patients et I'activité totale.

3 Introduire 100 pl de chaque étalon, contrdle et échantillon de patients dans les tubes appropriés.

N’importe quel échantillon de patient peut étre mis dans les tubes LNS.
4 | Ajouter 200 pl de traceur (rouge) dans tous les tubes.

Ajouter 200 pl d’antisérum (bleu) dans tous les tubes sauf tubes LNS et pour I'activité totale.

5 Ajouter 200 pl d’eau distillée dans les tubes LNS.

6 Agiter tous les tubes avec le vortex, couvrir les tubes avec du parafilm et incuber pendant 2 heures
a 37 £1°C au bain-marie.

7 Mélanger en remuant doucement le réactif de séparation et en ajouter 500 pl dans tous les tubes,

sauf les tubes pour I'activité totale.
8 | Agiter tous les tubes au vortex et incuber pendant 30 minutes a température ambiante.

Centrifuger tous les tubes sauf ceux pour I'activité totale pendant 30 minutes a 2000 g minimum et
a une température comprise entre 4 et 20°C (4°C est recommandé).
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Décanter et taper le bord de chaque tube, sauf les tubes de I'activité totale, sur du papier absorbant et laisser
égoutter quelques secondes pour éliminer tout liquide restant. Faire attention a ne décanter aucun précipité. Ne

10 pas retourner a nouveau les tubes une fois qu’ils ont été remis a I’endroit. Faire attention a bien décanter et
égoutter les tubes au risque de constater une mauvaise réplication et des valeurs erronées.
1 Compter chaque tube avec un compteur Gamma pendant au moins 1 minute par tube ou jusqu’a obtention de 10

000 coups par tube.

12 | Calculer les résultats selon la partie “Interprétation des résultats” du présent document.

Réalisation du dosage — résumé
(tous les volumes sont donnés en pl)

Total LNS Etalon Controle et
Ajouter échantillon 100 100 100
Ajouter traceur (rouge) 200 200 200 200
Ajouter antisérum (bleu) 200 200
Ajouter eau distillée 200
Mélanger X X X
Incuber 2h a 37°C X X X
Ajouter réactif de séparation 500 500 500
Mélanger X X X
Incuper 30 min a température X X N
ambiante (18...25°C)
Centrifuger 30 min a 2000 g X X X
Décantation X X X
Comptage pendant 1 min M M X X

ou 10 000 coups

8. CONTROLE DE QUALITE

Il est recommandé que tous les laboratoires cliniques adopte un programme de contréle de qualité interne.
Ainsi le dosage de sérums de contrle dans les parties inférieures et supérieures de l'intervalle de référence
est conseillé pour contrdler le fonctionnement du dosage. La trousse UniQ ICTP RIA fournit deux contréles: ICTP
Control 1 & 2. Les gammes de référence des contrdles sont indiquées sur une feuille a part, fournie a l'intérieur du
kit. Il est également recommandé que chaque laboratoire établisse ses propres intervalles acceptables pour les
controles utilisés dans le laboratoire. La valeur moyenne du contréle devrait se situer dans l'intervalle fixé par le
fabricant. Il est conseillé d'utiliser au moins 2 lots de trousses différents pour déterminer la valeur du contréle. Une
fois que les gammes de contréle seront établies, les contréles devraient étre dosés en double avec chaque série.
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9. INTERPRETATION DES RESULTATS
Pour le calcul par ordinateur, il est recommandé d’utiliser une fonction spline. Les résultats peuvent aussi étre repré-
sentés manuellement sur du papier semi-logarithmique.
e Calculer la moyenne des coups pour tous les étalons, échantillons et contréles.
e Calculer le pourcentage B/Bo a I'aide de la formule suivante:
cpm étalon ou échantillon — LNS x 100
cpm étalon 0 — LNS
ou B correspond a la réactivité liée d’'un échantillon ou étalon, Bo correspond a la réactivité liée de I'étalon 0 et
LNS signifie la réactivité des liaisons non-spécifiques.
e Tracer la courbe d’étalonnage sur du papier semi-logarithmique avec le pourcentage B/Bo en ordonnée (axe-y)
et les concentrations en ICTP (ug/l) des étalons en abscisse (axe-x).
Déterminer les concentrations en ICTP des échantillons inconnus a partir de la courbe d’étalonnage.
o Tout échantillon affiché au-dessous de I’étalon minimum doit étre constaté comme tant.
e Tout échantillon constaté au-dessus de I’étalon maximum doit étre dilué et repassé au dosage. Aprés
dilution, les valeurs doivent étre corrigées selon le facteur de dilution.

%B/Bo =

Fig.1 Courbe d’étalonnage type. Tableau 1 Calcul des résultats avec des données type.
Cette courbe est a titre d’exemple. Ces données ne doivent étre utilisées pour un calcul
de résultats d’échantillon.
100, Moy- | Ns |, ICTP
. Tube ig:\ne cpm %B/Bo (uall)
80+ Total 39445
LNS 1397
o 607 Etal. 0 17333 15936
s Etal. 1.0 15875 | 14478 | 90.9
R 404 Etal. 2.5 14078 12681 79.6
Etal. 5.0 11215 | 9818 61.6
204 Etal. 10 8489 7092 445
Etal. 25 5482 4085 25.6
o R — Etal. 50 3334 1937 12.2
1 10 Inconnu 1 | 9494 8097 50.8 7.6
ICTP (pg/l) Inconnu1 | 6046 | 4649 | 292 | 20.9

10. LIMITES DE LA METHODE

La concentration de ICTP varie pendant la journée, et elle est plus élevée la nuit. Une insuffisance rénale,
avec un taux de filtration glomérulaire inférieur ou égal a 50 ml/min/1,73 m? peut conduire & une concentration éle-
vée de ICTP dans le sang. Le foie ne semble pas étre impliqué dans le métabolisme de I'antigene ICTP sérique. La
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détermination de la concentration de ICTP donne une indication pour le diagnostic et les traitements & suivre, mais
doit étre complétée par d’autres données cliniques pertinentes.

11. VALEURS DE REFERENCE

En raison des différences ethniques, d’alimentation et d’age, les limites de référence données peuvent ne pas étre
applicables a toutes les populations. Par conséquent, chaque laboratoire devrait établir ses propres limites de réfé-
rences représentatives.

La concentration de ICTP a été mesurée, avec la trousse UniQ ICTP RIA chez des adultes apparemment en bonne
santé (19-74 ans). La méthode non-paramétrique recommandée par I'lFCC a été utilisée pour le calcul des limites
inférieures et supérieures des intervalles de référence.

Tableau 2 Limites de référence pour le ICTP sérique

Femme Homme
Nombres de sujets 146 125
Moyenne 3.5 g/l 3.2 g/l
Intervalle de référence* 2.1-5.6 pgl/l 2.1-5.0 pg/l
Intervalles de confiance a 90%
- pour la limite de référence inférieure 2.1-2.4 g/l 1.9-2.2 pg/l
- pour la limite de référence supérieure 4.9-6.2 pg/l 4.4-5.7 pg/l

*Intervalle de référence = quantiles 0,025 & 0,975

Les valeurs de I'ICTP chez I'enfant ont été dérivées d’'une population d’enfants en bonne santé entre les ages de 0
mois et 18 ans (données non publiées). Ces valeurs sont uniquement a titre indicatif.

Tableau 3  Valeurs typiques de ’ICTP sérique chez I’enfant

a5 Limite inférieure | Moyenne Limite supérieure
Groupes d'age (hgll) (hgl) (hgll)

0-3 mois 51 61 7
, 3-6 mois 23 32 40
Gargons et filles 6-12 mois 15 22 30
1-2 ans 12 16 20
2-9ans 7 1 16
9-13 ans 8 1 15
Gargons 13-16 ans 10 16 23
16-18 ans 8 9 1"
9-11 ans 9 12 15
: 11-14 ans 10 13 16
Filles 14-16 ans 6 10 14
16-18 ans 4 5 7

30



12. PERFORMANCES DU DOSAGE

Les résultats présentés ci-dessous ont été obtenus chez Aidian et représentent les données typiques.

Etendue de mesure
1,050 pg/l.

Limite de détection
Inférieur a 0,6 pg/L.

Limite de quantification
Approximativement 1,8 ug/L

Linéarité
5 échantillons de sera a fortes concentrations ont été dilués en série avec 5 échantillons de sera a basses concen-
trations. La moyenne de récupération des échantillons était de 102%.

Récupération
Des quantités connues d’ICTP ont été ajoutées a 3 sera patients de faibles concentrations. La moyenne de récu-
pération était de 109 %.

Précision
La précision intra-essai et inter-essais a été estimée sur des pools d’ échantillons sériques contenant différentes
concentrations de ICTP.

Tableau 4 Précision intra i et inter-
Précision intra-essai de 20 multiplets Précision inter-essais de 10 déterminations en doublets
Echantillon Moyenne (ug/l) CV (%) Echantillon Moyenne (ug/l) CV (%)
1 33 7 4 4.3 10
2 7.8 5 5 121 8
3 45.0 5 6 244 8

Substances interférentes

Une concentration sérique de bilirubine < 400 pmol/l n’interfére pas. Une concentration sériqgue d’hémoglobine infé-
rieure ou égale a 5 g/l n’interfere pas non plus. Une concentration de triglycérides < 5 g/l n’interfere pas. L'utilisation
de sérums lipémiques n’est pas recommandée.
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Spécificité analytique

Le déterminant antigénique de I'anticorps se trouve a l'intérieur des deux séquences hydrophobes et riches en
phénylalanine de I'lCTP lié par des liaisons trivalentes. Une liaison trivalente est nécessaire, dans la mesure ou les
liaisons divalentes et les peptides monomériques contenant seulement une seule séquence riche en phénylalanine
montrent une faible immunoréaction.

Il n’y a pas de réactivité croisée entre I'antisérum ICTP et les antigénes utilisés dans les autres tests de collagene UniQ.

13. TRACABILITE
Le measurand (analyte) des étalons du kit UniQ ICTP RIA est tragable aux étalons du fabricant qui sont préparés a
partir d’'un ICTP purifié dont la valeur est assignée selon une analyse de la composition d’acides aminés.

14. MISE AU REBUT

o Eliminer le contenu conformément aux réglementations nationales et locales en vigueur (P501).

e Tous les échantillons patient et les contréles doivent étre manipulés comme des matériaux potentiellement infec-
tieux.

e Les déchets radioactifs doivent étre mis au rebut conformément aux lois en vigueur. Se reporter aux réglemen-
tations et procédures relatives aux radiations et applicables a votre établissement pour les opérations de mani-
pulation, de stockage et de mise au rebut des matériaux radioactifs.

e Matériaux des composants:

Papier: manuel d’utilisation

Carton: boite contenant le kit

Plastique: bouteille du réactif de séparation, bouchons des flacons
Caoutchouc: bouchons

Verre: flacons des traceurs, de I'anti sérum, des calibrateurs et des controles
Mousse de plastique

e S'ils sont utilisés selon les bonnes pratiques de laboratoire, avec une bonne hygiéne du plan de travail et suivant
le mode d’emploi, les réactifs ne représentent pas de danger pour la santé.
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Nederlands

UniQ® ICTP RIA

C-terminal telopeptide of type | collagen, radioimmunoassay

1. TOEPASSING

UniQ PICTP RIA is een kwantitatieve radioimmunoassay, ontworpen voor de meting van de concentratie van carboxy-
terminaal cross-linked telopeptide van het type | collageen, in human serum.

Alleen voor in vitro diagnostisch gebruik.

2. SAMENVATTING EN UITLEG

Type | collageen is het meest overvloedige collageen-type in het lichaam en het enige collageen-type dat wordt gevon-
den in gemineraliseerd bot, waar het voor meer dan 90 % deel uitmaakt van de organische matrix. Voorts wordt type
| collageen gevonden in los bindweefsel, samen met andere types collageen zoals type Ill, V en VI. Type | collageen
echter is het meest voorkomende type in deze weefsels.

Type | collageen is aanwezig in vezels, de structuur die enige variatie toont ten opzichte van weefsel. In bot worden
de type | collageen-moleculen ge-cross-linked met drie residuen van hydroxylysine, lysine of hun derivaten, die een
fluorescente cyclische pyridinoline-structuur en non-fluorescente onbekende structuur vormen, en vervolgens drie ver-
schillende collageen-polypeptideketens samenkoppelen.

In los bindweefsel, zoals de huid, is de belangrijkste cross-link van type | collageen niet fluorescent en bevat histidine
als een van de aminozuur-residuen.

ICTP is het carboxyterminaal telopeptide gebied van type | collageen, en wordt als trivalente crosslink vrijgemaakt tij-
dens degradatie van type | collageen. Dit peptide wordt gevonden in een immunochemische intacte vorm in bloed waar
het afgeleid wordt van botresorptie en degradatie van los bindweefsel. Het is aangetoond dat het ICTP-antigeen wordt
geproduceerd door de werking van matrix-metalloproteinases, dit zijn enzymen die betrokken zijn bij weefseldestructie
in diverse pathologische omstandigheden.

Verhoogde concentraties van ICTP in serum worden daarom gezien tijdens condities die zijn geassocieerd met ver-
hoogde lysis van bot, zoals bij multiple myeloom, osteolytische metastasen, rheumatoide arthritis, en bij immobilisatie.
Omdat ICTP niet wordt geproduceerd door fysiologisch cathepsine-K gemedieerde botresorptie, wordt de concentratie
minder beinvioed door omstandigheden zoals bij de menopause.

3. TESTPRINCIPES

UniQ ICTP RIAKit is gebasserd op de competitieve radioimmunoassy techniek.

Een bekende hoeveelheid van gelabeld ICTP en een onbekende hoeveelheid van niet-gelabeld ICTP in het monster
competeren voor een gelimiteerd aantal bindingsplaatsen van een antilichaam met hoge affiniteit. Na scheiding van het
vrije antigeen is de hoeveelheid van gelabeld ICTP in het monsterbuisje omgekeerd evenredig met de hoeveelheid ICTP
in het monster. De concentraties in de onbekende monsters worden verkregen door middel van een kalibratiecurve.
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4. REAGENTIA

UniQ® ICTP RIA, Cat. No. 68601

Naam component
en oorsprong

Tracer 125 (rood)

Antiserum (blauw)
[ORIG[RAB|
Kalibratoren

Controles

ICTP RIA
Scheidingsreagens

Gebruiksinstructie

De reagentia bevatten natriumazide als conserveermiddel. Zie hoofdstuk 5 “Waarschuwingen en voorzorgsmaatregelen”.

Symbool

CAL | xxpug/l

CONTROL [#]

Voorbereiding reagentia
De controles zijn gevriesdroogd. Alle andere reagentia zijn klaar voor gebruik.
Laat de controle-flacon vé6r opening eerst op kamertemperatuur komen (18...25°C).

Los de controles op door toevoeging van 1,0 mL gedestilleerd- of gedemineraliseerd water aan het flesje. Sluit het flesje

W 100

22 mL
Radioactivity
<200 kBq
22 mL
7x0.75mL

2x1.0mL

60 mL

Stabiliteit bij 2...8°C

Niet geopend

Tot de exp. datum die
staat vermeld op het label

Tot de exp. datum die
staat vermeld op het label

Tot de exp. datum die
staat vermeld op het label

Tot de exp. datum die
staat vermeld op het label

Tot de exp. datum die
staat vermeld op het label

af en meng voorzichtig door zwenken of door om te keren. Laat vo6r gebruik 30 min. staan.

Bederf van reagentia

Veranderingen in de fysische vorm van de reagentia of de helling van de kalibratiecurve, of van gescoorde waarden van
controle-sera buiten de door de fabrikant opgegeven acceptabele range, kunnen een indicatie zijn voor instabiliteit van
reagens. Gebruik geen reagentia die mogelijk bedorven kunnen zijn.

5. WAARSCHUWINGEN EN VOORZORGSMAATREGELEN

Gezondheids- en veiligheidsinformatie

e Alleen voor in vitro diagnostisch gebruik.

Pipetteer niet met de mond.
Alle patiéntenmonsters en controles dienen te worden behandeld als potentieel infectieus materiaal.
De controles bevatten materiaal van humane oorsprong, deze zijn getest en negatief bevonden voor humane im-
muun-deficiénte virus antilichamen (HIV 1 en 2), hepatitis C virus (HCV) en hepatitis B oppervlakte-antigeen (HB-

sAg). Behandel uit voorzorg deze controles alsof het een mogelijk infectious reagens is.
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e Gevriesdroogde reagentia bevatten <1% natriumazide (Aquat. chron. 3). Schadelijk voor in het water levende orga-
nismen, met langdurige gevolgen (H412). Voorkom lozing in het milieu (P273).

e Inhoud afvoeren volgens nationale en lokale wetgeving (P501).

e Opgeloste en vloeibare reagentia bevatten <0,1 % natriumazide, dit is geen schadelijke concentratie.

e Natriumazide genereert toxisch gas indien dit in contact komt met zuren. Azides kunnen ook reageren met loden af-
voerpijpen er onstaan dan explosieve verbindingen. Het concentreren van azide kan worden vermeden door tijdens
afvoer van reagentia met grote volumes water te spoelen.

e De kit bevat 125I-tracer (halfwaarde tijd t1/2 van 60 dagen), dit isotoop emiteert 35.5 keV gammastralen en 27-32
keV rontgenstralen. Het radio-actieve materiaal in deze kit mag alleen in ontvangst worden genomen, behandeld en
gebruikt, door artsen, klinische laboratoria, research-instituten of ziekenhuizen. Alleen voor gebruik van in vitro klinische-
en laboratorium- diagnostische testen, zonder inwendig of uitwendig gebruik van het materiaal, of daaruit voortkomende
straling voor mens en dier. Alle radioactieve materialen dienen alleen te worden opgeslagen en behandeld in speciaal
daarvoor aangewezen gebieden. Aankoop, opslag, gebruik of scheiding van radioactieve producten zijn onderworpen
aan de geldende wetgeving in het land van de gebruiker.

e Vermijd contact met huid en ogen. Na contact met de huid, was onmiddellijk met veel water en maak de huid schoon
volgens de richtijnen van uw instelling, voor per ongeluk gemorste vloeistoffen.

e Gemors van radioactieve materialen dient onmiddellijk te worden schoongemaakt met een wasmiddel en de ge-
contamineerde materialen dienen te worden overgebracht naar een container voor radioactief afval, of dienen te
worden behandeld volgens de aanbevelingen van de stralingsveiligheids-dienst.

e Zie de regelgeving voor straling en de toepassingsprocedures van uw instelling, mbt behandeling, opslag en afvoer
van radioactieve materialen.

Analytische voorzorgsmaatregelen

e Gebruik het product niet na de expiratiedatum, die staat aangegeven op de buitenkant van de verpakking.
e Overschrijd de houdbaarheidsperiode niet voor geopende reagentia.

e Meng geen componenten van verschillende lotnummers of van verschillende testen.

6. MONSERVERZAMELING EN PREPARATIE

Er is geen speciale voorbereiding voor de patient nodig voordat een monster wordt afgenomen.

Er dient serum te worden gebruikt nadat een normaal veneus bloedmonster is verzameld volgens een acceptabele
medische techniek die voldoet aan de normale voorzorgsmaatregelen voor venipuncture. De bepaling kan niet worden
gebruikt voor plasmamonsters. Gebruik van hoog lipemische, gehemolyseerde of microbiologisch gecontamineerde
patiéntenmonsters dienen te worden vermeden.

Monsterbehandeling en opslag

Laat het bloed na verzameling van het monster stollen en scheid het serum door te centrifugeren. Serummonsters
kunnen 5 dagen worden bewaard bij 2...8°C. Voor opslag bij langere perioden, bewaar de monsters bij —20°C of kouder.
Vermijd herhaaldelijk invriezen en ontdooien.

Monsters met een hoge ICTP- concentratie kunnen worden verdund met een fysiologische zoutoplossing (0,9 % NaCl).
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7. PROCEDURE

Zie hoofdstuk 4, “Reagentia”, voor de lijst met reagentia.

Benodigde materialen maar niet meegeleverd

e Pipetten (100 pL, 200 pL, 500 pL en 1000 pL) e Waterbad (geschikt voor 37 + 1°C)

e Testbuizen (polystyreen) e Decanteerrack

e Absorberend papier e Centrifuge (geschikt voor tenminste 2000 g)
e Parafiim e Gamma-counter

e Vortex mixer e Gedestilleerd water

Instrumenten

ledere gammacounter die 1251 kan meten, kan worden gebruikt. Het telrendement van het instrument dient regelmatig
te worden gecontroleerd, evenals de achtergrondmetingen. Het verdient aanbeveling dat het indstrument systematisch
wordt gecalibreerd. Voor details van installatie, het gebruik, onderhoud en kalibratie, raadpleeg de bedieningshandlei-
ding die door de producent van het instrument wordt meegeleverd.

Details van de procedure

1

10

11
12

Breng voor gebruik eerst alle reagentia, controles en monsters op kamertemperatuur (18...25°C), tenminste 30
min. voér gebruik. Meng alle reagentia door voér gebruik eerst voorzichtig te mengen.

Label de testbuizen in duplo voor de aspecifieke binding ( NSB), de kalibratoren, de controles, de pati&éntmon-
sters en de totaaltellingen.

Pipetteer 100 uL kalibrator, controle of patiéntmonster in de betreffende buizen. Voor de NSB kan elk willekeuring
monster worden gepipetteerd.

Pipetteer 200 uL van de tracer (rood) in alle buizen.

Pipetteer 200 pL van het antiserum (blauw) in alle buizen behalve in de NSB- en de totaaltellingsbuizen. Pipet-
teer 200 pl gedestilleerd water in de NSB buizen.

Meng alle buizen (behalve de totaaltelling-buizen) op een vortexmixer, bedek de buizen met parafilm en incubeer
2 uren bij 37 +1°C.

Meng het procollageen scheidingsreagens door de flacon zachtjes om te keren en voeg 500 L toe aan alle
buizen, behalve aan de totaaltelling-buizen

Meng de buizen met een vortexmixer en incubeer 30 minuten bij kamertemperatuur (18...25°C).

Centrifugeer alle buizen (behalve de totaaltelling-buizen), 15 minuten bij minimaal 2000 g, bij 4...20°C (4°C wordt
aanbevolen).

Decanteer de supernatanten van alle buizen (behalve de totaaltelling-buizen) door deze gelijktijdig om te keren.
Dip de buizen voorzichtig op absorberend materaal en laat ze een paar seconden afdruipen om achterblijvende
vloeistof te verwijderen. Let goed op dat er geen precipitaat wordt gedecanteerd. Keer de buizen niet meer om
nadat ze eenmaal rechtop zijn gezet. Foutief decanteren en afdippen kunnen resulteren in slechte duplowaarden
en foutieve waarden.

Tel elke buis met een gammacounter gedurende 1 minuut, of totdat er 10.000 counts per buis zijn verzameld.
Bereken de resultaten zoals beschreven in het hoofdstuk 9 “Resultaten interpretatie”.
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Testprocedure-samenvatting
(alle volumina zijn weergegeven in pL)

Totaal NSB Kalibrator Controle & onbekende

Pipetteer monster 100 100 100
Pipetteer tracer (rood) 200 200 200 200
Pipetteer antiserum (blauw) 200 200
Pipetteer gedest. / demi water 200

Meng X X X
Incubeer 2 uren bij 37°C X X X
Pipetteer scheidingsreagens 500 500 500
Meng X X X
Incubeer 30 min bij 18...25°C X X X
Centrifugeer 30 min bij 2000 g (4...20°C) X X X
Decanteer X X X
Tel 1 min. of 10 000 counts X X X X

8. KWALITEITSCONTROLE

Voor alle klinische laboratoria wordt een intern kwaliteitscontrole-programma aanbevolen. Daarom wordt gesuggereerd
dat er controlesera worden ge-analyseerd in zowel het lage alsook in het hoge gedeelte van de kalibratiecurve, dit om
goede prestaties te verkrijgen van de procedure die wordt gevolgd.

Met de UniQ ICTP RIA-kit worden twee controles meegeleverd: ICTP RIA Control 1 & 2.

De verwachte meetrange van de controles staat vermeld op een separaat blad dat met de kit wordt meegeleverd. Het is
aanbevolen dat elk laboratorium zijn eigen acceptabele ranges vaststelt voor de controle die wordt gebruikt. De gemid-
delde score van de controle moet binnen de acceptabele range vallen zoals is vastgesteld door Aidian.

Verder wordt aanbevolen om tenminste twee separate kitlotnummers te gebruiken voor vaststelling van de controle-
waarde. Wanneer de controle-ranges zijn vastgesteld dienen deze in elke run, in duplo te worden gemeten.

9. RESULTATEN INTERPRETATIE

Voor een automatische resultaatverwerking wordt geadviseerd een standaardcurve-fitting te gebruiken met Spline func-
tie. Resultaten kunnen ook handmatig worden verkregen op semi-logaritmisch grafiekpapier.

o Bereken de gemiddelde telling voor alle kalibratoren, monsters en controles.

e Bereken het %B/Bo van:

%B/B, = kalibrator of monstertelling —NSB | 4,
Telling kalibrator 0 — NSB

B is de gebonden hoeveelheid radioactiviteit van het monster of de kalibrator, Bo is de gebonden hoeveelheid radio-
activiteit van kalibrator 0, en NSB is de radioactiviteit van de aspecifieke binding.

e Teken een kalibratiecurve op semilogaritmisch grafiekpapier met de %B/Bo waarden op de ordinaat (Y-as) en de
ICTP-concentraties (ug/L) van de kalibratoren op de abscis (X-as).

e Bepaal de ICTP- concentraties van de onbekenden door aflezing op de kalibratiecurve.
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e Elk monster dat lager wordt afgelezen dan de laagste kalibrator dient als zodanig gerapporteerd te worden.
o Elk monster dat hoger wordt afgelezen dan de hoogste kalibrator dient te worden verdund en opnieuw te
worden bepaald. Na verdunning moeten de waarden worden gecorrigeerd met de verdunningsfactor.

Fig. 1 Typische kalibratiecurve Tabel 1 Berekening van de resultaten waarbij de
Deze kalibratiecurve is alleen ter illustratie. typische data zijn gebruikt
Deze data zijn alleen ter illustratie en dienen niet te worden
gebruikt voor berekening van een monsterresultaat.

100
. emidd. | cpm- ICTP
r Buis gpm N”SB %B/Bo | (o)
8 Totaal | 39445
NSB 1397
Y Kal 0 17333 15936
g Kal 1.0 | 15875 14478 | 90.9
2 . Kal 2.5 | 14078 12681 | 79.6
Kal 5.0 | 11215 9818 | 61.6
» Kal 10 | 8489 7092 | 445
Kal25 | 5482 4085 | 25.6
Kal 50 | 3334 1937 122
O Onbek. | 9494 8097 | 50.8 7.6
ICTP (ug/L) Onbek. | 6046 4649 | 29.2 20.9

10. BEPERKINGEN VAN DE PROCEDURE

Er is een diurnale variatie van ICTP-waarden, de nachtwaarden zijn hoger. Nierinsufficiéntie, een glomerulaire fil-
tratiesnelheid (GFR) van 50 mL/min/1.73 m2 of minder leidt tot verhoogde ICTP-waarden in bloed. De lever lijkt niet
betrokken te worden in het metabolisme van het serum ICTP-antigeen.

Als basis voor diagnostische en therapeutische beslissingen, dienen de resultaten van elke diagnostische test te
worden ondersteund met andere klinisch relevante data.

11. VERWACHTE WAARDEN

Vanwege etnische-, dieet- en leeftijdsvariaties kunnen de gegeven referentiewaarden niet worden toegepast voor
alle populaties. Daarom dient elk laboratorium zijn eigen representatieve referentiewaarden vast te stellen.
ICTP-waarden van blijkbaar gezonde volwassenen (19 — 74 jaar) werden gemeten met de ICTP RIA kit De niet-
parametrische methode, aanbevolen door IFCC, werd gebruikt om de referentie-intervallen te berekenen voor zowel
de hoge en lage referentiewaarden.
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Tabel 2 Serum ICTP referentiewaarden

Vrouw Man
Aantal monsters 146 125
Gemiddeld 3.5 yg/lL 3.2 yg/L
Referentie- interval* 2.1-5.6 ug/L 2.1-5.0 pg/L
0.90-betrouwbaarheidsinterval voor lage referentiewaarden 2.1-2.4 pg/lL 1.9-2.2 pg/L
voor hoge referentiewaarden 4.9-6.2 pg/L 4.4-5.7 pg/L

*Referentie-interval = 0.025 & 0.975 percentiel

ICTP-waarden van kinderen werden verkregen uit een populatie van gezonde kinderen in de leeftijd van 0 maanden tot
18 jaar (niet gepubliceerde data) De waarden zijn slechts indicatief.

Tabel 3 Typische serum ICTP-waarden voor kinderen

Leeftijdsgroepen Ondergrens (ug/L) Gemidd. (ug/L) | Bovengrens (ug/L)
0-3 maanden 51 61 71
3-6 maanden 23 32 40
Jongens en meisjes 6-12 maanden 15 22 30
1-2 jaar 12 16 20
2-9 jaar 7 1 16
9-13 jaar 8 1 15
Jongens 13-16 jaar 10 16 23
1618 jaar 8 9 11
9-11 jaar 9 12 15
. 11-14 jaar 10 13 16
Meisjes 14-16 jaar 6 10 14
16—18 jaar 4 5 7

12. TESTKARAKTERISTIEKEN

Onderstaande resultaten zijn verkregen bij Aidian en representeren typische testdata.

Meetrange
1.0-50 pg/L.

Detectie limiet
Beter dan 0.6 pg/l.

Kwantificatie limiet
Ongeveer 1.8 pg/L.

Lineariteit
Vijf serummonsters met hoge concentraties werden serieel verdund met vijf serummonsters met een lage concentratie.
De gemiddelde recovery van de monsters was 102 %.
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Recovery
Bekende hoeveelheden ICTP werden toegevoegd aan drie patiént-serummonsters met een lage concentratie.
De gemiddelde recovery was 109 %.

Precisie
De intra- en inter-assay variaties werden bepaald door serumpools te gebruiken die verschillende concentraties ICTP
bevatten.

Tabel 4 Intra-assay / Inter-assay precisie

Intra-assay precisie van 20 replicaten Inter-assay precisie van 10 duplobepalingen
Monster Gemidd. (ug/L) CV (%) Monster Gemidd. (ug/L) CV (%)
1 3.3 7 4 4.3 10
2 7.8 5 5 121 8
3 45.0 5 6 24.4 8

Interfererende substanties
Een serum bilirubine concentratie < 400 ymol/L interfereert niet met de bepaling. Serum haemoglobine-concentraties
tot 5 g/L of triglycerides <5 g/L interfereren niet met de bepaling.

Specificiteit

De antigene determinant van het antilichaam bevindt zich tussen de twee hydrofobe phenylalanine-rijke sequenties van
het trivalente cross-linked ICTP. Een trivalente cross-link is noodzakelijk omdat de bivalente en monomeer ge-cross-
linkte peptides alleen een phenylalanine-rijke sequentie bevatten en een slechte immuunreactie tonen. Het ICTP RIA
antiserum kruisreageert niet met antigenen die ook in andere UniQ collageen-bepalingen worden gebruikt.

13. TRACEERBAARHEID

Het te meten analyte in de UniQ ICTP RIA kalibratoren is traceerbaar in de werkstandaarden van de producent, deze
zijn bereid uit hoog zuiver ICTP, de waarden hiervan zijn vastgesteld met behulp van de analyse van aminozuur-
samenstellingen.

14. VERWIJDERING
e Verwijdering van de inhoud van de kit volgens nationale en locale wetgevingen.
e Alle patiéntenmonsters en controles moeten worden behandeld en afgevoerd als potentieel infectious materiaal.
e Radioactief afval dient te worden weggegooid volgens de voorgeschreven wetgevingen.
e Materialen van de kitcomponenten:
Papier: Gebruiksinstructies
Karton: Kitdoos
Plastic: Scheidingsreagens flacon, buisdoppen
Rubber: Stoppen
Glas: Flacons van tracer, antiserum, kalibratoren en controle
Foamrubber
e Bij gebruik volgens Good Laboratory Practice (GLP) , in acht neming van goede hygiéne en opvolgen van de ge-
bruiksinstructies, vormen de geleverde reagentia geen gevaar voor de gezondheid.
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Esparniol

UniQ® ICTP RIA

Kit para la medicion del telopéptido C-terminal del colageno de tipo 1 (ICTP) por radioinmuno-
ensayo

1. APLICACION

UniQ ICTP RIA es un radioinmunoensayo disefiado para la medicion de la concentracion del telopéptido carboxiter-
minal de enlace cruzado del colageno tipo 1 en suero humano.

Para uso en diagnéstico in Vitro.

2. RESUMEN Y EXPLICACION

El colageno tipo | es el tipo de colageno que mas abunda en el cuerpo y el unico tipo de colageno presente en el
hueso mineralizado, donde representa mas del 90 % de la matriz organica. Ademas, el colageno tipo | se encuentra
en los tejidos conjuntivos laxos, junto con otros tipos de colageno, como los tipos Ill, V 'y VI. En estas ubicaciones
también predomina el colageno tipo I.

En los tejidos, el colageno tipo | esta presente en las fibras, cuya estructura muestra algunas variaciones en funcién
del tejido. En los huesos, las moléculas de colageno estan en forma de enlace cruzado mediante tres residuos de
hidroxilisina, lisina o sus derivados, que forman una estructura fluorescente de piridinolina ciclica y estructuras no
fluorescentes desconocidas que unen entre si tres cadenas polipeptidicas de colageno diferentes. En los tejidos
conjuntivos laxos, como la piel, el principal enlace cruzado maduro del colageno tipo | es no fluorescente y contiene
histidina como uno de los residuos de los aminoacidos.

ICTP es la regién carboxiterminal del telopéptido del colageno tipo |, unida mediante enlaces cruzados trivalentes y
liberada durante la degradacion del colageno tipo | maduro. Este péptido se encuentra en una forma inmunoquimi-
camente intacta en sangre, donde parece derivarse de la resorcion 6sea y la degradacion de tejidos conjuntivos
laxos. Recientemente se ha constatado que el antigeno del ICTP se produce a través de la accion de, por ejemplo,
metaloproteinasas de la matriz, que son enzimas que participan en la destruccion del tejido en varios patologias.
Por lo tanto, los niveles incrementados de ICTP en suero se ven en trastornos asociados al incremento de la lisis
dsea, tales como el mieloma simple, las metastasis osteoliticas, la artritis reumatoide y, por ejemplo, la inmovili-
zacion. Puesto que el ICTP no se produce en la resorcién 6sea fisiolégica mediada por catepsina-K, su concen-
tracién se ve menos afectada, por ejemplo, por la menopausia.

3. PRINCIPIOS DE LA PRUEBA

El kit UniQ ICTP RIA se basa en el principio del radioinmunoensayo competitivo. Una cantidad conocida de ICTP
marcada radiactivamente y una cantidad desconocida de ICTP no marcada de la muestra compiten por una canti-
dad de lugares de fijacion de alta afinidad del anticuerpo. Después de separar el antigeno libre, la cantidad de ICTP
marcada en el tubo de la muestra es inversamente proporcional a la cantidad de ICTP contenida en la muestra. Las
concentraciones en muestras desconocidas se obtienen a partir de una curva de calibracion.
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4. REACTIVOS
UniQ® ICTP RIA, Cat. No. 68601

Nombre y origen . W Estabilidad entre 2...8°C
del componente Simbolo 100 Sin abrir Abierto
22 ml s
) - Hasta la fecha de expiracion

Trazador Sz%'gigg'dad indicada en la etiqueta 6 semanas
Antisuero 22 mi Hasta la fecha de expiracion | g (-
[ORIG[RAB] indicada en la etiqueta

) Hasta la fecha de expiracion
Calibrador CAL | xxpg/l 7x0.75 ml indicada en la etiqueta 6 semanas
Control

Hasta la fecha de expiracion | 1 semana después

CONTROL[#]| | 2x1.0m indicada en la etiqueta de la reconstitucion

Hasta la fecha de expiracion
indicada en la etiqueta

Reactivo de separacion
ICTP RIA

60 ml 6 semanas

Instrucciones de uso
Los reactivos contienen azida sédica como conservante, véase el apartado 5 “Advertencias y Precauciones”.

Preparacion de los reactivos

Los controles estan liofilizados. Todos los demas reactivos estan listos para usar.

Esperar a que los viales de control se encuentren a temperatura ambiente (18...25°C) antes de abrirlos.
Reconstituir los controles afiadiendo 1,0 ml de agua destilada o desionizada a cada vial. Tapar y mezclar a fondo
arremolinando o invirtiendo los viales suavemente para evitar que se produzca espuma. Dejarlos reposar 30 minu-
tos antes de utilizarlos.

Deterioro de los reactivos

Las alteraciones en el aspecto fisico de los reactivos o en la pendiente de la curva de calibracion, o unos valores
del suero de control fuera del rango aceptado por el fabricante pueden indicar una posible inestabilidad del reactivo.
No utilizar los reactivos si se sospecha que existe un deterioramiento del reactivo.

5. ADVERTENCIAS Y PRECAUCIONES

Informaciéon de seguridad y salud

e Solamente para uso diagndstico in vitro.

e No pipetear con la boca.

e Todas las muestras de pacientes y todos los controles se deben manejar como material potencialmente infeccioso.

e Los controles contienen material de origen humano, que se ha analizado y ha dado un resultado negativo para
anticuerpos del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH 1y 2), virus de la hepatitis C (VHC) y antigeno de
superficie de la hepatitis B (AgsHB). Como precaucién, manejar los controles como si tuviera la posibilidad de
transmitir agentes infecciosos.
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Los reactivos liofilizados contienen azida sédica en una concentraciéon de <1% (Acuatico crénico. 3). Nocivo
para los organismos acuaticos, con efectos nocivos duraderos (H412). Evitar su liberacion al medio ambiente
(P273). Eliminar el contenido de acuerdo con la legislacion nacional y local (P501).

Los reactivos reconstituidos y los reactivos liquidos contienen azida sédica en una concentracion del <0,1%, que
no se considera perjudicial.

La azida sédica libera gases toxicos cuando entra en contacto con acidos. Las azidas pueden reaccionar con
las cafierias metalicas, formando compuestos explosivos. La formacion de compuestos de azida puede evitarse
aclarando con agua abundante al desechar los reactivos.

El kit contiene '?| (caducidad media T+ de 60 dias) que emite rayos gamma de 35,5 keV y rayos X de 27-32
keV. El material radioactivo que se incluye en este kit solo lo pueden recibir, adquirir, poseer y utilizar médicos,
laboratorios clinicos, instituciones de investigacion u hospitales y solo se puede utilizar para pruebas clinicas in
vitro o pruebas de laboratorio que no impliquen la administracién interna o externa del material, o la radiacién
del mismo a seres humanos o animales. Todos los materiales radioactivos solo deben almacenarse y manipu-
larse en las areas especialmente designadas. La adquisicién, almacenamiento, uso o intercambio de productos
radioactivos estéa sujeto a las leyes en vigor en el pais del usuario.

Evitar el contacto con ojos y piel. Tras el contacto con la piel, lavar la zona inmediatamente con agua abundante
y descontaminar siguiendo las directrices para derrames.

Los vertidos de materiales radioactivos deben limpiarse de inmediato con detergente y los materiales de limpie-
za contaminados se transferiran al contenedor de residuos radiactivos o se manipularan segutn las recomenda-
ciones de la oficina de seguridad sobre radiacion.

Los materiales de residuos radioactivos deben eliminarse segun las leyes aplicables. Consultar las normativas
de radiacion y los procedimientos aplicables en la institucién sobre la manipulacion, el almacenamiento y la
eliminacion de los materiales radioactivos.

Precauciones analiticas

6.

No utilizar el producto después de la fecha de caducidad indicada en el envase exterior.
No superar los periodos de estabilidad de los reactivos abiertos.
No mezclar componentes de diferentes numeros de lotes o ensayos.

RECOLECCION Y PREPARACION DE LA MUESTRA

No es necesaria ninguna preparacion especial del paciente antes de la obtencion de la muestra.

Debe utilizarse suero, y debe recolectarse una muestra de sangre venosa utilizando una técnica médica
aceptable, siguiendo las precauciones normales en recolecciones por venipuntura. No se debe utilizar este ensayo
con muestras de plasma.

Deben evitarse las muestras de paciente altamente lipémicas, hemolizadas o contaminadas microbiolégicamente.

Manipulacién y almacenamiento de la muestra

Después de la obtencion de la muestra, permitir que la sangre se coagule y separar el suero por centrifugacion.
Las muestras de suero se pueden conservar a 2...8°C hasta 5 dias o durante periodos mas largos se puede alma-
cenar a —20°C o inferior. Se debe evitar congelar y descongelar repetidamente las muestras.

Las muestras con concentraciones elevadas de ICTP pueden diluirse utilizando salino al 0,9%.
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7. PROCEDIMIENTO
Consulte el apartado 4 “Reactivos”, para obtener una lista de los reactivos.

Materiales necesarios pero no suministrados

e Pipetas (100 pl, 200 pl, 500 pl'y 1000 pl) e Barfio de agua (capaz de mantener 37 £1°C)

e Tubos de la prueba (poliestireno) e Gradilla

e Papel absorbente e Centrifuga (capaz de girar a pos lo menos 2000 g)
e Pelicula de parafina e Contador gamma

e Agitador e Agua destilada

Instrumentos

Se puede utilizar cualquier contador gamma que mida I-'?°. Se deberia evaluar regularmente la eficacia del instru-
mento, asi como su historia de contajes. Se recomienda calibrar el instrumento sistematicamente. Para detalles
sobre la instalacion, el uso, el mantenimiento y la calibracién del instrumento, consultar el manual de instrucciones
suministrado por el fabricante.

Detalles del procedimiento

1

© (0| N oo o | W

10
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Esperar a que todos los reactivos, los controles y las muestras se pongan a temperatura ambiente (18...25°C)
por lo menos 30 minutos antes de usarlos.

Etiquetar los tubos por duplicado para el NSB (fijacién no-especifica), los calibradores, los controles,
las muestras del paciente y los totales.

Pipetear 100 pl del calibrador, el control y la muestra del paciente en los tubos correspondientes.
Pipetear cualquier muestra de paciente en los tubos NSB.

Pipetear 200 pl del trazador (rojo) en todos los tubos.

Pipetear 200 pl del antisuero (azul) en todos los tubos exceptuando los NSB y los totales.
Pipetear 200 pl de agua destilada en los tubos NSB.

Mezclar todos los tubos en un agitador, cubrir con pelicula de parafina e incubarlos durante 2 horas a 37 +1°C.

Mezclar bien el reactivo de separacion invirtiendo el tubo suavemente y afiadir 500 pl a todos los tubos
exceptuando los totales.

Mezclar los tubos utilizando el agitador e incubarlos durante 30 minutos a temperatura ambiente.

Centrifugar todos los tubos exceptuando los totales durante 30 minutos a 2000 x g (como minimo) a 4...20°C (se
recomienda a 4°C).

Decantar los sobrenadantes de todos los tubos excepto las Cuentas Totales mediante su inversion simultanea.
Golpear suavemente los tubos contra un material absorbente y dejar que se escurra durante unos segundos
para retirar todo el liquido restante. Tener cuidado en no decantar el precipitado. No volver a invertir los tubos
después de reponerlos derechos. Una decantacion o escurrido defectuoso de los tubos puede resultar en una
replicacion baja y en valores erréneas.

Medir la radiactividad utilizando un contador gamma durante por lo menos 1 minuto o hasta que se acumulen
10.000 cuentas por tubo.

Calcular los resultados tal como se describe en la seccién “Interpretacion de los resultados”
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Procedimiento de la prueba — resumen
(todos los volumenes se facilitan en pl)

Total NSB Calibrador | Control & muestra

Pipetear la muestra 100 100 100
Pipetear el trazador (rojo) 200 200 200 200
Pipetear el antisuero (azul) 200 200
Pipetear el agua destilada 200

Mezclar X X X
Incubar 2h a 37°C X X X
Pipetear el reactivo de separacion 500 500 500
Mezclar X X X
Incubar 30 min a 18...25°C X X X
Centrifugar 30 min. / 2000 g X X X
Decantar X X X
Contar durante 1 min o 10.000 cuentas X X X X

8. CONTROL DE CALIDAD

Se recomienda a todos los laboratorios clinicos aplicar un control de calidad interno, por lo que se sugiere
analizar los sueros de control tanto en la fraccién superior como en la inferior del rango de referencia para
monitorizar el rendimiento del procedimiento. ElI ensayo UniQ ICTP proporciona dos materiales de control:
los controles UniQ ICTP 1 y 2. Los rangos esperados de los controles se indican en una hoja aparte propor-
cionada con el ensayo. Es recomendable que cada laboratorio establezca sus propios rangos aceptables para
los controles utilizados en ese laboratorio. La media de control deberia caer dentro del rango aceptable fijado por
el fabricante. Se recomienda utilizar por lo menos kits de dos lotes distintos para asignar el valor del control. Una
vez que se han establecido los rangos de control, deben realizarse los controles por duplicado en cada ensayo.

9. INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS
Para procesar los resultados automaticamente, se recomienda ajustarlos a una curva de funcién "spine".
Los resultados también se pueden obtener manualmente utilizando un papel semilogaritmico.
e Calcular la media de las cuentas para todos los calibradores, las muestras y los controles.
e Calcular el %B/Bo a partir de:
%B/By = cuentas del calibradorlo de la muestra — NSB X 100
cuentas del calibrador-0 — NSB
donde B es la radiactividad fijada de una muestra o un calibrador, B, es la radiactividad fijada del calibrador 0 y
NSB es la radiactividad de la fijacion no especifica.
e Trazar una curva de calibracién sobre papel semilogaritmico representando en el eje de ordenadas (eje y) los
valores de %B/B,, y en el eje de abscisas (eje x) las concentraciones de ICTP (ug/l) de los calibradores.
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e Determinar las concentraciones de ICTP de los valores desconocidos en la curva de calibracion.

e Cualquier muestra con una lectura que no alcance al calibrador inferior debe informarse como tal.

e Cualquier muestra con una lectura que supere al calibrador superior debe diluirse y ser reanalizada.
Después de la dilucién, los valores deben corregirse para contabilizar el factor de dilucion.

Figura1 Curva de calibracion tipica. Tabla1 Calculo de resultados utilizando datos
Esta curva sirve solamente como ilustracion. tipicos. Esta curva sirve solamente como
ilustracion y no debe utilizarse para el calculo
de ningun resultado de la muestra.

100 Media | cpm- o ICTP
] Tubo cpm NSB %BIBo (uall)
80 Total 39445

NSB 1397

Cal 0 17333 | 15936
Cal1.0 | 15875 | 14478 | 90.9
Cal2.5 | 14078 | 12681 | 79.6
Cal 5.0 | 11215 | 9818 61.6
Cal 10 | 8489 7092 44.5
Cal25 | 5482 4085 25.6
Cal 50 | 3334 1937 12.2
T e Desc 9494 8097 50.8 7.6
ICTP (ug/l) Desc 6046 4649 29.2 20.9

60

%B/B,

40

20

10. LIMITACIONES DEL PROCEDIMIENTO

Existe una variacién diurna en los valores de ICTP, los cuales ascienden durante la noche. La insuficiencia re-
nal y las tasas de filtracion glomerular de 50 ml/min/1,73 m? o inferiores se asocian a concentraciones eleva-
das de ICTP en sangre. El higado no parece estar implicado en el metabolismo del antigeno del ICTP sérico.
Para tomar decisiones diagndsticas y terapéuticas, los resultados sobre los niveles de ICTP deben cotejarse con
otros datos clinicamente relevantes.

11. VALORES ESPERADOS

Debido a las variaciones étnicas, dietéticas y relacionadas con la edad, los limites de referencia suministrados
pueden no ser aplicables a todas las poblaciones. Por ello, cada laboratorio deberia establecer sus propios limites
de referencia representativos.

Se midieron los niveles de ICTP de sujetos aparentemente sanos (19-74 afios) utilizando el Kit ICTP RIA. Se utilizé
el método no paramétrico recomendado por el IFCC para calcular los intervalos de referencia de los limites superior
e inferior.
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Tabla2 Limites de referencia del ICTP sérico

Mujeres Hombres
Numero de sujetos 146 125
Media 3.5 pg/l 3.2 ug/l
Intervalo de referencia* 2.1-5.6 pg/l 2.1-5.0 pg/l
0,90-intervalos de confianza para el limite de referencia inferior 2.1-2.4 g/l 1.9-2.2 ug/l
para el limite de referencia superior 4.9-6.2 ug/l 4.4-5.7 ug/l

* Intervalo de referencia = fractiles 0,025 y 0,975

Los valores de ICTP en nifios fueron obtenidos a partir de una poblacién sana con edades comprendidas entre 0
meses y 18 afios (datos no publicados). Los valores sélo son orientativos.

Tabla 3 Valores de referencia del ICTP sérico en jovenes.

Grupos por edad Limite inferior (ug/l) | Media (ug/l) Limite superior (ug/l)
0-3 meses 51 61 7
3-6 meses 23 32 40
Chicos y chicas 6-12 meses 15 22 30
1-2 afios 12 16 20
2-9 afios 7 1" 16
9-13 arios 8 1 15
Boys 13-16 afios 10 16 23
16-18 afios 8 9 11
9-11 afios 9 12 15
) 11-14 afios 10 13 16
Girls 14-16 afios 6 10 14
16-18 afios 4 5 7

12. CARACTERISTICAS DE RENDIMIENTO

Los resultados que se presentan a continuacion han sido obtenidos por Aidian y representan los datos de funcion-
amiento usuales.

Rango de medicién
1,0-50 ugll.

Limite de deteccion
Mejor que 0.6 pg/l.

Limite de quantificacion
Aproximadamente 1.8 pg/l.
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Linealidad
Cinco muestras de suero de alta concentracién se diluyeron en serie con cinco muestras de suero de baja concen-
tracion. La recuperacion promedio era de 102 %.

Recuperacion
Se afadieron cantidades conocidas de ICTP a tres muestras de suero de pacientes de baja concentracion.
La recuperacién promedio fue de 109%.

Precision
Se evaluaron varias mezclas de suero de distintas concentraciones de ICTP para determinar la variacion intra e
inter-ensayo.

Tabla4 Precision intra-ensayo / Precision inter-ensayo

P P Precision inter-en 1 rminacion
Precision intra-ensayo de 20 réplicas ecision inter-ensayode 10 dete aciones

duplicadas
Muestra Media (ug/l) CV (%) Muestra Media (ug/l) CV (%)
1 3.3 7 4 4.3 10
2 7.8 5 5 121 8
3 45.0 5 6 24.4 8

Sustancias que interfieren
Las concentraciones de bilirubina en suero < 400 ymol/l no interfieren. Las concentraciones de hemoglobina en
suero hasta 5 g/l no interfieren. Triglicéridos < 5 g/l no interfieren. No se recomienda utilizar muestras muy lipémicas.

Especificidad

El determinante antigénico del anticuerpo esta dentro de las dos secuencias hidrofébicas ricas en fenilalanina del
ICTP de enlace cruzado de forma trivalente. Es necesario un enlace cruzado trivalente, pues los enlaces cruzados
bivalentes y los péptidos monoméricos que contienen solamente una secuencia rica en fenilalanina muestran una
inmunoreaccion insuficiente. El anticuerpodel ICTP RIA no presenta reaccion cruzada con los antigenos utilizados
en el resto de los ensayos UniQ Colagenos.

13. TRAZABILIDAD

El antigeno en los calibradores RIA ICTP UniQ se puede trazar en conformidad con los calibradores funcionales
del fabricante, que estan elaborados con ICTP altamente purificado con un valor asignado mediante analisis de
composicion de aminoacidos.
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14. ELIMINACION DE DESECHOS

Eliminar el contenido en de acuerdo con la legislacion nacional y local.

Todas las muestras de pacientes y todos los controles se deben manejar como material potencialmente infec-
cioso.

Los materiales de residuos radioactivos deben eliminarse segun las leyes aplicables.

Materiales de los componentes:

Papel: instrucciones de uso

Carton: caja del kit

Plastico: botella del reactivo de separacion, tapas de frascos

Caucho: tapones

Vidrio: frascos de trazador, antisuero, calibrador, control

Gomaespuma

Utilizados de acuerdo con las buenas practicas de laboratorio, una higiene laboral correcta y estas instrucciones
de uso, los reactivos suministrados no deben suponer un peligro para la salud.
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Italiano

UniQ® ICTP RIA

Kit para la medicion del telopéptido C-terminal del colageno de tipo 1 por radioinmunoensayo

1. USO DEL KIT
Il kit UniQ ICTP RIA & un test radioimmunologico per la determinazione quantitativa del telopeptide carbossiterminale
del collagene di Tipo | nel siero umano. Per uso diagnostico in vitro.

2. SOMMARIO E SPIEGAZIONI

Nel corpo umano il collagene piu diffuso € quello di Tipo |, ed € I'unico tipo di collagene presente nell’'osso mineralizzato,
costituendo circa il 90 % della matrice organica. Il collagene di Tipo | € presente anche nei tessuti connettivi insieme
ad altri tipi di collagene come il lll, il V ed il VI. Anche in questi tessuti, il Tipo | rappresenta la quota pit importante.

Il Collagene di Tipo | presente nei tessuti & localizzato nelle fibrille, la cui struttura varia a seconda delle tipologia del
tessuto. Nell'osso le molecole sono legate fra loro attraverso tre residui di idrossilisina, lisina e loro derivati, i quali for-
mano una struttura piridinolinica ciclica fluorescente ed una non fluorescente sconosciuta in grado di legare insieme tre
differenti catene polipeptidiche di collagene. Nei tessuti connettivi liberi, come ad esempio la pelle, la maggior parte di
collagene di Tipo | € non fluorescente e contiene istidina come amminoacido residuo.

L'ICTP é la regione C Terminale (Telopeptide) del Collagene di Tipo | e viene liberato durante il processo di degrada-
zione del Collagene di Tipo | (1). Questo peptide & stato trovato nel sangue in una forma immunochimicamente intatta,
quale prodotto del processo del riassorbimento osseo. E’ stato recentemente dimostrato che I'ICTP & prodotto attraver-
so 'azione di composti quali ad esempio le metalloproteinasi, i quali sono enzimi coinvolti nella distruzione tissutale in
varie condizioni patologiche.

Incrementi delle concentrazioni seriche dellICTP sono stati associati a condizioni di aumentata lisi ossea, come nel
mieloma multiplo, nelle metastasi osteolitiche, nelle artriti reumatoidi e nell'immobilizzazione. Poiche I'lCTP non € pro-
dotto fisiologicamente attraverso il riassorbimento osseo mediato da Catepsina-K, la sua concentrazione & poco in-
fluenzata ad esempio dalla menopausa.

3. PRINCIPIO DEL METODO

II'kit UniQ ICTP RIA & un test basato su una tecnica radioimmunologica competitiva. In pratica una quantita conosciuta
di ICTP marcato e non marcato sono messi in competizione per un numero limitato di siti anticorpali con elevata affi-
nita legante. Dopo I'eliminazione dell’antigene in eccesso, la quantita di ICTP marcato & inversamente proporzionale
alla quantita di ICTP presente nel campione. Le concentrazioni di campioni sconosciuti sono ottenute da una curva di
calibrazione.
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4. REATTIVI
UniQ® ICTP RIA, Cat. N. 68601

Nome del componente .
e l'origine Simbol W 100
22 ml
Marcato Radioattivita
<200 kBq
Anticorpo
22 ml
[ORIG[RAB| "
Calibratore xxpg/l 7x0.75ml
Controllo
CONTROL ﬂ 2x1.0ml
separazione ICTP RIA mm 60 mi

Istruzioni per 'uso

Stabilita a 2...8°C

Non aperto

Fino alla data di scadenza
indicata sull’etichetta

Fino alla data di scadenza
indicata sull’etichetta

Fino alla data di scadenza
indicata sull’etichetta

Fino alla data di scadenza
indicata sull’etichetta

Fino alla data di scadenza
indicata sull’etichetta

Aperto

6 settimane

6 settimane

6 settimane

1 settimana dopo
la ricostituzione

6 settimane

| reagenti contengono sodio azide come conservante, consultare il capitolo 5 “Avvertenze e le Precauzioni”.

Preparazione dei reagenti

| controlli sono liofilizzato. Tutti gli altri reagenti sono pronti all’'uso.
Permettere ai flaconi dei controlli di raggiungere I'equilibrio a temperatura ambiente (18...25°C) prima di aprirli.
Ricostituire i controlli aggiungendo 1,0 mL di acqua distillata ad entrambi i flaconi. Tappare e agitare bene per inver-

sione evitando la formazione di schiuma. Attendere 30 minuti prima di utilizzare i controlli ricostituiti.

Deterioramento dei reagenti

Alterazioni nell'aspetto fisico dei reagenti o nella pendenza della curva di calibrazione, o valori dei sieri di control-
lo al di fuori dell'intervallo accettabile fornito dal produttore possono essere indicatori di instabilita del reagente.

Non utilizzare i reagenti se si sospetta deterioramento del reagente.

5. AVVERTENZE E PRECAUZIONI
Informazioni sulla salute e la sicurezza

Esclusivamente per uso diagnostico in vitro.
Non pipettare con la bocca.

Tutti i campioni dei pazienti e i controlli devono essere manipolati come materiali potenzialmente infetti.

| controlli contienen materiale di origine umana, testato e riscontrato negativo agli anticorpi del virus dell'immuno-
deficienza umana (HIV 1 e 2), al virus dell’epatite (HCV) e all’antigene di superficie dell’epatite B (HBsAg). A scopo

cautelativo, manipolare i controlli come materiale potenzialmente infetto.
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e | reagenti liofilizzati contengono una concentrazione di sodio azide pari al < 1 % (Aquatic Chronic 3).
Nocivo per gli organismi acquatici con effetti di lunga durata (H412). Non disperdere nel’ambiente (P273). Smaltire
il prodotto in conformita alla regolamentazione nazionale e locale (P501).

e | reagenti liquidi e ricostituiti contengono sodio azide < 0,1%, concentrazione che non & considerata pericolosa.

e La sodio azide libera gas tossici a contatto con gli acidi. Le azidi possono reagire con le tubature metalliche for-
mando composti esplosivi. L'accumulo di azide pud essere evitato effettuando un abbondante risciacquo con acqua
prima di smaltire i reagenti.

e |l kit contiene '°| (emivita ti2 = 60 giorni) emittente raggi gamma (35,5 keV) e raggi X (27-32 keV). Il materiale
radioattivo contenuto in questo kit pud essere ricevuto, acquisito, posseduto e utilizzato esclusivamente da medici,
laboratori clinici, istituti di ricerca od ospedali e pu6 essere utilizzato esclusivamente per test in vitro clinici e di la-
boratorio che non implichino un’amministrazione interna o esterna del materiale né la radiazione da esso derivante
per essere umani e animali. Tutti i materiali radioattivi devono essere conservati e manipolati esclusivamente in aree
appositamente designate. L'acquisto, la conservazione, I'uso o lo scambio di prodotti radioattivi & soggetto alle leggi
vigenti nel paese dell’'utente.

e Evitare il contatto con la pelle e con gli occhi. In caso di contatto con la pelle, lavare immediatamente con abbon-
dante acqua e decontaminare, seguendo le linee guida dei vostri istituti in caso di contattato accidentale.

e Fuoriuscite di materiali radioattivi devono essere pulite immediatamente con un detergente e i materiali contaminati
usati per la pulizia devono essere eliminati nel contenitore di rifiuti radioattivi o manipolati in conformita alle racco-
mandazioni dell'ufficio incaricato della protezione dalle radiazioni.

e | rifiuti radioattivi devono essere smaltiti in conformita alle leggi applicabili. Per la manipolazione, la conservazione e
lo smaltimento dei materiali radioattivi, fare riferimento alle norme e alle procedure relative alle radiazioni applicabili
al proprio istituto.

Precauzioni analitiche

e Non utilizzare il prodotto dopo la data di scadenza indicata sull’esterno della confezione.
e Non superare i periodi di stabilita dei reagenti aperti.

e Non mischiare componenti di numeri di lotto o test differenti.

6. RACCOLTA E PREPARAZIONE DEI CAMPIONI

Non é richiesta alcuna speciale preparazione del paziente prima della raccolta del campione.

Utilizzare campioni di siero ottenuti da normali prelievi venosi utilizzando una tecnica medica accettabile,
seguendo le normali precauzioni per il prelievo venoso. Questo test non usa campioni di plasma. Evitare di testare sieri
fortemente lipemici, emolizzati o contaminati microbiologicamente.

Manipolazione e conservazione dei campioni

Utilizzare campioni di siero ottenuti da prelievo di sangue venoso periferico e separando il siero per mezzo di centrifu-
gazione. | campioni possono essere conservati, fino a 5 giorni a 2...8°C o, suddivisi in aliquote, a —20°C per periodi piu
lunghi. Evitare ripetuti cicli di congelamento — scongelamento dei campioni.

Campioni con elevate concentrazioni di ICTP devono essere diluiti con fisiologica (NaCl 0,9%).
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7. PROCEDURA

Consultare il capitolo 4 “Reattivi”.

Materiale richiesto ma non fornito

Pipette (100 pl, 200 pl, 500 pl and 1000 pl) e Bagno d'acqua (capace di mantenere 37 +1°C)

Test per test (polistirene) e Decanting rack

Carta assorbente e Supporto per decantazione (capacita di almeno 2000 g)
Paraffilm e Gamma counter

Mixer Vortex e Acqua distillata

Strumentazione

Ogni gamma counter in grado di misurare 1' pud essere utilizzato. L'efficienza del conteggio dello strumento dovrebbe
essere regolarmente controllata. E’ raccomandato calibrare lo strumento sistematicamente. Consultare il manuale ope-
rativo fornito dal costruttore dello strumento per i dettagli per I'installazione, I'utilizzo, la manutenzione e la calibrazione.

Dettagli della procedura

1
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Portare tutti i reagenti, i controlli e icampioni a temperatura ambiente (18...25°C) almeno 30 minuti prima dell’'uso.
Etichettare i tubi in duplicato per NSB (non-specific binding), i calibratori, i controlli e i campioni dei pazienti.

Pipettare 100 pl di calibratore, controllo o campione del paziente in appropriati tubi. Ogni campione del
paziente pud essere pipettato nei tubi con NSB.

Pipettare 200 pl di reagente ICTP marcato in ogni tubo.

Pipettare 200 pl di antisiero anti-ICTP in tutti i tubi tranne quelli con NSB e quelli per la conta totale.
Pipettare 200 pl di acqua distillata nei tubi con NBS.

Agitare, tappare con parafilm e incubare a 37 +1°C per due ore.

Aggiungere 500 pl di reagente separatore in tutti i tubi tranne quelli per la conta totale.
Miscelare per inversione.

Agitare | tubi con un mixer e incubare per 30 minuti a temperatura ambiente.
Centrifugare i tubi per 30 minuti a 2000 giri/min ad una temperatura tra i 4°C e i 20°C ( sono consigliati i 4°C).

Decantare tramite inversione simultanea i supernatanti da tutti i tubi tranne le conte totali. Asciugare i tubi pic-
chiettandoli gentilmente su materiale assorbente e lasciare scolare per alcuni secondi per eliminare tutto il liquido
rimanente. Fare attenzione a non decantare il precipitato. La non esecuzione corretta di questa fase puo
determinare scarsa riproducibilita e valori erronei. Una volta rimessi i tubi nella posizione iniziale, evitare di
invertirli nuovamente.

Contare la radioattivita residua dell'anticorpo legato di ogni tubo per almeno 1 minuto o fino ad aver accumulato
10 000 conte per tubo.

Calcolare i risultati come descritto nel paragrafo “Calcolo dei risultati”.
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Procedura del test - Sommario
(tutti | volumi sono in pl)

Totale NSB Calibratore S:r:gl"o':;&

Pipettare campione 100 100 100
Pipettare tracciante (rosso) 200 200 200 200
Pipettare antisiero (blu) 200 200
Pipettare acqua distillata 200

Agitare X X X
Incubare 2 ore a 37°C X X X
Pipettare reagente di separazione 500 500 500
Agitare X X X
Incubare per 30 minuti a 18...25°C X X X
Centrifugare per 30 minuti / 2000 g X X X
Decantare X X X
Contare per 1 minuto o 10 000 conte X X X X

8. CONTROLLO DI QUALITA

Un programma interno di controllo di qualita & raccomandato per tutti i laboratori. Per questo motivo & suggerito che
controlli di siero sia a concentrazioni basse e alte da utilizzarsi della curva di calibrazioni siano analizzati in modo da
monitorare le performance della procedura analitica.

Il kit UNIQ ICTP RIA fornisce due controlli: ICTP RIA Control 1 & 2. | valori di attesi dei controlli sono riportati sul foglio
del controllo di qualita fornito con il kit.

E’ raccomandabile che ogni laboratorio stabilisca i propri valori di riferimento per i controlli utilizzati. La media dei valori
dei controlli dovrebbe cadere all'interno di tale intervallo stabilito da Aidian.Si consiglia di utilizzare almeno due numeri
di lotto diversi per stabilire i valori di riferimento dei controlli. Una volta stabiliti gli intervalli di controllo, i controlli devono
essere eseguiti in doppio con ogni test.

9. INTERPRETAZIONE DEI RISULTATI DEL TEST

Si raccomanda I'utilizzo di una curva spline cubica in scala semi-logaritmica.

Se si usa un metodo computerizzato per I'elaborazione dei dati, scegliere I'interpolazione Spline; € comunque possibile
interpolare manualmente i dati usando una carta da grafico semilogaritmica.

e Calcolare la media della conta di tutti | calibratori, dei campioni e dei controlli.

e Calcolare la %B/Bo da:

%B/B, = conta calibratore o campione — NSB
0-conta calibratore -~ NSB

dove B ¢ il legame di radioattivita di un campione o di un calibratore, Bo € il legame di radioattivita del calibratore 0
e NSB ¢ la radioattivita di un legame non specifico.

x 100
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e Disegnare una curva su carta semilogaritmica con i valori di B/Bo % in ordinate e le concentrazioni di ICTP (ug/l) dei
calibratori in ascisse.

e Leggere le concentrazioni di ICTP di controlli e campioni dalla curva di calibrazione.

e Ogni campione a concentrazione inferiore a quelli del calibratore a piu bassa concentrazione deve
essere riportato come a concentrazione inferiore alla concentrazione del calibratore.

e Ogni campione a concentrazione superiore del calibratore a piu alta concentrazione, deve essere diluito e
ridosato. Moltiplicare i risultati ottenuti per il fattore di diluizione utilizzato.

Fig. 1 Tipica curva di calibrazione. Tabella 1 Calcolo dei risultati usando dati tipici.
Questa curva & solo per uso illustrativo. Questi dati sono solo per uso illustrativo e non devono
essere utilizzati per il calcolo di alcun risultato dei campioni.
100
P Provetta ‘r:npergla (;l%rg- %B/Bo :ﬁ;/%
80 Total 39445
NSB 1397
. Cal0 17333 15936
@ Cal1.0 15875 14478 | 90.9
i\g 0 Cal 2.5 14078 12681 79.6
Cal 5.0 11215 9818 61.6
Cal 10 8489 7092 44.5
20 Cal 25 5482 4085 25.6
Cal 50 3334 1937 12.2
0 — ——rrr Campione 1 | 9494 8097 50.8 7.6
! 10 Campione 2 | 6046 4649 29.2 20.9
ICTP (ug/l)

10. LIMITI DEL METODO

Esiste una variazione diurna dei valori di ICTP che raggiungono le concentrazioni piu elevate durante la notte. Insuffi-
cienza renale, una velocita di filtrazione renale di 50 ml/min/1.73 m? o meno induce elevate concentrazioni di ICTP nel
sangue. Il fegato sembra non essere implicato nel metabolimo dell'ICTP.

Per ogni decisione diagnostica e clinica i risultati di ICTP devono essere confrontati con altri dati clinicamente rilevanti.

11. VALORI DI RIFERIMENTO

A causa della diversita etnica, della dieta e delle variazioni dell'eta, gli intervalli di normalita non possono essere appli-
cati a tutte le popolazioni. Quindi ogni laboratorio dovrebbe produrre i propri intervalli.

I valori di ICTP in adulti apparentemente sani (19-74 anni) sono stati misurati con il kit ICTP RIA. Il metodo non parame-
trico raccomandato dalla IFCC & stato utilizzato per calcolare gli intervalli di riferimento sia quello basso che quello alto.
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Tabella 2 Intervalli di riferimento dell’ICTP serico

Femmine Maschi
Numero dei soggetti 146 125
Media 3.5 pgl/l 3.2 pgll
Intervallo di riferimento* 2.1-5.6 pg/l 2.1-5.0 ug/l
0.90-intervalli di confidenza per il limite inferiore 2.1-2.4 pg/l 1.9-2.2 g/l
per il limite superiore 4.9-6.2 pg/l 4.4-5.7 ug/l

*Intervalli di riferimento = 0,025 & 0,975 percentili

| valori del’'ICTP per i bambini sono stati ottenuti da una popolazione di bambini sani di eta compresa tra 0 mesi e 18
anni (dati non pubblicati). | valori sono puramente indicativi.

Tabella 3 Valori di riferimento di ICTP serico per -i bambini

Gruppi di eta Limite inferiore (ug/l) Media (pg/l) Limite superiore (pg/l)
0-3 mesi 51 61 71
3-6 mesi 23 32 40
Ragazzi e ragazze 6-12 mesi 15 22 30
1-2 anni 12 16 20
2-9 anni 7 11 16
9-13 anni 8 11 15
Ragazzi 13-16 anni 10 16 23
16—18 anni 8 9 1
9-11 anni 9 12 15
11-14 anni 10 13 16
Ragazze 14-16 anni 6 10 14
16-18 anni 4 5 7

12. PRESTAZIONI CARATTERISTICHE

| risultati forniti di seguito sono stati ottenuti da Aidian e rappresentano i dati tipici.

Intervallo di misura
1.0-50 pg/l.

Limite di rivelazione
Piu di 0.6 ug/l.

Limite di quantificazione
Approssimativamente 1.8 ug/l.

Linearita
5 concentrazioni elevate di campioni di siero sono state diluite serialmente con 5 concentrazioni basse di
campioni di siero. Il recupero medio & stato del 102%.
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Recupero
Quantita note di ICTP sono state aggiunte a 3 concentrazioni basse di campioni di siero di pazienti. La media & stata
del 109 %.

Precisione

Le variazioni nella serie e tra le serie sono state determinate usando un pool di sieri contenente differenti concentrazioni
di ICTP.

Tabella 4 Precisione nella serie e tra le serie

Precisione nella serie di 20 replicati Precisione tra le serie di 10 determinazioni in duplicato
Campione Media (pg/l) CV (%) Campione Media (ug/l) CV (%)

1 3.3 7 4 43 10

2 7.8 5 5 12.1 8

3 45.0 5 6 24.4 8

Sostanze interferenti
Concentrazioni di bilirubina < a 400 pmol/l non interferiscono. Concentrazioni seriche fino a 5 g/l di emoglobina non
interferiscono. Trigliceridi < 5 g/l non interferiscono. Non usare campioni lipemici.

Specificita

Il determinante antigenico dell'anticorpo € tra due sequenze idrofobiche ricche di fenilalanina del legame di tre molecole
di ICTP. Il legame bivalenti e peptici monometrici contenenti solo una sequenza ricca di fenilalanina dimostra una scarsa
immunoreazione. L'Antisiero ICTP RIA non ha reazioni incrociate con gli antigeni utilizzati in altri test UniQ del collagene.

13. TRACCIABILITA
L'analita presente nel UniQ ICTP RIA & tracciabile rispetto ai calibratori di riferimento del produttore, preparati da ICTP
altamente purificato con valore assegnato con I'analisi della composizione aminoacidica.

14. SMALTIMENTO
e Smaltire il prodotto in conformita alla regolamentazione nazionale e locale.
e Tutti i campioni dei pazienti, le cuvette e le provette per il campionamento usate devono essere maneggiati e smaltiti
come materiali potenzialmente infetti.
o | rifiuti radioattivi devono essere smaltiti in conformita alle leggi applicabili.
e Materiali dei componenti:
Carta: istruzioni per I'uso
Cartone: scatola del kit
Plastica: bottiglia del reagente di separazione, tappi dei flaconi
Gomma: Tappi
Vetro: fiale del tracciante, dell'antisiero, del calibratore e del controllo
Gommapiuma
e | reagenti forniti, se utilizzati conformemente alle norme della Buona Pratica di Laboratorio, nonché nel rispetto delle
norme igieniche e delle istruzioni per I'uso, non dovrebbero presentare rischi per la salute.
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Cesky

UniQ® ICTP RIA

C-terminalni telopeptid kolagenu typu |
Radioimunoanalytické stanoveni, zkumavky s navazanou protilatkou

1. URCENY UCEL POUZITi
UniQ ICTP RIA je kvantitativni radioimunoanalyticky test ur€eny pro stanoveni koncentraci karboxyterminalniho kfizové
provazaného telopeptidu kolagenu typu | v lidském séru. Pro diagnostické pouziti in vitro.

2. SOUHRN A VYKLAD

Kolagen typu | je nejrozsitenéjSim typem kolagenu v téle a je jedinym typem kolagenu, ktery se vyskytuje v mineralizo-
vané kosti, kde predstavuje vice nez 90 % organické kostni hmoty. Kolagen typu | se dale nachazi v Fidkych pojivovych
tkanich spole¢né s dalsimi typy kolagend, jako je typ IlI, V a VI. V téchto tkanich je podil kolagenu typu | nejvyssi.
Kolagen typu | se vyskytuje v podobé vlaken, jejichZ struktura vykazuje uréité variace v zavislosti na typu tkané. V kosti
jsou molekuly kolagenu | provazany prostfednictvim tfi hydroxylysinovych a lysinovych zbytkd nebo jejich derivata,
které vytvareji fluorescentni cyklickou pyridinolinovou strukturu spojujici tfi rdzné polypeptidové fetézce kolagenu do-
hromady. V fidké pojivové tkani, jako je kGZe, neni hlavni zrala provazana struktura kolagenu | fluorescentni a obsahuje
jako jeden z aminokyselinovych zbytku histidin.

ICTP je karboxyterminalni telopeptidovy Usek kolagenu | provazany prostfednictvim pyridinolinovych vazebnych spojek
a uvolfiovany béhem degradace kolagenu typu . Tento peptid se nachazi v krvi ve formé, ktera je imunochemicky intakt-
ni. Pfedpoklada se, ze jeho vznik souvisi s resorpci kosti a degradaci fidké pojivové tkané. Nedavno bylo zjisténo, ze
antigen ICTP je produkovan ¢innosti matrixovych proteindz, coz jsou enzymy pusobici pfi degradaci tkani za rlznych
patologickych podminek.

Zvysené koncentrace ICTP v séru se vyskytuji pfi stavech spojenych se zvySenou osteolyzou, tedy pfi stavech jako je
mnohocetny myelom, osteolytickd metastaza, revmatoidni artritida a znehybnéni. ProtoZe ICTP neni produkovan za
fyziologickych podminek pfi degradaci kosti zprostfedkované katepsinem K , jeho koncentrace je méné ovlivnéna napr.
menopauzou.

3. PRINCIP TESTU

UniQ ICTP RIA test je zaloZen na technice kompetitivni radioimunoanalyzy. Znamé mnozstvi znaceného ICTP a nezna-
mé mnozstvi neznaceného antigenu soutézi o omezeny pocet vysoce afinitnich vazebnych mist protilatky. Po separaci
volného antigenu je mnozstvi znaceného ICTP ve zkumavce nepfimo Umérné mnozstvi ICTP ve vzorku. Koncentrace
v neznamych vzorcich se odectou z kalibraéni kfivky.
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4. REAGENCIE
UniQ® ICTP RIA, kat. ¢. 68601

Nazev a pivod 3iea Stabilita pfi 2...8°C
5 Pouzité symbol §;7 100
slozky 4 v Neoteviené Oteviené
22 ml .

L ) - Do data expirace L
Radioindikétor mm Sg(ggilgg"ta vyznaceného na Stitku 6 tydnd
Antisérum 29 mi Do data expirace 6 tydni
[ORIG|RAB] vyznageného na $titku Y

. Do data expirace S e
Kalibrator CAL | xxpg/l 7x0.75 ml vyznageného na &titku 6 tydnu
Kontrola . .

Do data expirace 1 tyden
CONTROL [#] 2x1.0ml vyznageného na Stitku po rekonstituci
ICTP RIA _ Do data expirace L
separacni reagencie mm 60 mi vyznaceného na Stitku 6 tydnd

Navod k pouziti
Reagencie obsahuji azid sodny — pfectéte si ¢ast 5 "Upozornéni a varovani”.

Priprava reagencii

Kontroly jsou lyofilizované. VSechny ostatni reagencie jsou pfipravené k pouziti.

Lahvicky s kontrolou jesté pred jejich otevienim vytemperujte na pokojovou teplotu (18...25°C). Kontroly re-
konstituujte pfidavkem 1,0 ml destilované nebo deionizované vody do kazdé lahviky. Zaviete vicko a duklad-
né promichejte jemnym krouZenim nebo pfevracenim, zamezte pfitom tvorbé pény. Pfed pouzitim nechte stat
30 minut.

Zhorseni stavu reagencii

Zmény fyzikalniho stavu reagencii nebo ve sklonu kalibraéni kfivky nebo hodnoty kontrolniho séra mimo
rozmezi pfipustné vyrobcem mohou byt indikatorem nestability reagencii. Reagencie nepouzivejte, jestlize mate pode-
zfeni na zhor8eni stavu reagencii.

5. UPOZORNENI A VAROVANI

Udaje o zdravi a bezpecnosti

e Pouze pro diagnostické pouziti in vitro.

Nepipetujte Usty.

Se v8emi vzorky pacientll a kontrolami je nutné zachazet jako s potencialné infekénim materialem.

Kontrolni material obsahuje slozky lidského puvodu, které byly testovany a shledany negativnimi na protilatky proti
viru lidské imunodeficience (HIV 1 a 2), viru hepatitidy C (HCV) a na povrchovy antigen viru hepatitidy B (HBsAg).
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Presto s kontrolami zachazejte jako s materidlem potencialné infekénim.

o Lyofilizované reagencie obsahuiji < 1 % azidu sodného (Aquatic Chronic 3). Skodlivy pro vodni organismy, s dlou-
hodobymi ucinky (H412). Zabrarite uvolnéni do Zivotniho prostfedi (P273). Odstrarite obsah podle narodnich a
mistnich zakonu (P501).

e Rekonstituované a tekuté reagencie obsahuji < 0,1 % azidu sodného. Tato koncentrace neni povazovana za $kod-
livou.

e Z azidu sodného se pfi styku s kyselinou uvolriuje toxicky plyn. Reakci azidd s kovovym potrubim mohou vznikat
vybusné sloucgeniny. Riziku nahromadéni azidu v odpadnim potrubi pfi likvidaci reagencii zabranite tak, Zze odpad
splachnete velkym mnozstvim vody.

e Tato souprava obsahuje ' (poloc¢as T12 60 dnll) emitujici 35,5 keV gama zafeni a 27-32 keV rentgenového zareni.
Radioaktivni material obsazeny v této soupravé mohou pfijimat, pfechovavat a pouzivat pouze lékafi, klinické labo-
ratofe, vyzkumné Ustavy nebo nemocnice a mohou byt pouzivany pouze pro klinické testy nebo laboratorni testovani
in vitro, které nezahrnuje interni ani externi podavani materialu nebo radiace z néj pramenici k ozafovani lidi nebo
zvifat. VeSkeré radioaktivni materialy skladujte a manipulujte s nimi jen na mistech k tomu uréenych. Prodej, sklado-
vani, pouzivani nebo manipulace s radioaktivnim materialem podléha zakonlim v zemi uzivatele.

e Zamezte styku s kGizi a o¢ima. PFi styku s k(zi misto okamzité omyjte velkym mnozZstvim vody a dekontaminujte dle
pfislusnych natizeni pro likvidaci nehodou ukapnutych materiald.

e Ukapnuty radioaktivni material je nutno okamzité setfit detergentem a kontaminované Cistici materialy umistit do
sbérné nadoby pro radioaktivni odpad nebo likvidovat podle doporuceni Statniho ufadu pro jadernou bezpeénost.

e Radioaktivni material, uréeny do odpadu, musi byt likvidovan v souladu s platnymi pravnimi pfedpisy v daném staté.
Prostuduijte si pfedpisy pro jadernou bezpecnost a nafizeni pfislu§ného Ufadu pro manipulaci, uskladnéni a likvidaci
radioaktivnich material(.

Analyticka bezpeénostni opatieni

e Nepouzivejte produkt po uplynuti doby exspirace uvedené na vnéjSim obalu.
o Neprekracujte dobu, po kterou je zaru€ena stabilita pro oteviené reagencie.
o Nemichejte komponenty z riznych Sarzi nebo raznych testa.

6. ODBER A PRIPRAVA VZORKU

Pfed odbérem vzorku neni nutna Zadna specialni pfiprava pacienta.

Pouzivejte sérum, asepticky odeberte ven6zni krev za dodrzeni béznych bezpecnostnich opatfeni. Test neprovadéjte
se vzorky plazmy.

Nepouzivejte vzorky pacientu, které jsou vysoce lipemické, hemolyzované nebo mikrobialné kontaminované.

Manipulace se vzorkem; skladovani vzorku

Po odbéru vzorku nechte krev srazit a separujte sérum centrifugaci. Vzorky sér se mohou skladovat az 5 dnu pfi teploté
2...8°C. Delsi dobu skladujte pfi teploté —20°C a méné. Je tfeba se vyhnout opakovanému zmrazovani a rozmrazovani
vzorku. Vzorky s vysokou koncentraci ICTP Ize fedit pomoci 0,9 % NaCl.
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7. PRACOVNI POSTUP

Potfebny material, ktery neni soué¢asti soupravy
e Mikropipety pro pfesné davkovani

100 pl, 200 pl, 500 pl a 1000 pl

Testovaci zkumavky (z polystyrenu)

Bunicita vata

Kryci folie parafilm

e Vibra¢ni michadlo

Vodni lazern s teplotou 37 +1°C

Dekantovaci stojanek

Centrifuga s odstfedivou silou nejméné 2000 g
Gama-citac¢

Destilovana voda

Pristroje

K méfeni Ize pouzit jakykoliv gama &itaé schopny méfeni '251. Uginnost méFeni by méla byt pravidelng kontrolovana,
stejné tak i proméfovano pozadi. Doporucuje se systematicka kalibrace pfistroje. Podrobnosti tykajici se zapojeni,
pouziti, udrzby a kalibrace najdete v navodu k obsluze dodavaném vyrobcem pfistroje.

Pracovni postup
1 | V8echny reagencie a vzorky temperujte na laboratorni teplotu (18...25°C) alespori 30 minut pfed pouzitim.

Oznacte sadu zkumavek v duplikatech pro nespecifickou vazbu (NSB), kalibratory, kontroly, vzorky sér pacientl a
pro celkovou aktivitu.

Do odpovidajicich zkumavek napipetujte po 100 pl kalibratort, kontrolnich vzorku a vzorkd sér pacientd.
Do zkumavek pro stanoveni nespecifické vazby (NSB) Ize pipetovat sérum kteréhokoliv pacienta.

2

4 | Do v8ech zkumavek pfidejte 200 pl radioindikatoru (Cerveny).
Do v§ech zkumavek, kromé NSB a celkové aktivity, napipetujte 200 pl roztoku protilatky (modry).

5 Do zkumavek uréenych pro stanoveni NSB pridejte 200 pl destilované vody.

6 Obsah vSech zkumavek dukladné promichejte na vibraénim michadle, zkumavky prekryjte félii a inkubujte
2 hodiny pfi 37 £1°C.

7 Separacni ¢inidlo nejprve dukladné promichejte Setrnym prevracenim lahvicky dnem vzh(ru a pfidejte

po 500 pl do vSech zkumavek kromé zkumavek s celkovou aktivitou.
8 | Obsah zkumavek dukladné promichejte na vibra¢nim michadle a inkubujte 30 minut pfi 18...25°C.
Zkumavky centrifugujte 30 minut pfi nejméné 2000 g pfi teploté v rozmezi 4...20°C (doporuovana teplota je 4°C).

Obsah vSech zkumavek, vyjma zkumavek pro stanoveni celkové radioaktivity, dekantujte. Jemné klepnéte zku-
mavkami do bunicité vaty a ponechte nékolik vtefin odkapat, aby se odstranil i posledni zbytek kapaliny. Dejte po-

10 zor, aby nedoslo k dekantaci srazeniny. Zkumavky jednou otoené nazpét jiz znovu dnem vzhlru neotacejte.
Pokud ve zkumavkach zdstanou zbytky kapaliny, zpUsobi to rozptyl v hodnotach replikatt a chybné hodnoty.
1 Zmeéfte radioaktivitu vSech zkumavek pomoci gamma-¢itace po dobu alespori 1 minuty nebo po akumulaci

10 000 impulst/ zkumavku.
12 | Vypocitejte vysledky podle postupu uvedeného v &asti “Interpretace vysledku testu”.
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Souhrn pracovniho postupu
(v8echny objemy jsou v pl)

Celkova Kontrolni séra

aktivita NSB Kalibrator a séra pacientul
Napipetujte vzorek 100 100 100
Napipetujte radioindikator (¢erveny) 200 200 200 200
Napipetujte antisérum (modré) 200 200
Napipetujte destilovanou vodu 200
Michejte X X X
Inkubujte 2 hodiny pfi 37°C X X X
Napipetujte separacni reagencii 500 500 500
Promichejte X X X
Inkubujte 30 min. pfi pokojové teploté X X X
18...25°C.
Centrifugujte 30 minut pfi 2000 g X X X
Dekantujte X X X
Méfte 1 min nebo 10 000 impulzt X X X X

8. KONTROLA KVALITY

V&em klinickym laboratofim je v ramci interniho programu zajistovani jakosti doporu¢ovano provadét kontrolu postupu
stanovenim koncentraci pfi horni i pfi doIni hranici kalibra¢ni kfivky. Souprava UniQ ICTP RIA obsahuje dva kontrolni
materidly: ICTP RIA kontroly 1 a 2. O¢ekavané rozsahy kontrol jsou uvedeny na zvlastnim letdku, dodavaném se sou-
pravou. Doporucuje se, aby si kazda laboratof stanovila vlastni pfijatelny rozsah vnitfnich kontrol pouzivanych v dané
laboratofi. Stfedni hodnota rozsahu kontrolnich vzork ma spadat do stanoveného rozsahu uvadéného vyrobcem. Pro
stanoveni hodnot kontrolnich vzorkl se doporu€uje pouzit soupravy nejméné dvou rdznych $arzi. Poté, co se stanovi
rozsah kontrol, musi se kontroly analyzovat v duplikatech pfi kazdém stanoveni.

9. INTERPRETACE VYSLEDKU TESTU

Pri automatickém vypoctu vysledkt doporucujeme pouZit spline funkci. Vysledky Ize odecist manualné z kalibra¢ni
kfivky vynesené v semilogaritmickych soufadnicich .

e Vypoctéte stiedni hodnotu Cetnosti pro vSechny kalibratory, vzorky a kontroly.

e Vypoctéte % (B/Bo) podle vzorce:

%B/By = ée;tnost kalibrét?ru net?o Yzorku - NSB x 100
¢etnost nulového kalibratoru — NSB
kde B je navazana radioaktivita vzorku nebo kalibratoru, Bo je navazana radioaktivita kalibratoru 0 a NSB je radio-
aktivita nespecifické vazby.
e Vyneste kalibracni kfivku na semilogaritmicky papir z hodnot % (B/Bo) na ose y a odpovidajicich koncentraci ICTP

(ug/l) kalibratort na ose x.
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e Stanovte koncentrace ICTP v neznamych vzorcich odectenim z kalibraéni kfivky.

ve stanovené vysi.

e Kazdy vzorek se stanovenou hodnotou vyssi, nez je hodnota nejvyssiho kalibratoru, musi byt nafedén a
znovu stanoven. Po nafedéni musi byt hodnoty opraveny pouzitim fediciho faktoru.

Obr. 1 Typicka kalibraéni kfivka.

Tato kalibraéni kfivka je pouze orientaéni.

80

60

%B/B,

40

20

T T T T
1
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10. OMEZENI METODY
ICTP hodnoty podiéhaiji diurnalnimu kolisani s vy$§imi hodnotami v noci. Pfi nedostate¢nosti ledvin, je-li rychlost glome-
rularni filtrace 50 ml/min/1,73 m? a niz$i, dochazi ke zvySeni koncentraci ICTP v krvi. Zda se, Ze jatra se metabolizmu
sérového antigenu ICTP neucastni.
ICTP by nemélo byt jedinym parametrem pro stanoveni diagnézy a lé¢by, ale mél by byt podpofen dal$imi klinicky

relevantnimi daty.

11. REFERENCNIi INTERVALY

Tabulka 1 Vypocet vysledk pfi pouziti typickych udaju.
Tato data jsou pouze orientani a nesmi byt pouzita
pro vypocet jakychkoli vysledku vzorku.

Primér | cpm- o ICTP
Zkumavka cpm NSB %BIBo (ug/)
Celkova
aktivita 39445
NSB 1397
Kal. 0 17333 | 15936
Kal. 1.0 15875 | 14478 90.9
Kal. 2.5 14078 | 12681 79.6
Kal. 5.0 11215 9818 61.6
Kal. 10 8489 7092 445
Kal. 25 5482 4085 25.6
Kal. 50 3334 1937 12.2
Neznamy
vzorek 9494 8097 50.8 7.6
Neznamy
vzorek 6046 4649 29.2 | 209

Z diivodu etnické, dietarni a vékové variability nemusi tyto referenéni hodnoty odpovidat celé populaci. Kazda laboratof
by si proto méla vytvofit vlastni rozmezi referen¢nich hodnot.
Referenéni hodnoty sérovych hladin ICTP byly méfeny u zjevné zdravych dospélych osob ve véku 19-74 let soupravou
ICTP RIA. Ke kalkulaci intervalli pro dolni a horni mez bylo pouzito neparametrické metody doporuc¢ené IFCC.

65



Tabulka2  Referenéni hodnoty koncentraci ICTP v séru

Zena Muz
Pocet sledovanych osob 146 125
Pramér 3.5 ug/l 3.2 pg/l
Referenéni interval* 2.1-5.6 pg/l 2.1-5.0 ug/l
0,90 intervaly spolehlivosti pro dolni referenéni mez 2.1-2.4 g/l 1.9-2.2 pg/l
pro horni referen¢ni mez 4.9-6.2 g/l 4.4-5.7 pgll

*Referencni interval = 0,025 a 0,975 fraktilu.

Hodnoty ICTP pro déti byly ur¢eny podle populace zdravych déti ve véku 0 mésict az 18 let (nepublikovana data).
Hodnoty jsou pouze orientacni.

Tabulka 3 Typické hodnoty koncentraci ICTP u déti.

- . . Dolni mez Stredni Horni mez
Vékova skupina (ng/) hodnota (pg/l) (ng/l)
0-3 mésicu 51 61 71
3-6 mésicu 23 32 40
Chlapci a divky 6-12 mésicu 15 22 30
1-2 mésice 12 16 20
2-9 roky 7 1" 16
9-13 let 8 11 15
Chlapci 13-16 let 10 16 23
16-18 let 8 9 "
9—11 let 9 12 15
. 11-14 let 10 13 16
Divky 14-16 let 6 10 14
16-18 let 4 5 7

12. ANALYTICKE PARAMETRY MERENI

Nize uvedené vysledky byly ziskany v Aidian a pfedstavuji typicka analyticka data.

Méfici rozmezi
1,0-50 pg/l.

Detekéni limit
Méné nez 0.6 pg/l.

Kvantitativni limit
Pfiblizné 1.8 ug/l.

Linearita
Pét vzorku séra s vysokou koncentraci bylo postupné fedéno péti vzorky séra s nizkou koncentraci. Pramérny vytézek
ze vzorkd byl 102 %.
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Metoda standardniho pfidavku
Znamé mnozstvi ICTP bylo pfidano ke tfem pacientskym vzorkim séra s nizkou koncentraci. Pramérny vytéZek byl 109 %.

Preciznost
Pro stanoveni variaci v ramci testu (intra-assay) a mezi testy (inter-assay) byly testovany sérové vzorky o rliznych
koncentracich ICTP.

Tabulka 4 Intra-assay / Inter-assay preciznost

Intra-assay preciznost 20 replikata Inter-assay preciznost 10 duplikatu
Vzorek Pramér (ug/l) CV (%) Vzorek Pramér (ug/l) CV (%)
1 3.3 7 4 4.3 10
2 7.8 5 5 121 8
3 45.0 5 6 24.4 8

Interferujici latky
Sérovy bilirubin do koncentrace < 400 ymol/l a hemoglobin do koncentrace < 5 g/l neinterfenuji s méfenim. Nedoporu-
¢ujeme pouzivat lipemicka sera (triglyceridy do koncentrace < 5 g/l neinterferuiji).

Specificita

Antigenni determinanta protilatky lezi uvnitf dvou hydrofébnich, na fenylalanin bohatych sekvenci trivalentné prova-
zaného ICTP. Trivalentni provazani je nezbytné, protoze bivalentné provazané nebo monovalentni peptidy, obsahuijici
pouze jednu na fenylalanin bohatou sekvenci, vykazuji nizkou imunoreakci. ICTP RIA antisérum kfiZové nereaguje s
antigeny pouzivanymi v dalSich testech pro kolageny UniQ.

13. NAVAZNOST
Stanovovanou latku (analyt) v kalibratorech UniQ ICTP RIA Ize vysledovat az k pracovnim kalibratordm vyrobce, které
jsou pfipraveny z vysoce ¢isténého ICTP, jehoz hodnota je uréena za pouziti analyzy sloZzeni aminokyselin.

14. LIKVIDACE
e Odstrarite obsah podle narodnich a mistnich zakona.
e V/Sechny vzorky pacientli a kontroly je nutné povazovat za potencialné infekéni material a podle toho je nutné s nimi
zachazet a likvidovat je.
e Radioaktivni materidl, uréeny do odpadu, musi byt likvidovan v souladu s platnymi pravnimi pfedpisy v daném staté.
e Materialy komponentu:
Papir: Navod k pouziti
Karton: Obal soupravy
Plast: Lahvi¢ka od separaéni reagencie, vi¢ka lahvicek
Pryz: Zatka
Sklo: Lahvicky od radioindikatoru, antiséra, kalibatord a kontrol
Pénova guma
e Jestlize jsou dodavané reagencie pouzivany podle zasad spravné laboratorni praxe, dobré pracovni hygieny a
podle instrukci v tomto navodu k pouziti, nemély by pfedstavovat zdravotni riziko.
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Polski

UniQ® ICTP RIA

Zestaw radioimmunologiczny do oznaczania C-koncowego telopeptydu kolagenu typu |

1. PRZEZNACZENIE
Zestaw UniQ ICTP RIA jest przeznaczony do oznaczania catkowitego stezenia C-koricowego telopeptydu kolagenu typu |
w ludzkiej surowicy krwi. Do badan in vitro.

2. PODSUMOWANIE | OBJASNIENIA

Kolagen typu | jest najczesciej spotykanym kolagenem w organizmie oraz jedynym kolagenem, jaki znalez¢é mozna w war-
stwie mineralnej kosci. Kolagen typu | stanowi 90 % masy organicznej kosci. Ponadto, kolagen typu | wystepuje w tkance
tacznej, wraz z innymi typami kolagenu, np. typ lll, Vi VI. Réwniez i w tym przypadku stezenie kolagenu typu | jest najwigksze.
W tkankach, kolagen typu | wystepuje pod postacig wtdkien, réznigcych sie budowg w zaleznosci od tkanki. W kos$ciach,
czasteczki kolagenu typu | sg taczg sig przez reszty hydroksylizyny, lyziny oraz ich pochodnych. Tworzg one fluorescencyj-
ng, cykliczna, strukture pyrydinolinowa oraz nieznane struktury niefluorescencyjne, ktére sktadaja sie z 3 réznych potaczo-
nych tarcuchéw polipeptydowych kolagenu. W tkance tgcznej, jak skéra, gtéwng forma kolagenu typu | nie jest strukturg
niefluorescencyjng i zawiera histydyne jako jedng z pozostato$ci aminokwasowych.

ICTP jest C-terminalnym telopeptydem w kolagenie typu |, tgczacym sie przez wigzanie tréjwalencyjne i uwalnianym z
degradacji dojrzatego kolagenu typu I. Peptyd ten znajduje sie we krwi w postaci nienaruszonej. Prawdopodobnie dostaje
sie tam w wyniku resorpcji z kosci i rozpadu tkanki tgcznej. Jak niedawno udowodniono, antygen ICTP produkowany jest
przy udziale tzw. metaloproteinaz cytoplazmatycznych, ktére sg enzymami biorgcymi udziat w rozktadzie tkanek w ré6znych
stanach chorobowych.

Dlatego tez podwyzszone stezenia ICTP obserwuje si¢ w stanach zwigzanych ze zwigkszona lizg kosci, takich jak: myelo-
ma, metastazy osteolityczne, artretyzm reumatyczny i tzw. unieruchomieniu.

3. ZASADY TESTU

Zestaw UNIQ ICTP RIA opiera sie na technice kompetycyjnej, radioimmunologicznej. ICTP (nieznakowane) z probki bada-
nej oraz ICTP znakowane ('?°| — ICTP) konkurujg o ograniczong ilo$¢ miejsc wigzacych na przeciwciatach, znajdujacych
sie w probowce. Po wyptukaniu z probéwki z antygenu niezwigzanego ilo$¢ znakowanego antygenu (1251 — ICTP) w pro-
boéwce testowej jest odwrotnie proporcjonalna do stezenia antygenu (ICTP) w prébce badanej. Stezenie ICTP w prébkach
badanych oblicza sig z krzywej wzorcowe;.

68



4. ODCZYNNIKI
UniQ® ICTP RIA, Nr kat 68601

Nazwa sktadnika Uzywane W 100 Stabilnos¢ w temp. 2...8°C
i pochodzenie symbole Zamknigte Otwarte
22 ml . .

. . s Do konca daty waznosci .
Znacznik 532%'8 ilgséwnosc podanej na etykiecie 6 tygodni
Przeciwciato . R

Do konca daty waznosci )
m 22ml podanej na etykiecie 6 tygodni

Do konca daty waznosci .
Wzorce CAL | xxpg/l 7x0.75 ml podane] na etykiecie 6 tygodni
Surowice kontrolne . R .

Do konca daty waznosci | do 1 tygodnia po
CONTROL ﬂ 2x1.0ml podanej na etykiecie rozpuszczeniu
Odczynnik separujacy 60 ml Do konca daty waznosci 6 tygodni
ICTP RIA podanej na etykiecie Y9

Instrukcja uzycia
Odczynniki zawierajg azydek sodu, zob. czg$¢ 5 "Ostrzezenia i $rodki ostroznosci”.

Przygotowanie odczynnika

Kontrole sg poddane liofilizacji. Wszystkie pozostate odczynniki sg gotowe do uzycia.

Doprowadzi¢ fiolki do temperatury pokojowej (18...25°C), przed ich otwarciem. Rozpusci¢ surowice kontrolne dodajac po 1
ml wody destylowanej lub dejonizowanej do kazdej fiolki. Zakorkowac i doktadnie wymieszaé¢ poprzez delikatne potrzasanie
lub odwracanie fiolki. Unika¢ spienienia. Pozostawi¢ na 30 minut przed uzyciem.

Zla jakos¢ odczynnika

Sktadniki zestawu, ktérych wyglad budzi watpliwosci odbiorcy, réznice w nachyleniu krzywej wzorcowej lub tez
wartosci surowic kontrolnych odbiegajace od zakresu wyznaczonego przez producenta, mogg wskazywaé na
niestabilno$¢ odczynnikéw. Nie nalezy korzysta¢ z odczynnikéw, jesli podejrzewa sie ich rozktad.

5. UWAGI | SRODKI OSTROZNOSCI

Informacje dotyczace zdrowia i bezpieczenstwa

e \Wylgcznie do uzytku w diagnostyce in vitro.

o Nie pipetowaé ustami.

o Wszystkie probki pacjentéw i kontrole nalezy traktowaé jak materiat potencjalnie zakazny.

e Materiat kontrolny zawiera materiat pochodzenia ludzkiego, ktéry zostat przetestowany z wynikiem negatywnym na
obecnos¢ przeciwciat przeciwko wirusowi HIV 1 i 2, HCV oraz HbsAg. W ramach $rodkéw ostrozno$ci z materiatem
kontrolnym nalezy pracowac jak z materiatem zdolnym do przenoszenia agensu infekcyjnego.
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Odczynniki liofilizowane zawierajg <1% azydku sodu (Aquatic Chronic 3). Dziata szkodliwie na organizmy
wodne, powodujgc dtugotrwate skutki (H412). Unika¢ uwolnienia do srodowiska (P273). Zawarto$¢ usuwaé zgodnie z
przepisami krajowymi i lokalnymi (P501).

Odczynniki rekonstytuowane i ptynne zawierajg <0,1 azydku. Takie stezenie nie jest uwazane za szkodliwe.

Azydek sodu w kontakcie z kwasami uwalnia szkodliwe gazy. Azydki mogg reagowa¢ z metalem w rurach
kanalizacyjnych, tworzac wybuchowe zwigzki. Tworzeniu azydku mozna przeciwdziata¢, sptukujgc wylewane odczyn-
niki duzg iloscig wody.

Zestaw zawiera '?°| (okres péttrwania Ti2 réwny 60 dni) emitujgcy promieniowanie gamma 35,5 keV oraz
promieniowanie rentgenowskie 27-32 keV. Materiat radioaktywny zawarty w tym zestawie moze byé odbie-
rany, uzyskiwany, posiadany i stosowany wylacznie przez lekarzy, laboratoria kliniczne, instytucje badawcze
i szpitale oraz stosowany wylgcznie do klinicznych badan Ilub testow laboratoryjnych in vitro, ktére nie
obejmujg wewnetrznego lub zewnegtrznego podawania materiatu lub napromieniania ludzi lub zwierzat.
Wszystkie materiaty radioaktywne powinny byé przechowywane i przetwarzane wylgcznie w specjalnie
wyznaczonych miejscach. Zakup, przechowywanie, stosowanie lub wymiana produktéw radioaktywnych jest regulowa-
ne przepisami prawa obowigzujgcymi w kraju uzytkownika.

Unika¢ kontaktu ze skérg i oczami. W przypadku kontaktu ze skérg nalezy jg natychmiast przemy¢ duzg iloscig wody
oraz odkazi¢ zgodnie z przepisami dotyczgcymi usuwania przypadkowego rozlania ptynu.

Rozlany materiat radioaktywny musi by¢ natychmiast usuniety za pomoca detergentu, a skazone materia-
ty do czyszczenia umieszczone do pojemnikdw przeznaczonych do odpadéw radioaktywnych lub zlikwidowane
zgodnie z zaleceniami Panstwowego Urzedu ds. Bezpieczenstwa Jadrowego.

Materiaty radioaktywne przeznaczone do wyrzucenia muszg by¢ utylizowane zgodnie z obowigzujgcym prawem w
danym kraju. Nalezy zapozna¢ si¢ z przepisami dot. bezpieczenstwa jgdrowego oraz rozporzadzenia danego kraju o
postepowaniu, sktadowaniu i utylizacji materiatéw radioaktywnych.

Srodki ostroznosci dotyczace procedur analitycznych

Nie uzywa¢ produktu po uptywie daty waznosci podanej na opakowaniu zewngtrznym.
Nie przekracza¢ okresu, w ktérym jest zapewniona stabilno$¢ otwartego odczynnika.
Nie mieszaé sktadnikdw o réznych numerach serii lub z réznych testow.

6. POBIERANIE | PRZYGOTOWANIE PROBKI

Przed pobraniem prébek nie jest konieczne specjalne przygotowanie pacjenta.

W celu uzyskania probki surowicy od pacjenta nalezy postuzy¢ sie dostepng metodag medyczng. Pobra¢ krew zylna. Nalezy
przy tym przestrzega¢ podstawowych zasad pobierania krwi zylnej. Do badan nie uzywac¢ prébek osocza.

Nie uzywaé probek pacjentéw, ktére sg wysoce lipemiczne, zhemolizowane lub mikrobiologicznie zanieczyszczone.

Przygotowanie i przechowywanie préobek

Prébke krwi po pobraniu nalezy pozostawi¢ do momentu wytracenia sie skrzepu lub odwirowac¢. Prébki moga by¢ prze-
chowywane do 5 dni w temperaturze 2...8°C. Przy przechowywaniu przez diuzszy okres czasu prébki nalezy zamrozi¢ w
temperaturze przynajmniej —20°C. Nalezy unika¢ powtdérnego zamrazania i rozmrazania probek.

Prébki z podwyzszonym stezeniem ICTP mozna rozciencza¢ solg fizjologiczng (0.9% roztwér NaCl).
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7. PROCEDURA ANALITYCZNA

Utylizacja: patrz rozdziat 4 "Materiaty”, lista odczynnikow.

Potrzebne materiaty nieuwzglednione w zestawie

e Pipety (100 pl, 200 pl, 500 pl i 1000 pl) e ltaznia wodna (temp. 37 £1°C)

e Prébowki (polistyren) e Statyw dekantacyjny

e Lignina lub bibuta e Wirédwka (osiggajaca co najmniej 2000 g)
e Parafilm e Licznik gamma

o Wytrzgsarka (Vortex) e Woda destylowana

Aparatura

Pomiary mozna przeprowadza¢ dowolnym licznikiem promieniowania gamma, przeznaczonym do pomiaréw izotopu
jodu '?1. Nalezy regularnie sprawdza¢ wydajnos$¢ i granice btedu licznika, podobnie jak promieniowanie tta. Zaleca sie
systematyczna kalibracje urzadzenia. Podczas instalacji, obstugi, naprawy oraz kalibraciji licznika nalezy postepowa¢ zgod-
nie z instrukcjg obstugi urzadzenia.

Szczegotowa procedura

1
2

3

10

1"

12

Doprowadzi¢ wszystkie odczynniki i prébki do temperatury pokojowej na co najmniej 30 minut przed uzyciem.
Oznakowa¢ probowki w dubletach dla NSB (préba $lepa), wzorcéw, kontroli, prébek i pomiarow TOTAL.

Wopipetowaé¢ 100 ul wzorcéw, kontroli lub prébek pacjentéw do odpowiednich probowek.
Dowolna prébka od pacjenta moze zosta¢ wpipetowana do prébowek NSB.

Wopipetowaé 200 pl znacznika (kolor czerwony) do wszystkich prébéwek.

Whpipetowa¢ 200 pl przeciwciata (kolor niebieski) do wszystkich prébéwek poza NSB i TOTAL.
Wopipetowaé 200 ul wody destylowanej do probéwek NSB.

Wymiesza¢ wszystkie probdwki na vortexie, zakry¢ parafilmem i inkubowa¢ przez 2 godziny w temperaturze 37
+1°C.

Wymiesza¢ doktadnie odczynnik separujacy delikatnie odwracajgc fiolke i doda¢ po 500 pl do wszystkich
probowek, poza TOTAL.

Wymieszac¢ wszystkie probdwki na vortexie i inkubowac przez 30 minut w temperaturze 18...25°C.

Odwirowa¢ wszystkie probdwki (poza TOTAL) przy minimum 2000 g (przy$pieszenie), w temperaturze 4...20°C
(zaleca sie 4°C), przez 30 minut.

Zekantowaé supernatant z probéwek (poza TOTAL) i wytrzgsng¢ resztki ptynu uderzajac gorg probéwek o bibute.
Pozostawi¢ probéwki odwrécone na kilka sekund w celu lepszego usunigcia ptynu. Nalezy uwazaé, aby nie
zdekantowa¢ osadu. Nie odwracaé ponownie prébéwek po ich odstawieniu. Nieudana dekantacja lub prze-
suszenie probdéwek moze byé przyczyng stabej powtarzalnosci lub nieprawidtowych wynikéw.

Zmierzy¢ wszystkie prébowki przy pomocy licznika gamma przez co najmniej 1 minutg lub do osiggnigcia 10000
zliczen w kazdej z probéwek.

Sposoéb obliczania wynikéw opisano w rozdziale "Obliczanie wynikow”.
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Streszczenie procedury
(wszystkie objetosci w pl)

Total NSB Wzorzec g%nt:ll;caﬂ?)al dana

Wpipetowac probki 100 100 100
Wopipetowac znacznik (czerwony) 200 200 200 200
Wpipetowa¢ przeciwcialo (niebieski) 200 200
Wpipetowaé wode destylowang 200

Wymieszac X X X
Inkubowaé 2 godz/37°C X X X
Whpipetowa¢ odczynnik separujacy 500 500 500
Wymieszac¢ X X X
Inkubowaé 30 min/18...25°C X X X
Wirowacé 30 min/2000 g X X X
Zdekantowaé X X X
Zlicza¢ przez 1 minute lub do 10000 zliczen X X X X

8. KONTROLA JAKOSCI

W zwigzku z prowadzonym w laboratoriach klinicznych programem zapewnienia jakosci nalezy stosowa¢ surowice kon-
trole w zakresie wartosci niskich i wysokich w stosunku do zakresu referencyjnego. Ten sposéb zapewnia monitorowanie
wydajnosci procedury.

W zestawie UniQ ICTP RIA znajdujg sie dwie surowice kontrolne: ICTP PIA Controls 1 i 2. Warto$ci oczekiwane sg podane
na osobnej ulotce dotgczonej do zestawu.

Zaleca sie, aby kazde laboratorium ustalito we wlasnym zakresie, wartosci graniczne dla stosowanych kontroli. Warto$¢
$rednia kontroli powinna miesci¢ si¢ w przedziale tolerancji podawanym przez producenta. Wyznaczenie wtasnego za-
kresu dla surowic kontrolnych powinno zosta¢ przeprowadzone w przynajmniej dwdch seriach. Po ustaleniu zakreséw
kontrolnych, nalezy przeprowadzi¢ kontrole w duplikatach dla kazdego badania.

9. INTERPRETACJA WYNIKU TESTU

Jezeli stosuje sie licznik automatyczny, zalecanym sposobem wyznaczania krzywej wzorcowej jest funkcja SPLINE. Jezeli
krzywa wzorcowa rysuje sie recznie to nalezy jg przedstawia¢ na papierze poétlogarytmicznym.

e Obliczy¢ srednig ilos¢ zliczen dla wszystkich wzorcow, probek i kontroli.

e Obliczy¢ %B/Bo ze wzoru:

o _ zliczenia dla wzorcéw lub probek — NSB
7B/Bo 0-zliczenia dla wzorcéw — NSB X100
gdzie: B jest to radioaktywno$¢ probki badanej lub wzorca, Bo jest to radioaktywno$¢ wzorca 0, a NBS to radioaktywnos$¢
prébki slepej.
o Naszkicowa¢ krzywg wzorcowg na papierze pétlogaryrmicznym z wartos$ciami %B/Bo na rzednej (0$-Y) i warto$ciami
stezenia ICTP (ug/l) wzorcéw na odcietej (0$-X).
e Odczyta¢ wartosci stezenia ICTP w prébkach badanych z krzywej wzorcowej.
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e Kazdy wynik odczytany ponizej najmniejszego wzorca powinien by¢ podany jako wartos¢ tego wzorca.

o Kazda probka, ktorej wynik odczytano powyzej najwiekszego wzorca powinna zosta¢ rozcienczona. Nastepnie
probke taka nalezy ponownie zmierzyé. Przy podawaniu wyniku takiej probki nalezy uwzgledni¢ krotno$é
rozcienczenia tzn. pomnozy¢ uzyskany wynik przez te krotnosé.

Rys.1 Typowa krzywa wzorcowa.
Ta krzywa wzorcowa jest tylko

orientacyjna.

60

%B/B,

40

20

10. OGRANICZENIA PROCEDURY

T
10

ICTP (ug/l)

Tab. 1

Obliczenie wynikéw na podstawie

przyktadowych danych.

Danych tych nie nalezy uzywac¢ do obliczania
wiasnych wynikéw testu.

Prébéwka i;‘:‘“'a ;‘;“;‘ %B/Bo '(ﬁ;"P)
Total 39445

NSB 1397

Wz. 0 17333 | 15936

Wz. 1.0 15875 | 14478 | 90.9

Wz. 2.5 14078 | 12681 796

Wz. 5.0 11215 | 9818 | 616

Wz. 10 8489 | 7092 | 445

Wz. 25 5482 | 4085 | 25.6

Wz. 50 3334 | 1937 122

Probka bad. 9494 | 8097 | 508 | 76
Prébka bad. 6046 | 4649 | 292 | 209

Wartosci ICTP ulegajg zmianom w zaleznosci od pory dnia. Najwyzsze obserwuje sig w nocy. Niewydolno$¢ nerek, poziom
filtracji klebuszkowej o wartosci 50 ml/min/1,73 m? lub mniej powoduja podwyzszenie stezenia ICTP we krwi. Watroba to
organ, ktérym prawdopodobnie odbywa sig proces metabolizmu antygenu ICTP z krwi. Wyniki ICTP, ktére miatyby stanowi¢
podstawe dla celéw diagnostycznych i/lub terapeutycznych muszg by¢ poparte innymi odpowiednimi danymi klinicznymi.

11. SPOSOB WYZNACZENIA LIMITOW
Ze wzgledu na réznice etniczne, zywieniowe i wiekowe, podane wyznaczenie limitéw moze nie dotyczy¢ wszystkich populacii.
Dlatego tez zaleca si¢ wyznaczenie wiasnych zakreséw referencyjnych w kazdym laboratorium.
Za pomoca zestawu UniQ ICTP RIA oznaczono poziom ICTP u zdrowych os6b dorostych (19-74 lata). Nastepnie obliczono
przedziaty referencji dla gérnych i dolnych granic za pomoca bezparametrowej metody zalecanej przez IFCC.
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Tabela 2 Przyktadowe zakresy norm ICTP w surowicy

Kobiety Mezczyzni
llo$¢ badanych 146 125
Srednia 3.5 g/l 3.2 pgll
Przedziat referencyjny* 2.1-5.6 pg/l 2.1-5.0 pg/l
Przedziaty ufnosci 0,90 dla dolnej granicy referencyjnej 2.1-2.4 pg/l 1.9-2.2 g/l
dla gérnej granicy referencyjnej 4.9-6.2 pg/l 4.4-5.7 pg/l

*Przedziat referencyjny = 0,025 0,975

Przedziaty referencji (ICTP) dla dzieci pochodzg od zdrowej populacji dzieci w wieku od 0 miesiecy do 18 lat (dane niepub-
likowane). Podane wartosci sg jedynie warto$ciami sugerowanymi.

Tabela 3 Typowe wartosci ICTP oznaczone w surowicy krwi u dzieci.
Grupa wiekowa Dolna granica (ug/l) | Srednia (ug/l) Goérna granica (ug/l)
0-3 m-ce 51 61 7
3-6 m-cy 23 32 40
Chtopcy i dziewczeta 6-12 m-cy 15 22 30
1-2 lata 12 16 20
2-9 lat 7 1 16
9-13 lat 8 1 15
Chtopcy 13-16 lat 10 16 23
16-18 lat 8 9 1
9-11 lat 9 12 15
. 11-14 lat 10 13 16
Dziewczeta 14-16 lat 6 10 14
16-18 lat 4 5 7

12. CHARAKTERYSTYKA ZESTAWU

Przedstawione ponizej wyniki uzyskane w firmie Aidian prezentujg typowe dane wymagane dla zestawu.

Zakres pomiarowy
1,0-50 pg/l.

Granica wykrywalnosci

Mniej niz 0.6 pg/l.

Limit iloSciowy

Przyblizone 1.8 pg/l.

Liniowosé )

Pie¢ probek surowicy o wysokim stezeniu kolejno rozcienczono pigcioma prébkami surowicy o niskim stezeniu. Sredni
odzysk 102 %.
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Metoda standardowego odzysku
Znane iloéci ICTP dodano do trzech prébek surowicy od pacjentéw z niskim stezeniem. Srednia wydajno$¢ wyniosta 109%.

Zgodnosé
Wyznaczono zgodno$¢ wewnatrz- i miedzy- seryjng, przy pomocy prébek surowicy, zawierajgcych rézne stezenia ICTP.

Tabela 4 Zgodnos¢ wewnatrz/miedzy seryjna

Zgodnos¢ wewnatrzseryjna dla 20 powtérzen Zgodnos¢é miedzyseryjna oceniana w 10 dubletach
Prébka Srednia (ug/l) CV (%) Probka Srednia (ug/l) CV (%)
1 3.3 7 4 4.3 10
2 7.8 5 5 121 8
3 45.0 5 6 24.4 8

Substancje interferujace
Bilirubina w surowicy o stezeniach < 400 pmol/l nie interferuje. Hemoglobina do stezenia 5 g/l nie interferuje. Tréjglycerydy
do stezenia 5 g/l nie interferujg. Nie zaleca sie uzywania prébek lipemicznych.

Specyficznosé

ICTP z wigzaniem tréjwalencyjnym, to antygen powodujgcy powstanie przeciwciata z determinantg antygenowg potozong
pomiedzy dwiema sekwencjami hydrofobowych, bogatymi w fenyloalanine. ICTP z uktadem tréjwalencyjnym wykazuje naj-
wigkszg immunoreaktywno$¢ z takim przeciwciatem. ICTP dwuwalencyjnie i monomeryczne tj. peptydy zawierajgce tylko
jedng sekwencje bogatg w fenyloalanine wykazujg maty stopierr immunoreaktywnoséi. Przeciwciato ICTP RIA nie reaguje
krzyzywo z antygenami uzywanymi w pozostatych testach UniQ Collagen.

13. WLASCIWOSCI ZNACZNIKA
Wzorce do zestawu kalibrowano wobec roboczego macierzystego zestawu wzorcéw, ktére przygotowano z wysoko
oczyszczonego ICTP. Warto$¢ wzorcéw ustalono metodg analizy sktadu aminokwasow.

14. UTYLIZACJA

e Zawarto$¢ usuwac zgodnie z przepisami krajowymi i lokalnymi.

o Wszystkie probki pacjenta, uzywane kuwety i probéwki do prébek nalezy traktowaé i usuwaé w sposéb odpowiedni
dla materiatu potencjalnie zakaznego.

e Materiaty radioaktywne przeznaczone do unieszkodliwienia muszg by¢ utylizowane zgodnie z obowigzujagcym pra-
wem w danym Kraju.

e Materiaty sktadnikow:
Papier: Instrukcje uzycia
Karton: Opakowanie zestawu
Plastik: fiolka po odczynniku separujgcym, wieczka fiolek
Wyroby gumowe: korki
Szkto: fiolki po radioznacznikach, przeciwciatach, kalibratorze oraz kontroli
Guma piankowa

e Jesli dostarczone odczynniki stosuje sie zgodnie z Dobrg Praktykg Laboratoryjng (GLP), wtasciwg higieng pracy
oraz niniejszg instrukcjg uzycia, nie powinny one stanowi¢ zagrozenia dla zdrowia.
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Svenska

UniQ® ICTP RIA

C-terminal telopeptide av typ | kollagen, Radioimmunassay kit

1. ANVANDNINGSOMRADE
UniQ ICTP RIA ar en kvantitativ radioimmunoanalys avsedd for bestamning av karboxyterminal tvarbunden telopep-
tid av typ | kollagen i humant serum. Enbart for in vitro diagnostik.

2. SUMMERING OCH FORKLARING

Typ | kollagen &r den mest rikligt forekommande kollagentypen i kroppen och den enda kollagentyp som férekom-
mer i mineraliserat ben, dar det utgér mer an 90 % av organisk vavnad. Dessutom férekommer typ | kollagen i mjuk
bindvav tillsammans med andra kollagentyper som typ Ill, V och VI. Ocksa i dessa vavnader ar andelen av typ |
kollagen storst.

Typ | kollagen férekommer i vavnader som fibrer, vars struktur varierar beroende pa vavnadstyp. | ben ar typ | kol-
lagenmolekylen tvarbunden via tre rester av hydroxilysine, lysin eller deras derivat. Dessa bildar en fluorescerande,
cyclisk pyridinolin-struktur och ej fluorescerande, okénda, strukturer som binder samman tre olika kollagenpolypep-
tid-kedjor. | mjuk bindvavnad, som hud, ar den huvudsakliga tvarbindningen av typ | kollagen inte fluorescerande och
innehaller histidine som en av aminosyra resterna.

ICTP ar den karboxyterminala telopeptidregionen av typ | kollagen, som ar férenad via trevalenta tvarbindningar
och som frigors vid nedbrytning av typ | kollagen. Denna peptid kan i blod pavisas som en immunkemiskt intakt dar
den kan harledas fran benresorption och nedbrytning av mjuk bindvavnad. Det har nyligen visats, att ICTP antigenet
bildas genom inverkan av t.ex. vavnadsmetalloproteinaser, som &r enzymer och medverkar i nedbrytning av vavnad
vid olika sjukdomstillstand.

Okad serumkoncentration av ICTP férekommer darfor vid tillstand férenliga med 6kad nedbrytning av benvavnad
t ex vid multipelt myelom, osteolytiska metastaser, reumatoid artrit men ocksa vid nersatt rérlighet. Eftersom ICTP
inte bildas genom fysiologisk, kathepsin-K-formedlad benresorption, ar dess koncentration mindre paverkad av t.ex.
menopaus.

3. ANALYSPRINCIP

UniQ ICTP RIAtest &r baserad pa kompetitiv radioimmunanalysprincip. En kdnd mangd av mérkt ICTP och en okand
mangd av omarkt ICTP i provet tavlar om ett begrénsat antal specifika inbindningsplatser pa en antikropp. Efter att
ha tvattat bort det obundna antigenet, ar mangden markt ICTP i provréret omvant proportionell mot mangden ICTP
i provet. Koncentrationen i okédnda prover erhalles ur en kalibreringskurva.
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4. REAGENS
UniQ® ICTP RIA, Cat. No. 68601

tr\‘lrasr:?u?lch Symbol W 100 : Hallbarhet vid 'i...s°c

g Oodppnad Oppnad
Tracer %%%;gilgi’;/itet }SiILuetgfgtgt;sdatum 6 veckor
22 ml Esiltleuetgfggsdatum 6 veckor
Kalibrator CAL | xxpgl/l 7x0.75ml tSiILuégEggsdatum 6 veckor

Kontroll

till utgangsdatum 1 vecka efter
CONTROL[#] 2x1.0mi Se etikett uppspadning

Separation Reagens

ICTP RIA till utgangsdatum

Se etikett

60 mL 6 veckor

Bruksanvisning

Reagenserna innehaller natriumazid som konserveringsédmne. Se avsnitt 5 "Varningar och forsiktighetsatgarder”.

Forberedelse av reagenser
Kontrollerna &r lyofiliserade. Alla andra reagenser ar bruksfardiga.

L
d
fl

at kontrollflaskorna anta rumstemperatur (18...25°C) innan de 6ppnas. Spad kontrollerna genom att tillsatta 1,0 ml
estillerat eller dejoniserat vatten till varje flaska. Forslut och blanda ordentligt genom att forsiktigt vagga eller vanda
askan, undvik skumbildning. Lat stéd 30 min fére anvandning.

Instabilt reagens
Forandringar av reagensets fysiska utseende eller kalibreringskurvans lutning, eller att kontrollerna inte ligger inom

u
a

tsatt omrade kan vara en indikation pa att reagenset ar instabilt. Anvand inte reagenset om du misstanker nagot
v det ovan namnda.

5. VARNINGAR OCH FORSIKTIGHETSATGARDER
Halso- och sakerhetsinformation

Endast for in vitro-anvandning.

Pipettera inte med munnen.

Alla patientprover och kontroller ska hanteras som potentiellt infektiost material.

Kontrollerna innehaller material av humant ursprung, som har testats och funnits vara negativt for antikroppar
mot humant immunbristvirus (HIV 1 och 2), antikroppar mot hepatit C-virus (HCV) och hepatit B-ytantigen (HB-
sAg). Som en forsiktighetsatgard ska produkten hanteras som om den vore ett smittférande material.
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Lyofiliserade reagenser innehaller < 1 % natriumazid (Aquatic Chronic 3). Skadliga langtidseffekter for vattenle-
vande organismer (H412). Undvik utslapp till miljon (P273). Innehallet Iamnas till kassering enligt nationell och
lokal lagstiftning (P501).

Rekonstituerade reagenser och vatskereagenser innehaller < 0,1 % natriumazid, vilket inte anses vara skadlig
koncentration.

Natriumazid frigér toxiska gaser i kontakt med syror. Azider kan reagera med metaller i avloppsrér och bilda explo-
siva @mnen. Var darfor alltid noggrann med att spola rikligt med vatten efter det att reagens har héllts ut i avioppet.
Kitet innehaller '°| (halveringstid T2 pa 60 dagar) som emitterar 35,5 keV gammastralning och 27-32 keV ront-
genstralning. Radioaktivt material som ingar i detta kit far bara tas emot, inférskaffas, innehas och anvéandas av
lakare, kliniska laboratorier, forskningsinstitut och sjukhus. Materialet far bara anvandas for kliniska tester och
laboratoretester in vitro utan intern eller extern administration av materialet eller stralning fran det till manniskor
eller djur. Allt radioaktivt material ska férvaras och hanteras enbart inom specifika darfér avsedda omraden. Inkdp,
férvaring, anvandning eller utbyte av radioaktiva produkter lyder under de lagar som géller i anvandarens land.
Undvik kontakt med hud och 6gon. Tvéatta omedelbart med rikligt med vatten om kontakt med hud uppstar och
dekontaminera enligt lokala foreskrifter for spill.

Spill fran radioaktiva material ska omedelbart torkas upp med ett rengéringsmedel och det kontaminerade ren-
goringsmaterialet ska éverforas till en behallare for radioaktivt avfall eller hanteras enligt stralsdkerhetsmyndig-
hetens rekommendationer.

Radioaktivt avfall maste bortskaffas enligt tillampliga lagar. F6lj de regler och procedurer som galler pa din institu-
tion avseende hantering, forvaring och bortskaffande av radioaktiva material.

Analytiska forsiktighetsatgarder

Anvand inte produkten efter det utgangsdatum som anges pa den yttre férpackningen.
Overskrid inte hallbarhetstiden fér dppnat reagens.
Blanda inte komponenter fran olika lotnummer och olika tester.

6. PROVTAGNING OCH FORBEREDELSER

Inga sarskilda patientférberedelser ar nédvandiga fore provtagning.

Serum tas som ett vanligt venprov, féljer de normala rutinerna fér venprovtagning. Testen kan inte utféras pa plasma-
prover.Starkt lipemiska, hemolytiska eller mikrobiellt kontaminerade patientprover ska undvikas.

Forvaring och hantering av prover

Efter provtagning lat blodet koagulera och separera serum genom centrifugering. Proverna ar hallbara 5 dagar vid
2...8°C, och under langre perioder vid —20°C. Upprepad frysning och tining av proverna bor undvikas.

Prover med hég ICTP-halt kan spadas med 0.9 % saltlésning.
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7. PROCEDUR
Se avsnitt 4 “Reagens” for en lista 6ver reagens.

Material som beh6évs men inte finns i kittet

e Pipetter (100 pl, 200 pl, 500 pl och 1000 pl) e Vattenbad (for att halla temperatur 37 +1°C)
e Tesror (polystyren) e Decanteringsrack

e Absorberande papper e Centrifug (kapacitet minst 2000 g)

e Paraffinfilm e Gamma counter

e \ortexmixer o Destillerat vatten

Instrument

Anvand en gammaraknare avsedd for matning av '%1. Utfor effektivitetsmatningar regelbundet liksom bakgrundsmat-
ningar. Regelbunden kalibrering av instrumentet rekommenderas. Se instrumenttillverkarens manual for detaljer
rérande installation, anvandning, underhall och kalibrering.

Bruksanvisning

1

Ol N ol g A W N

1
12

Lat alla reagens, kontroller och prover anta rumstemperatur (18...25°C) minst 30 minuter fére anvandning.
Mark test rér som dubbelprov fér NSB (non-specific binding), kalibratorer, kontroller, patientprover och total.

Pipettera 100 pl av kalibratorer, kontroller och patientprover i de uppmarkta réren. Ett av patientproven anvands
for NSB réren.

Pipettera 200 pl av tracer (rod) till alla ror.

Pipettera 200 pl av antiserum (bla) till alla rér utom NSB och total. Pipettera 200 ul av destillerat vatten till
NSB roren.

Blanda alla ror pa en vortexmixer, tdck med paraffinfilm och inkubera 2 timmar i 37 +1°C.

Blanda separationslésningen (PEG) ordentligt genom varsam skakning och tillsatt 500 pl till alla réren utom
totalréren.

Blanda réren pa en vortexmixer och inkubera 30 minuter i 18...25°C.
Centrifugera alla réren utom totalréren 30 minuter vid 2000 x g (minimum) i 4...20°C (4 °C rekommenderas).

Hall av supernatanten fran alla rér utom Total Counts och lat stad upp och ner och rinna av i nagra sekunder mot
absorberande papper. Kontrollera att inte precipitatet dekanteras. Vand inte roren d@nnu en gang efter det att
de vénts upp. Felaktigheter i dekanteringen kan leda till daliga dubbelvarden och felaktiga resultat.

Méat varje ror i en gammaréknare minst 1 minut eller tills 10 000 counts/rér har uppmétts.
Berdkna resultatet beskrivet i avsnittet "Berakning av resultat”.
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Analysprocedur — Kortfattad
(alla volymer anges i pl)

Total NSB Kalibratorer | Kontroll & okdnd

Pipettera prov 100 100 100
Pipettera tracer (réd) 200 200 200 200
Pipettera antiserum (bla) 200 200
Pipettera destillerat vatten 200

Blanda X X X
Inkubera 2 tim i 37°C X X X
Pipettera separationsreagens 500 500 500
Blanda X X X
Inkubera 30 min vid 18...25°C X X X
Centrifugera 30 min/2000 g X X X
Dekantera X X X
Mat 1 min eller 10 000 counts X X X X

8. KVALITETSKONTROLL

Ett internt kvalitetssakringsprogram rekommenderas for alla kliniska laboratorier liksom analys av kontroll i bade
héga och laga kalibreringsomradet for att kontrollera metodens kvalitet. Med UniQ ICTP RIA féljer tva kontroller:
ICTP RIA Control 1 & 2. Forvantade varden ses pa de separata blad som medféljer testen. Varje laboratorium bor
ha egna godkénda gransomraden for de kontroller som anvands. Medelvardet pa kontrollerna bor ligga inom det
omrade som Aidian angivit. Det rekommenderas att anvanda minst tva kit med olika tillverkningsnummer (batchnum-
mer) for att bestdmma kontrollernas grdnsomraden. Nar kontrollomradet bestédmts ska kontroller analyseras som
dubbelprov vid varje koérning.

9. BERAKNING AV RESULTAT

Vid automatisk resultatberdakning rekommenderas spline-funktions kurvanpassning. Resultat kan ocksa tas fram
manuellt pa semi-log grafpapper.

e Berdkna medelvardet av counts for alla ror (kalibratorer, prov, kontroller).

e Berdkna %B/Bo fran:

%B/By = kalibratorj eller prov counts — NSB
0-kalibrator counts — NSB

dar B ar den bundna radioaktiviteten for ett prov eller kalibrator, Bo ar den bundna aktiviteten for kalibrator 0 och
NSB for radioaktiviteten for icke-specifik bindning.

e Rita en kalibreringskurva pa semi-log grafpappret med %B/Bo vardena pa Y-axeln och kalibratorernas ICTP
koncentration (ug/L) for kalibratorerna pa X-axeln.

e Bestam ICTP-koncentrationerna pa de okanda proverna utifran kalibreringskurva.

e Prov som ger resultat under lagsta kalibratorn ska sa rapporteras

e Prov som ger resultat 6ver den hogsta kalibratorn ska spades och omanalyseras. Efter spadning maste
vardet korrigeras med spadningsfaktorn.

x 100
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Fig.1 Typisk kalibreringskurva. Tabell 1 Berédkning av typiska resultat.

Denna kalibreringskurva ar endast for Detta ar endast for illustration och far inte anvandas
illustration. som kalkylering av nagra analysresultat.
1o ) MV m- ICTP
) Rér opm ;pss %B/Bo (ﬁg “)
80 Total 39445
NSB 1397
o 60 Kal 0 17333 | 15936
g Kal 1.0 15875 14478 90.9
R 40 Kal 2.5 14078 12681 79.6
Kal 5.0 11215 9818 61.6
20 Kal 10 8489 7092 445
Kal 25 5482 4085 25.6
Kal 50 3334 1937 12.2
3 e T Okind 9494 8097 50.8 7.6
ICTP (ug/l) Okand 6046 4649 29.2 20.9

10. BEGRANSNINGAR | PROCEDUREN

ICTP vardet varierar 6ver dygnet med hdgre varden pa natten. Njurinsufficiens, glomerularfiltrationshastighet pa 50
ml/min/1,73 m? eller mindre, leder till f6rhéjd ICTP koncentration i blodet. Levern tycks inte medverka i metabolismen
av serumlCTP-antigen. Som en grund foér diagnostisk och terapeutisk beddmning maste ICTP vardet kompletteras
med andra kliniska bedémningar.

11. REFERENSOMRADEN

Etniska skillnader, kost- och aldersvariationer kan medfora att angivna referensomraden inte kan tillampas pa alla
populationer. Varje laboratorium bor darfor ta fram sina egna representativa referensomraden.

ICTP vardet for till synes friska vuxna (19-74 ar) har analyserats med ICTP RIAkit. Den non-parametriska metod som
rekommenderas av IFCC anvandes for att berdkna referensintervall och konfidensintervall fér héga och laga varden.

Tabell 2 Serum ICTP referensomrade
Kvinnor Man
Antal patientprover 146 125
Medelvarde 3.5 pg/l 3.2 ug/l
Referens omrade* 2.1-5.6 pg/l 2.1-5.0 pg/l
0,90-konfidensintervall for lagt referensomrade 2.1-2.4 g/l 1.9-2.2 pg/l
for hogt referensomrade 4.9-6.2 ug/l 4.4-5.7 pgll

* Referens intervall = 0,025 & 0,975 fraktiler

ICTP varden for barn har harletts ur en grupp friska barn i aldern O manader till 18 ar (opublicerad data).
Vardena boér endast anvandas som referens.
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Tabell 3 Typiska serum ICTP varden for barn

Alder Laga varden (ug/l) MV (pg/l) Hdga véarden (ug/l)
0-3 manader 51 61 71
3-6 manader 23 32 40
Pojkar och flickor 6-12 manader 15 22 30
1-2 &r 12 16 20
2_9ar 7 11 16
9-13 ar 8 1 15
Pojkar 13-16 &r 10 16 23
16-18 ar 8 ° 1
9-11 ar 9 12 15
Fi 11-14 &r 10 13 16
ickor 14-16 ar 6 10 14
4 5 7

16-18 ar

12. SPECIFIKA DATA FOR ANALYSEN
Resultaten som presenteras nedan harstammar fran test utférda hos Aidian och de representerar typiska data.

Matomrade
1,0-50 pg/l.

Detektionsgréans
Battre an 0.6 pg/l.

Kvantifieringsgrans
Ungefar 1.8 pg/l.

Linjaritet

Fem serumprov med hdg koncentration spaddes seriellt med fem serumprov av lag koncentration. Det genomsnitt-
liga utbytet var 102 %.

Utbyte
Kanda mangder av ICTP tillsattes till tre patientprover med lag koncentration i serum. Utbytet var med ett medel-
varde pa 109 %.

Precision
Inom- och mellanvariation bestdmdes pa serumprover med olika koncentrationer av ICTP.
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Tabell 4 Inom-/ mellanserieprecision

Inomserieprecision fran 20 replikatanalyser Mellanserieprecision fran 10 dubbelprover
Prov MV (ug/l) CV (%) Prov MV (ug/l) CV (%)
1 3.3 7 4 4.3 10
2 7.8 5 5 121 8
3 45.0 5 6 24.4 8
Interferenser

Serumbilirubin i koncentration < 400 pmol/l paverkar inte analysen. Serumhemoglobin i koncentration upp till 5 g/L
paverkar inte analysen. Triglycerider < 5 g/l interfererar inte. Analys av kraftigt lipemiska prover rekommenderas inte.

Specificitet

Antigena determinanten i antikroppen ligger inom de tva hydrofoba fenylalaninrika sekvenserna i den trivalent tvar-
bundna ICTPen. En trivalent tvérbindning &r nédvandig, eftersom den divalent tvarbundna och monomera peptider
innehallande endast en fenylalaninrik sekvens visar dalig immunreaktion. ICTP RIA antiserumet reagerar inte med
de antigener som anvéands i de andra UniQ kollagen kittena.

13. SPARBARHET
Analyten i UniQ ICTP RIA kalibratorerna &r sparbar till tillverkarens "master standard” vars varde bestdms med hjalp
av analys av aminosyrornas sammansattning.

14. AVFALLSHANTERING
e Innehallet IdAmnas till kassering enligt nationell och lokal lagstiftning.
e Alla patientprover, anvanda kyvetter och provtagningsrér ska hanteras och kasseras som biologiskt och potenti-
ellt infektiost material.
e Radioaktivt avfall maste bortskaffas enligt tillampade lagar.
e Material i komponenterna:
Papper: Bruksanvisning
Kartong: Kitets forpackning
Plast: Flaskor for serarationsreagenset, flasklock
Gummi: Proppar
Glas: Tracer, antiserum, kalibrator och kontrollflaska
Skumgummi
e Vid anvandning enligt god laboratoriepraxis, god arbetshygien samt instruktionerna i denna bruksanvisning bor
reagensen inte utgéra nagon halsofara.
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Norsk

UniQ® ICTP RIA

C-terminal telopeptide of type | collagen, radioimmunoassay

1. ANVENDELSE
UniQ ICTP RIA er en kvantitativ radioimmunoassay for bestemmelse av carboxyterminal tverrbundet telopeptid av
type | collagen konsentrasjonen i humant serum. Kun for in vitro diagnostikk.

2. OPPSUMMERING OG FORKLARING

Type | collagen er den collagen type, som det forekommer mest av i kroppen og den eneste collagen type som fore-
kommer i minerealiserte knokler, hvor den utgjer mer enn 90 % av den organiske matrix. Dessuten forekommer type
| collagen i lgst bindevev sammen med andre collagen typer sa som type Ill, V og VI. Ogsa i disse vev er andelen
av type | collagen stgarst.

Type | collagen forekommer i fiber hvor strukturen varierer beroende pa vevstypen. | knokler er type | collagen mole-
kylene tverrbundet via tre rester av hydroxylysin, lysin eller deres derivater. Disse danner en fluorescerende syklisk
pyridinolin-struktur, og ikke-fluorescerende ukjente strukturer, som binder tre forskellige collagen polypeptidkjeder
sammen. | Igst bindevev, som hud, er den viktigste tverrbinding av type | collagen ikke-fluorescerende og inneholder
histidin som en av aminosyrerestene.

ICTP er det carboxyterminale telopeptidregion av type | collagen som er bundet via trivalente tverrbindinger og
frigjeres ved nedbrydning av utviklet (mature) type | collagen. Dette peptid er pavist i en immunkjemisk intakt form i
blod, hvor det trolig er avledet fra knokkellresorpsjon og nedbrydning av Igst bindevev. Det er nylig blitt vist at ICTP
antigenet er dannet gjennom pavirkning av f.eks. matrix metalloproteinaser, som er enzymer som medvirker i ned-
brydningen av vev ved varierende patologiske forhold.

Jkede ICTP serumkonsentrasjoner forekommer ved tilstander som er forenelig med gket nedbrydning av knok-
klevev, sa som ved multiple myeloma, osteolytiske metastaser, reumatoid artrititt og f.eks. ved passivitet. Ettersom
ICTP ikke dannes gjennom fysiologisk kathepsin-K mediert knokkelresorpsjon, er konsentrasjonen mindre pavirket
av f.eks. menopause.

3. TESTPRINSIPP

UniQ ICTP RIA kit er basert pa kompetitativ radioimmunoassay teknikk. En kjent mengde merket ICTP og en ukjent
mengde av umerket ICTP i praven konkurrerer om et begrenset antall spesifikke bindingsplasser pa antistoffet. Etter
separering av fritt antigen, er mengden av merket ICTP i pravergrene omvendt proporsjonalt med mengden av ICTP
i proven. Konsentrasjonene i de ukjente prevene fas fra en standardkurve.
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4. REAGENS
UniQ® ICTP RIA, Cat. No. 68601

Komponent §;7
navn og opprinnelse Symbol 100
22 ml
Tracer Radioaktivt
< 200 kBq
Antiserum
22 ml
[ORIG[RAB| "
Kalibrator CAL | xxpg/ 7x0.75 ml

Kontroll

CONTROL H 2x1.0ml

E x

ICTP RIA
Separasjonsreagens

60 ml

Bruksanvisning

Stabilitet ved 2...8°C

Uapnet

Inntil utlgpsdato
angitt pa etiketten

Inntil utlepsdato
angitt pa etiketten

Inntil utiepsdato
angitt pa etiketten

Inntil utiepsdato
angitt pa etiketten

Inntil utlepsdato
angitt pa etiketten

Opnet

6 uker

6 uker

6 uker

1 uke etter
rekonstituering

6 uker

Reagenser inneholder natriumazid som konserveringsmiddel, se kapittel 5 “Advarsler og forholdsregler”.

Klargjering av reagenser

Kontrollene er frysetarket. Alle andre reagenser er klar-til-bruk.
La kontrollflaskene fa romtemperatur (18...25°C) fer de apnes. Rekonstituer kontrollene ved a tilsette 1,0 ml
destillert eller deionisert vann til hver flaske. Kork flaskene og vend forsiktig for & unngad skumdannelse. La sta i

30 minutter for bruk.

Forringelse av reagenser

Endringer i utseendet av reagensenes, kalibreringskurvens stigning eller kontrollverdier utenfor produsentens godkjen-
te range kan vaere en indikasjon pa ustabile reagenser. Reagenser som mistenkes a vaere gdelagte skal ikke brukes.

5. ADVARSLER OG FORSIKTIGHETSREGLER

Helse- og sikkerhetsinformasjon

Bare for in vitro-diagnose.
lkke bruk munnen ved bruk av pipetten.

All pasientpraver og kontroller skal behandles som potensielt smittefarlig materiale.
Kontrollene inneholder humant materiale som er testet og pavist fritt for antistoffer mot humant immunsviktvirus
(HIV 1 og 2), hepatitt C-virus (HCV) og hepatitt B-overflateantigen (HBsAg). For sikkerhets skyld skal kontrollene

handteres som om det inneholder smittestoffer.
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Lyofiliserade reagenser innehéller < 1 % natriumazid (Aquatic Chronic 3). Skadelig, med langtidsvirkning,
for liv i vann (H412). Unnga utslipp til miljget (P273). Indhold leveres til avhending i samsvar med nasjonal og
lokal lovgivning (P501).

Rehydrerte reagenser og reagenser i veeskeform inneholder natriumazid < 0,1 %, en konsentrasjon som betrak-
tes som ufarlig.

Natriumazid utvikler giftig gass nar det kommer i kontakt med syrer. Azider kan reagere med metall i avlapsrer og
danne eksplosive forbindelser. Opphopning av azider kan unngas ved & bruke rikelig med vann nar reagensene
temmes ut.

Settet inneholder "I (halveringstid T+ pa 60 dager), som avgir gammastraler pa 35,5 keV og rgntgenstraler
pa 27 til 32 keV. Det radioaktive materialet i dette settet kan bare tas imot, anskaffes, oppbevares og brukes
av leger, kliniske laboratorier, forskningsinstitusjoner og sykehus og kan bare brukes in vitro i kliniske tester og
laboratorietester som ikke omfatter intern eller ekstern administrasjon av materialet eller resulterende straleek-
sponering for mennesker eller dyr. Alt radioaktivt materiale skal lagres og handteres pa steder som spesifikt er
satt av til dette formalet. Kjgp, lagring, bruk og utveksling av radioaktive produkter er underlagt lovgivningen i
landet der produktet brukes.

Unngéa kontakt med huden og @ynene. Vask gyeblikkelig med mye vann ved hudkontakt og dekontaminer i hen-
hold til lokale regler for utilsiktet sgl.

Sgl som inneholder radioaktivt materiale, skal fiernes umiddelbart med rengjgringsmiddel, og det forurensede
rengjeringsmaterialet skal legges i beholderen for radioaktivt avfall eller handteres i samsvar med anbefalingene
fra myndighetene for stalevern.

Radioaktivt avfall ma avhendes i samsvar med gjeldende lovgivning. Konsulter reglene og prosedyrene som
gjelder for institusjonen, for handtering, lagring og avhending av radioaktivt materiale.

Analytiske forholdsregler

Produktet skal ikke brukes etter utlgpsdatoen som er oppfart pa emballasjen.
Ikke overskrid stabilitetstiden for apnede reagenser.
Ikke bland komponenter med forskjellig produksjonsnummer eller fra forskjellige tester.

6. PROVETAKING OR FORBEREDELSE

Det kreves ingen spesiell forberedelse av pasienten for prgvetaking.

En skal bruke serum og en normal veneprgve skal samles med vanlig brukt medisinsk etter normale forhandsregler
for venepunksjon. Testen skal ikke benyttes med plasmapregver.

Steerkt lipsemiske, haemolytiske eller mikrobielt kontaminerede patientprgver skal undgas.

Prevehandtering og lagring

Etter provetaking, la preven koagulere og separer serum ved sentrifugering. Serumprever kan lagres i inntil
5 dager ved 2...8°C og for lengre perioder ved —20°C eller lavere. Unnga repetert frysing og tining.

Prgver med haye ICTP-konsentrasjoner kan fortynnes md 0,9 % saltlasning.
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7. PROSEDYRE
Se kapittel 4, "Reagens”, for liste av reagenser.

Materialer som behgves, men som ikke finnes i kitet

e Pipetter (100 pl, 200 pl, 500 pl og 1000 pl) e Vannbad (ved 37 +1°C)
e Testror (polystyren) e Dekanteringsstativ

e Absorberende papir e Sentrifuge (minst 2000 g)
e Parafiim o Gammateller

o Vortex Mikser o Destillert vann
Instrumenter

Enhver gammateller som er i stand til & male %I kan brukes. Instrumentets telleeffektivitet og bakgrunnstall skal
regelmessig kontrolleres. Det anbefales & kalibrere instrumentet systematisk. Se i produsentens brukermanual for
instrumentet vedragrende detaljer ved installering, bruk, vedlikehold og kalibrering.

Prosedyredetaljer

1 Sarg for at alle reagenser, kontroller og prevemateriale far romtemperatur (18...25°C) fgr bruk (minst 30 min. i
romtemperatur).

2 | Merk testrarene i duplikat for NSB (ikke-spesifik binding), kalibratorer, kontroller, pasientpr@ver og totaler.

Pipetter 100 pl av kalibratorer, kontroller eller pasientprgver i egnede ror. Det er likegyldig hvilken av pasient-
prevene som pipetteres i NSB rgrene.

Pipetter 200 pl tracer (red) i alle rgrene.

Pipetter 200 ul antiserum (bla) i alle rerene unntatt i NSB og total. Pipetter 200 pl destillert vann i NSB rerene.

3

4

5

6 | Bland alle rer pa en vortex mikser, dekk med parafilm og innkuber i 2 timer ved 37 £1°C.

7 | Bland separasjonsreagenset godt ved & vende flasken opp ned og tilsett 500 pl til alle rerene unntatt totalen.
8 | Bland rgrene pa en vortex mikser og inkuber i 30 minutter ved 18...25°C.

9 | Sentrifuger alle rer unntatt totalen i 30 minutter ved 2000 ggr. (minimum) ved 4...20°C (4°C anbefales).

Dekanter supernatanten, vend rgrene opp ned og bank munningen av hvert rgr (unntatt totalen) forsiktig mot et
10 | absorberende papir. Pass pa sa ikke presipitatet dekanteres. Vend ikke rerene opp ned igjen etter at de har
vaert vendt en gang. Feil i dekantering og blotting av rer kan resultere i darlig e replika og fell verdier.

11 | Mal hvert rer med en gammateller i minst 1 minutt eller inntil 10.000 counts pr. rer har blitt akkumulert.

12 | Beregn resultatene som beskrevet i avsnittet "Beregning av resultater”.
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Testprosedyre — kortfattet
(alle volumer i pl)

Total NSB Kalibrator Kontroll & ukjendt

Pipetter prove 100 100 100
Pipetter tracer (red) 200 200 200 200
Pipetter antiserum (bla) 200 200
Pipetter destilleret vand 200

Bland X X X
Inkuber 2 timer / 37°C X X X
Pipette separation reagent 500 500 500
Bland X X X
Inkuber 30 min. / 18...25°C X X X
Sentrifuger 30 min. / 2000 g X X X
Dekanter X X X
Mal 1 min. eller 10.000 counts X X X X

8. KVALITETSSIKRING

Et internt kvalitetssikringsprogram anbefales for alle kliniske laboratorier, selv om analyse av kontrollsera bade i det
hgye og det lave referanseomradet utfgres for & kontrollere prosedyrens ytelse. UniQ ICTP RIA assay har to kon-
trolimaterialer: ICTP RIA Control 1 & 2. Forventede omradene til kontrollene er oppgitt pa et separat ark som fglger
med kitet. Det anbefales at hvert laboratorium etablerer godkjente grenseomrader for kontrollene som benyttes i
laboratoriet. Middelverdien av kontrollene bar ligge innenfor det aksepterte omradet oppgitt av Aidian. Det anbefales
a bruke minst to kit med ulike lotnummer for & bestemme kontrollenes grenseomrade. Etter at kontrollenes grense-
omrade er bestemt skal kontroller kjgres i duplikat med hvert oppsett.

9. BEREGNING AV RESULTATER
Til automatisk beregning av resultater anbefales en spline-funksjonskurve. Resultatene kan ogsa beregnes manuelt
pa semi-logaritmisk papir.
e Beregn middelverdien for alle kalibratorer, praver og kontroller.
e Calculate the %B/B, from:
kalibrator eller prgve counts — NSB x 100
0-kalibrator counts — NSB
Der B er bundet radioaktivitet til en prave eller kalibrator, Bo er bundet radioaktivitet til kalibrator 0 og NSB er
radioaktivitet til non-spesifikk binding.
e Tegn en kalibreringskurve pa semi-logaritmisk papir med verdiene av %B/Bo, pa y-aksen og ICTP konsentras-
jonen (ug/l) av kalibratorene pa x-aksen.
e Bestem ICTP-konsentrasjonene pa de ukjente pragvene ved hjelp av kalibreringskurven.
e Enhver prove som leses lavere enn den laveste kalibratoren skal rapporteres som dette.
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e Enhver prove som leses hoyere enn den hgyeste kalibratoren skal fortynnes og rettestes. Etter fortynning

ma verdiene korreleres for fortynningsfaktoren.

Fig. 1 Typisk kalibreringskurve. Tabell 1 Beregning av resultater ved bruk av typiske data.
Dataene er bare et eksempel og ma ikke brukes
til & kalkulere prgvesvar.

Denne kalibreringskurven
er bare et eksempel.
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10. PROSEDYREBEGRENSNINGER

Rer :\:n:m :lpsr; %BIBo I(ﬁ;;:)
Total 39445

NSB 1397

Kal 0 17333 | 15936

Kal 1.0 15875 | 14478 90.9

Kal 2.5 14078 | 12681 79.6

Kal 5.0 11215 9818 61.6

Kal 10 8489 7092 445

Kal 25 5482 4085 25.6

Kal 50 3334 1937 12.2

Ukjent 1 9494 8097 50.8 7.6
Ukjent 1 6046 4649 29.2 20.9

ICTP verdiene kan variere i lgpet av dagnet, resultatene kan veere hgyere om natten. Nyreinsuffisiens, glomerulus-
filtrasjonshastighet pa 50 ml/min/1,73 m? eller mindre medfgrer forhgyet ICTP konsentrasjon i blod. Det ser ikke ut

som leveren medvirker ved metabolismen av serum ICTP antigen.

Ved diagnostiske og terapeutiske beslutninger ma ICTP resultatene kompletteres med andre klinisk relevante data.

11. FORVENTEDE VERDIER

Pa grunn av etnisk, kost og aldersvariasjoner kan de angitte referansegrenser ikke anvendes til alle populasjoner.
Derfor ber hvert laboratorium etablere sine egne representative referansegrenser.
ICTP verdiene fra tilsynelatende friske voksne (19-74 ar) er analysert med ICTP RIA kitet. For & kalkulere referanse-
intervallet for den gvre og nedre grense er den IFCC anbefalte "non-parametriske metode” anvendt.

Tabell 2 Serum ICTP refarensegrenser

Antall pasientprgver

Middelverdi

Referanseintervall*

0,90-confidensintervaller for nedre referanseintervall
for gvre referanseintervall

* Referanseintervall = 0,025 & 0,975 fraktiler

Kvinner

146

3.5 g/l
2.1-5.6 g/l
2.1-2.4 pgll
4.9-6.2 g/l

Menn

125

3.2 pgll
2.1-5.0 pg/l
1.9-2.2 ug/l
4.4-5.7 pgl/l

ITCP verdier hos barn stammer fra en populasjon friske barn i alderen 0 til 18 ar (ikke publiserte data). Verdiene er

kun veiledende.
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Tabell 3 Typiske serum ICTP verdier hos barn

Aldersgrupper Lave verdier (ug/l) MV (ug/l) Hoye verdier (ug/l)
0-3 maneder 51 61 71
. 3-6 maneder 23 32 40
Gutter og jenter 6-12 maneder 15 22 30
1-2 ar 12 16 20
2-9ar 7 11 16
9-13ar 8 11 15
Gutter 13-16 ar 10 16 23
16-18 ar 8 9 1
911 ar 9 12 15
11-14 ar 10 13 16
Jenter 14-16 ar 6 10 14
16-18 ar 4 5 7

12. KARAKTERISKE EGENSKAPER
Resultatene som er vist nedenfor er typiske data oppnadd hos Aidian.

Maleomrade
1,0-50 pg/l.

Deteksjonsgrense
Bedre enn 0.6 pg/l.

Kvantiteringsgrense
ca. 1.8 pg/l.

Linearitet
Fem serumpr@ver med hay konsentrasjon ble serielt fortynnet med fem serumprgver med lav konsentrasjon. Gjen-
nomsnitt recovery var 102 %.

Utbytte
Kjent mengde av ITCP ble tilsatt til tre serumpasientprgver med lav konsentrasjon. Gjennomsnittlig utbytte
var 109 %.

Presisjon
Innen- og mellom-serievariasjoner ble bestemt pa serumprgver med forskjellige konsentrasjoner av ICTP.
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Tabell 4 Innen-serie / mellom-serie presisjon

Mellomserie presisjon ved 10 dobbelt-

Innenserie presisjon ved 20 replikater bestemmelser

Prove MV (ug/l) CV (%) Prove MV (ug/l) CV (%)
1 3.3 7 4 4.3 10
2 7.4 5 5 12.1 8
3 45.0 5 6 24.4 8
Interferenser

Serumbilirubin konsentrasjon < 400 pmol/l interferer ikke. Serumhemoglobin konsentrasjon pa opp til 5 g/l
interferer ikke. Triglycerider < 5 g/l interferer ikke. Analyse av lipemiske prgver anbefales ikke.

Spesifisitet

Antigen determinanten i antistoffet er innen de to hydrofobe fenylalaninrike sekvenser av den trivalente tverrbundne
ICTP. En trivalent tverrbinding er ngdvendig, ettersom de divalente tverrbundne og monomere peptider som inne-
holder kun en fenylalaninrik sekvens viser darlig immunreaksjon. ICTP RIA antiserumet kryssreagerer ikke med
antigener som anvendes i andre UniQ Collagen kit.

13. SPORBARHET
Analytten i UniQ ICTP RIA Calibrators er laget fra produsentens in-house kalibratorer som prepareres fra renset
ICTP med verdi bestemt ved hjelp av aminosyre komposisjonsanalyse.

14. AVHENDING
e Innholdet skal avhendes i samsvar med nasjonal og lokal lovgivning.
o Alle pasientprgver, brukte kyvetter og praveflasker skal handteres og avhendes som potensielt smittefarlig
materiale.
o Radioaktivt avfall m& avhendes i samsvar med gjeldende lovgivning.
e Materialer i komponentene:
Papir: pakningsvedlegg
Papp: esken til testsettet
Plast: Flaske med separasjonsreagens, korker til flaskene
Gummi: Gummikorkene i kontrollglassene
Glass: tracer, antiserum, kalibrator, kontrollflasker
Skumgummi
e Nar de brukes i samsvar med god laboratoriepraksis, god yrkeshygiene og instruksjonene i denne bruksanvis-
ningen, utgjer de medfelgende reagensene ingen helsefare.
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Dansk

UniQ® ICTP RIA

C-terminal telopeptide of type | collagen, Radioimmunoassay kit

1. ANVENDELSE
UniQ ICTP RIA er et kvantitativt radioimmunoassay bestemt til maling af carboxyterminal tveerbundet telopeptid af
type | collagen koncentration in humant serum. Til in vitro diagnostisk brug.

2. BAGGRUND

Type | collagen er den collagen type, som er mest forekommende i kroppen og den eneste collagen type, som fore-
kommer i mineraliseret knogle, hvor den udger mere end 90 % af den organiske matrix. Desuden forekommer type
| collagen i lgst bindevaev sammen med andre collagen typer sasom type ll, V og VI. Ogsa i disse veev er andelen
af type | collagen starst.

Type | collagen forekommer i veev i fibre, hvor strukturen varierer beroende pa vaevstypen. | knogle er type | collagen
molekylerne tveerbundne via tre rester af hydroxylysin, lysin eller deres derivater. Disse danner et fluorescerende,
cyklisk pyridinolin-struktur og ikke-fluorescerende ukendt strukturer, som binder tre forskellige collagene polypeptid-
kaeder sammen. | Igst bindevaev, som hud, er den vigtigste udviklede tveerbinding af type | collagen ikke-fluoresce-
rende og indeholder histidin som en af aminosyreresterne.

ICTP er den carboxyterminale telopeptidregion af type | collagen, som er forenet via trivalente tveerbindinger og
frigeres ved nedbrydning af modnet type | collagen. Dette peptid kan i blod pavises i en immunkemisk intakt form,
hvor det synes at vaere deriveret fra knogleresorption og nedbrydning af lgst bindevaev. Det er for nyligt blevet pavist,
at ICTP antigenet dannes gennem aktionen af f.eks. matrix metalloproteinaser, der er enzymer, og som medvirker i
nedbrydningen af veev ved varierende patologiske forhold.

Jget ICTP serumkoncentrationer forekommer ved tilstande forenelige med @get nedbrydning af knoglevaev, sdsom
ved multiple myeloma, osteolytiske metastaser, rheumatoid arthritis og f.eks. immobilisering. Eftersom ICTP ikke
dannes gennem fysiologisk, kathepsin-K medieret knogleresorption, er dets koncentration mindre pavirket af f.eks.
menopause.

3. TESTPRINCIP

UniQ ICTP RIA kit er baseret pa kompetitativ radioimmunoassay teknik. En kendt maengde af meerket ICTP og en
ukendt maengde af umzerket ICTP i prgven konkurrerer om et begreenset antal specifikke bindingspladser pa anti-
stoffet. Efter separering af det ubundne antigen, er maengden af meerket ICTP i prevergrene omvendt proportional
med maengden af ICTP i prgven. Koncentrationerne i de ukendte prgver fas fra en standardkurve.
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4. REAGENS
UniQ® ICTP RIA, Cat. No. 68601

Komponent navn
og oprindelse Symbol :; 100
22 ml
Tracer Radioactivt
<200 kBq
Antiserum
22 ml
[ORIG[RAB| "
Kalibrator CAL | xxpgl/l 7x0.75 ml
Kontrol

[CONTROL[#| | 2x1.0m

ICTP RIA
Separations-reagens

60 ml

Brugsvejledning

Stabilitet ved 2...8°C

Uabnet

Indtil udlgbsdato
markeret pa etiketten

Indtil udigbsdato
markeret pa etiketten

Indtil udigbsdato
markeret pa etiketten

Indtil udlgbsdato
markeret pa etiketten

Indtil udigbsdato
markeret pa etiketten

Abnet

6 uge

6 uge

6 uge

1 uge efter
rekonstruering

6 uge

Reagenserne indeholder natriumazid som konserveringsmiddel. Se afsnit 5 “Advarsler og forholdsregler”.

Forberedelse af reagens

Kontrollerne er lyophiliseret. Alle andre reagenser er klar til brug
Sgrg for at kontrolflaskerne har stuetemperatur (18...25°C) fer de abnes. Tilseet 1,0 ml destilleret vand til
hver af flaskerne. Luk flaskerne og ryst forsigtigt og undga at det skummer. Fegr brug, skal flaskerne hensta i 30

minutter.

Reagensforringelse

AEndringer i reagensernes fysiske udseende eller i kalibreringskurvens hzeldning eller kontrolserumveerdier, der
falder uden for det af producenten accepterede omrade, kan veere tegn pa reagensustabilitet. Brug ikke reagenser,

h

vis der er mistanke om forringet reagenskvalitet.

5. ADVARSLER OG FORHOLDSREGLER
Oplysninger om sundhed og sikkerhed

Kun til diagnostisk brug in vitro.
Undlad at mundpipettere.

Alle patientprgver og -kontroller skal handteres som potentielt smittefarligt materiale.

Kontrollerne indeholder materiale af human oprindelse, der er testet negativt for antistoffer mod human
immundefektvirus (anti-HIV 1 og 2), hepatitis C-virus (HCV) og overfladeantigener til hepatitis B-virus
(HBsAg). Kontrollerne skal som en sikkerhedsforanstaltning handteres, som om det kan vaere smittebaerende.
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e Frysetarrede reagenser indeholder < 1 % natriumazid (Aquatic Chronic 3). Skadelig for vandlevende organismer
med langvarige virkninger (H412).Undgéa udledning til miliget (P273). Indholdet bortskaffes i overensstemmelse
med nationale og lokale bestemmelser (P501).

e Rehydrerte reagenser og reagenser i vaeskeform inneholder natriumazid < 0,1 %, en konsentrasjon som betrak-
tes som ufarlig.

e Natriumazid utvikler giftig gass nar det kommer i kontakt med syrer. Azider kan reagere med metall i avigpsrer og
danne eksplosive forbindelser. Opphopning av azider kan unngas ved & bruke rikelig med vann nar reagensene
temmes ut.

o Kittet indeholder '#I (halveringstid T+ af 60 dage), som afgiver 35,5 keV gammastraler og 27-32 keV rgntgen-
straler. Radioaktivt materiale, der indgar i dette kit, ma kun modtages, erhverves, ejes og anvendes af laeger,
kliniske laboratorier, forskningsinstitutioner eller hospitaler, og ma kun bruges til kliniske test in vitro eller labora-
torietest in vitro, som ikke omfatter indvortes indgift eller udvortes anvendelse af materialet eller straling derfra
til mennesker eller dyr. Alt radioaktivt materiale skal opbevares og handteres i omrader, der er specifikt beregnet
til dette formal. Indkeb, opbevaring, anvendelse eller udveksling af radioaktive produkter skal forega i henhold til
den geeldende lovgivning i brugerens land.

e Spild af radioaktivt materiale skal straks fiernes med et renggringsmiddel, og de forurenede renggringsmaterialer
skal overfgres til en beholder til radioaktivt affald eller handteres i henhold til anbefalingerne fra de danske myn-
digheder.

e Radioaktivt affald skal kasseres i henhold til geeldende lovgivning. Der henvises til de geeldende regler og proce-
durer for virksomhedens handtering, opbevaring og bortskaffelse af radioaktivt materiale i forhold til straling.

Forholdsregler ved analyse

o Produktet ma ikke anvendes efter den udlgbsdato, der er trykt pa den ydre emballage.
o Abnede reagenser mé ikke anvendes ud over stabilitetsperioden.

e Bland ikke komponenter fra forskellige lotnumre eller fra forskellige test.

6. PROVETAGNING OG FORBEREDELSE

Der er ikke behov for seerlig forberedelse af patienten inden prgvetagning.

Der skal bruges serum, og en normal vengs blodprave skal udtages ved hjaelp af en accepteret medicinsk
teknik i overensstemmelse med de normale forsigtighedsregler for venepunktur. Analysen ma ikke udferes
med plasmaprgver.

Steerkt lipeemiske, haemolytiske eller mikrobielt kontaminerede patientprgver skal undgas.

Prevehandtering og -opbevaring

Nar prgven er udtaget, skal blodet sterkne, og serumet udskilles ved centrifugering. Serumprever kan
opbevares i op til 5 dage ved 2...8°C. Ved leengere perioder skal det opbevares ved —20°C eller derunder.
Gentagen nedfrysning og optening skal undgas.

Prgver med hgje ICTP-koncentrationer kan fortyndes med 0,9 % saltvand.
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7. PROCEDURE
Se kapittel 4 “Reagenser”, for en liste af reagenser.

Nadvendige materialer, som ikke indgar i kittet.

e Pipetter (100 pl, 200 pl, 500 pl og 1000 pl) e Vandbad (ved 37 +1°C)

e Testrer (polystyren) e Decanteringsstativ

e Absorberende papir e Centrifuge (mindst ved 2000 g)
e Paraffin film o Gammateeller

e \ortex Mixer o Distilleret vand

Instrumenter

Enhver gammatzeller som maler 2| kan bruges. Instrumentets maleegenskaber og baggrundsstralingen ber re-
gelmeaessigt checkes. Det anbefales at kalibrere instrumentet systematisk. Lees instrumentets manual for detaljer
vedrgrende installering, anvendelse, vedligeholdelse og kalibrering.

Procedure detaljer

1

W N g A~ W N

1"
12

Serg for at alle reagenser, kontroller og prevemateriale har naet stuetemperatur (18...25 °C) mindst 30 min. fer
brug.

Mzerk testrerene dobbelt for NSB (ikke-specifik binding), kalibratorer, kontroller, patientpraver og total.

Pipetter 100 pl af kalibrator, kontrol eller patientprave i de beregnede rer. Ligegyldigt hvilken af patientpreverne
kan pipetteres i NSB rgrene.

Pipetter 200 pl af tracer (red) i alle rerene.

Pipetter 200 pl af antiserum (bla) i alle rerene undtagen NSB og total. Pipetter 200 pl af destilleret vand i NSB
rgrene.

Miks alle rgr pa en vortex mixer, deekket med paraffin film og inkuber i 2 timer ved 37 £1°C.

Miks separations reagenset grundigt ved at vende reret og tilsaet 500 pl til alle rer undtagen totalen.
Miks rerene pa en vortex mixer og inkuber i 30 minutter ved 18...25°C.

Centrifuger alle regr undtagen totalen i 30 minutter ved 2000 g (minimum) ved 4...20°C (4°C anbefales).

Dekanter supernatanten fra alle rer undtagen totalerne ved samtidig inversion. After rgrerne forsigtigt mod
et absorberende materiale og lad rererne dreene et par sekunder for at fierne evt. tilbagevaerende veeske.
Veer opmaerksom pa ikke at dekantere noget af bundfaldet. Vend ikke rorerne efter de er stillet oprejst.
Fejl ved dekantering eller aftgrring af rerene kan resultere i darlig replikering og fejlagtige vaerdier

Mal hvert rer med en gammateeller i mindst 1 minut eller indtil 10.000 counts pr. rgr er opnaet.
Beregn resultaterne som beskrevet i afsnittet ‘Beregning af resultater’.

95



Testprocedure — kortfattet
(alle volumener angivet i pl)

Total NSB Kalibrator Kontrol &

Pipetter prove 100 100 100
Pipetter tracer (red) 200 200 200 200
Pipetter antiserum (bla) 200 200
Pipetter destilleret vand 200

Miks X X X
Inkuber 2 timer / 37°C X X X
Pipetter separationsreagens 500 500 500
Miks X X X
Inkuber 30 min / 18...25°C X X X
Centrifuger 30 min / 2000 g X X X
Dekanter X X X
Mal 1 min eller 10.000 counts X X X X

8. KVALITETSCONTROL

Det anbefales, at alle kliniske laboratorier har et internt kvalitetssikringsprogram. Det foreslas saledes, at analysen
af kontrolsera i bade den gverste og nederste del af kalibreringskurven anvendes til overvagning af procedurens ud-
farelse. UniQ ICTP RIA-analysen giver to kontrolmaterialer: ICTP RIA Control 1 og 2. De forventede kontrolomrader
er anfert pa et separat ark, der fglger med analysen. Det anbefales, at de enkelte laboratorier fastsaetter acceptable
omrader for de kontroller, der anvendes i det pageeldende laboratorium. Kontrollens middelveerdi skal ligge inden for
det accepterede omrade, der er fastsat af Aidian. Det tilrades at bruge mindst to forskellige kitlot-numre til kontrol-
veerditildeling. Nar kontrolomraderne er fastsat, skal kontrollerne kgres in duplo med hver analyse.

9. BEREGNING AF RESULTATER

Til automatisk beregning af resultater anbefales en "spline-funktionskurve tilpasning”. Resultaterne kan ogsa bereg-
nes manuelt pa semi-logaritmisk papir.

e Beregn middelvaerdien for alle kalibratorer, praver og kontroller.

e Beregn % B/B, fra:

%B/B, = kalibratorleller preve counts —NSB | 419
0-kalibrator counts — NSB
hvor B er den bundne radioaktivitet for en pragve eller kalibrator, Bo er den bundne radioaktivitet for kalibrator 0 og
NSB er radioaktiviteten for den ikke-specifikke binding.
e Tegn en kalibreringskurve pa semi-logaritmisk papir med % B/Bo veerdierne pa ordinaten og ICTP koncentra-
tioner (ug/l) af kalibratorerne pa abscissen.
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e Aflaes ICTP koncentrationen af de ukendte fra kalibreringskurven.

e Ethvert proveresultat lavere end den laveste kalibrering, skal rapporteres som sadan.

e Ethvert proveresultat hgjere end den hgjeste kalibrator, skal fortyndes og analyseres igen. Efter fortyn-
ding skal veerdierne korrigeres for fortyndingsfaktoren.

Fig. 1 Typisk kalibreringskurve Tabel 1 Beregning af resultater ved typiske data.
Denne kalibreringskurve er kun til illustration. Disse data er kun til illustration og ma ikke
anvendes til beregning af nogen prgve resultat.

100+ MV- cpm- o ICTP
) Ror cpm NSB %BIBo (gl

804 Total 39445

NSB 1397

Kal 0 17333 | 15936

60 «

o Kal 1.0 15875 | 14478 90.9
g ol Kal 2.5 14078 | 12681 79.6
Kal 5.0 11215 9818 61.6
Kal 10 8489 7092 44.5
201 Kal 25 5482 4085 25.6
Kal 50 3334 1937 12.2

o e — Ty Ukendt 9494 8097 50.8 7.6

1 10

ICTP (ug/l) Ukendt 6046 4649 29.2 20.9

10. BEGRANSNINGER AF PROCEDUREN

ICTP veerdierne kan variere indenfor et degn, saledes at resultaterne kan veere hgjere om natten. Nyreinsufficiens,
glomerulusfiltrationshastighed pa 50 ml/min/1,73 m? eller mindre medfaerer forhgjet ICTP koncentration i blod. Leve-
ren synes ikke at medvirke ved metabolismen af serum ICTP-antigen. Som basis for diagnostiske og terapeutiske
beslutninger, bar der ved alle enkelt testresultater komplementeres med andre kliniske relevante data.

11. REFERENCEBEGRANSNINGER

Som fglge af etniske, kostrelaterede og aldersvariationer, vil det opgivne referenceniveau ikke gaelde for alle popu-
lationer. Derfor ber alle laboratorier etablere deres egne referenceniveauer.

ICTP veerdierne fra formodentlige raske voksne (19-74 ar) er analyseret med ICTP RIA kittet. Til at kalkulere re-
ferenceintervallet for den gvre og nedre greense er den af IFCC anbefalede "non-parametriske metode” anvendt.
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Tabel 2 Serum ICTP referencegranser

Kvinder Maend
Antal patientpraver 146 125
Middelveerdi 3.5 pgl/l 3.2 ugll
Referenceinterval* 2.1-5.6 pg/l 2.1-5.0 pg/l
0,90-konfidensintervaller for nedre referencegreense 2.1-2.4 pg/l 1.9-2.2 pg/l
for @vre referencegraense 4.9-6.2 g/l 4.4-5.7 ugl/l

*Referenceinterval = 0.025 & 0.975 fraktiler

ITCP veerdier hos bgrn stammer fra en population af raske begrn i alderen fra 0 til 18 ar (ikke publicerede data).
Veerdierne er kun vejledende.

Table 3 Typiske ICTP vardier hos bern

Aldersgrupper Lave veaerdier (ug/l) MV (ug/l) Haje vaerdier (ug/l)
0-3 maneder 51 61 71
3-6 maneder 23 32 40
Drenge og piger 6-12 maneder 15 22 30
1-2ar 12 16 20
2-9 ar 7 1 16
9-13 ar 8 1 15
Drenge 13-16 ar 10 16 23
16-18 ar 8 9 1
9-11 ar 9 12 15
Piger 11-14 ar 10 13 16
9 14-16 ar 6 10 14
16-18 ar 4 5 7

12. KARAKTERISKE EGENSKABER
De nedenstaende foreliggende resultater er opnaet hos Aidian og gengiver typiske data.

Maleomrade
1,0-50 pg/l.

Detektionsgranse
Bedre end 0,6 pg/l.

Kvantificeringsgraense:
Ca. 1,8 ugll.

Linearitet
Fem hgj koncentreret serum prgver blev serielt fortyndet med fem lavt koncentreret serum praver. Prgvernes gen-
nemsnitlige genfinding var pa 102 %.
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Genvinding
En kendt maengde ICTP blev tilsat til tre lav koncentreret patient serum pregver. Den gennemsnitlige genvinding var
109 %.

Praecision
Intra- og inter-assay variationer bestemmes pa serumprgver med forskellige koncentrationer af ICTP.

Tabel 4 Intra-assay / Inter-assay pracision

Intra-assay praecision af 20 gentagelser Inter-assay pracision af 10 dobbeltbestemmelser
Prove MV (ug/l) CV (%) Prave MV (ug/l) CV (%)
1 3.3 7 4 4.3 10
2 7.8 5 5 12.1 8
3 45.0 5 6 244 8
Interferenser

Serumbilirubin koncentration < 400 pmol/l interferer ikke. Serumhaemoglobin koncentration op til 5 g/l interferer ikke.
Triglycerider < 5 g/l interferer ikke. Analyse af lipaemiske praver anbefales ikke.

Specificitet

Antigen determinanten i antistoffet er indeni de to hydrofobe fenylalaninrige sekvenser i den trivalente tvaerbundne
ICTP. En trivalent tveerbinding er nedvendig, eftersom de divalente tvaerbundne og monomere peptider indehol-
dende kun en fenylalaninrig sekvens viser darlig immunreaktion. ICTP RIA antiserummet krydsreagerer ikke med
antigener som anvendes i andre UniQ Collagen kits.

13. SPORBARHED
Malestgrrelsen (analytten) i UniQ ICTP RIA-kalibratorer kan spores til producentens fungerende kalibratorer, der er
praepareret af hgjt oprenset ICTP, hvis veerdi tildeles ved at analysere sammensaetningen af aminosyrer.

14. BORTSKAFFELSE
e Innholdet skal avhendes i samsvar med nasjonal og lokal lovgivning.
e Alle patientpraver, brugte kuvetter og haetteglas til prevetagning skal handteres og bortskaffes som potentielt
smittefarligt materiale.
o Radioaktivt affald skal kasseres i henhold til gezeldende lovgivning.
e Materiale i komponenterne:
Papir: Brugsanvisning
Karton: Zske til kittet
Plastic: Separationsreagensflasker, 1&g til flasker
Gummi: Stoppere
Glas: Tracer, antiserum, kalibrator, kontrolflasker
Skumgummi
e Huvis god laboratoriepraksis, gode hygiejnestandarder og brugsvejledningen fglges, bar de medfelgende reagen-
ser ikke udggre en sundhedsrisiko. 99
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