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DEUTSCH - Gebrauchsanweisung

IGFBP-3 RIA-CT, R11 100 Bestimmungen mit beschichteten Rohrchen

93 DE/CA40/00809/34

Testprinzip Radioimmunoassay

Dauer (Inkubationszeit) Uber Nacht (= 15h)

Tracer jodiertes natives humanes IGFBP-3, < 55 kBq

Antikorper Spezifisches, hochaffines polyklonales Antiserum

Kreuzreaktivitat mit IGFBP-1,-2,-4,-5,-6 <0,3%

Puffer 2-fach Konzentrat

Kalibrator 5 Einzelkalibratoren: 1 — 81 ug/L,
natives humanes Serum

Assay Bereich 0,8 — 24000 ug/L

Kontrolle 2 Kontrollen, gefriergetrocknet — RiliBAK Konform

Probe humanes Serum / Plasma

Erforderliches Probenvolumen 10 uL

Probenverdinnung 1:301

Analytische Sensitivitat < 0,8 pg/L

Intra- und Interassay Variation <10%

Halbmaximale Verdrangung <12 ug/L

Referenzwerte Blum W.F., Schweizer R. Insulin-Like Growth Factors and Their
Binding Proteinsxn? Ranke MB (ed.): Diagnostics of Endocrine
Function in Children and Adolescents. Basel, Karger, 2003,
pp.166-199

1 ZWECKBESTIMMUNG

Der IGFBP-3 RIA-CT R11 soll zur quantitativen Bestimmung von humanem IGFBP-3 in Serum-
und Plasmaproben verwendet werdén. Die Ergebnisse dieses Tests kdnnen in Kombination
mit Wachstumsverzdgerung und:anderen klinischen Symptomen als zusatzliche Information
verwendet werden, um Stérungen der Wachstumshormon-Achse zu beurteilen.

2 EINFUHRUNG

Die insulindhnlichen Wachstumsfaktoren (Insulin-like growth factors) IGF-1 und IGF-II sind im
Blutkreislauf an spezielle Bindungsproteine (IGFBPs) gebunden. Bisher wurden sieben
verschiedene Bindungsproteine identifiziert und als IGFBP-1 bis IGFBP-7 klassifiziert (1, 2).
Sie werden ‘von verschiedenen Geweben in unterschiedlichem Malie exprimiert und
unterliegen.©" spezifischen  posttranslationalen  Modifikationen  wie  beispielsweise
Glykosylierungen oder Phosphorylierungen. Die wesentliche Funktion der IGFBPs ist es, im
Zusammenspiel mit spezifischen Proteasen, die biologische Verfugbarkeit der IGFs zu
regulieren.

lm Blut Uberwiegt IGFBP-3. Es bildet nach der Bindung von IGF-I bzw. IGF-Il einen Komplex
mit der sogenannten saurelabilen Untereinheit (acid-labile subunit) ALS (3-5) und liegt nahezu
vollstandig in Form dieses hochmolekularen, ternaren Komplexes vor, es finden sich aber auch
geringe Mengen freies IGFBP-3 im Blut (6, 7).

Die Entwicklung spezifischer Radioimmunoassays, die IGFBP-3 auch im ternaren
Komplexverband erkennen, ermdglichte neue Einsichten in die Regulation dieses Proteins (6-
9). Demnach erwies sich IGFBP-3 als nultzlicher Parameter bei der Diagnose von
Wachstumsstérungen (7,8).

Neben dem hypophysaren Wachstumshormon (WH), auch als Somatropin bezeichnet, gibt es
noch andere Faktoren, die die IGFBP-3-Konzentration beeinflussen: Alter, sexuelles
Entwicklungsstadium, Erndhrung, Hypothyreose, Diabetes mellitus, Leber- und
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Nierenfunktion. IGFBP-3 Werte sind erniedrigt bei Unterernahrung (allerdings nicht in dem
Malde wie IGF-I), bei Hypothyreose, Diabetes mellitus und Lebererkrankungen (6-8). Erhohte
IGFBP-3 Werte konnten bei Vorliegen einer chronischen Niereninsuffizienz nachgewiesen
werden (6, 10, 11).

24-Stunden-Messungen zeigen konstante zirkadiane Konzentrationen (12, 13). Fur klinische
Belange ist der wichtigste regulierende Faktor das Wachstumshormon. IGFBP-3-
Einzelmessungen korrelieren positiv mit dem Logarithmus der spontanen Gesamt-WH-
Sekretion (8,14). Bei Patienten mit WH-Mangel sind auch die IGFBP-3 Werte erniedrigt. Nach
Gabe von WH uber mehrere Tage steigen die IGFBP-3 Konzentrationen langsam in den
normalen Bereich (7,8). Die langsame Reaktion auf WH-Konzentrationsanderungen und
konstante zirkadiane Werte wahrend taglicher WH-Gabe (13) lassen die Vermutung zu, dass
IGFBP-3 den WH-Sekretionsstatus Uber mehrere Tage widerspiegelt.

Bislang wurde vor allem die IGF-I Bestimmung flr die Diagnose von WH-Mangel bzw.
-uberschuss herangezogen. Bei dieser Methode gibt es allerdings einige Einschrankungen:

1. Bei Kleinkindern ist die IGF-I Konzentration sehr gering und erschwert se’eine genaue
quantitative Messung bei subnormalen Werten.

2. Eine erhebliche Anzahl von kleinwilichsigen Kindern besitzt trotz normaler WH-Sekretion
subnormale IGF-I Werte. Dadurch wird die Spezifitdt und Genauigkeit des IGF-I Tests zur
Diagnose von WH-Mangel eingeschrankt.

Die grolien Vorteile der IGFBP-3 Messungen verglichen mit der, IGF-I Messung sind:

1. Vor der Messung ist kein Extraktionsschritt notwendig. Diese Vereinfachung der
Testdurchfuhrung erhéht automatisch die Genauigkeit.

2. Die Referenzwerte bei Kleinkindern sind relativ hoch; so dass die Messung subnormaler
Werte verlasslicher wird.

3. Patienten mit WH-Mangel besitzen subnormale 1GFBP-3 Werte. Andererseits besitzen die
meisten kleinwuchsigen Kinder mit normaler” WH-Sekretion auch IGFBP-3 Werte im
Referenzbereich (Abb. 1). Auch bei anderenPatienten mit ausgepragtem Minderwuchs, aber
normaler WH-Sekretion, z. B. Ullrich-Turner -Syndrom oder Silver-Russell-Syndrom, sind die
IGFBP-3 Serumwerte ebenfalls normal (8). Daher kann durch die Messung von IGFBP-3 sicher
ein WH-Mangel erkannt werden (7,18)-

Bei kleinwlchsigen Kindern mit-WH-Mangel steigen die IGFBP-3 Werte wahrend der
Behandlung mit WH stetig bisin den Referenzbereich an und bleiben bei fortgesetzter
Therapie auch konstant (Abb.2). Daher ist die IGFBP-3 Messung im Serum auch geeignet,
WH-Therapien zu Uberwachen (19).
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Abb. 1 IGFBP-3 Serumwerte bei kleinwlichsigen Patienten ohne WH-Mangel: angeborene Wachstums- und
Entwicklungsverzdgerung, vererbte Kleinwiichsigkeit, intra-uterine Wachstumsverzégerung (SS: short
stature) sowie bei idiopathischem oder organischem WH-Mangel (GHD: growth hormone deficiency).
Der Referenzbereich ist durch die 5., 50. und 95. Perzentile definiert.
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Abb. 2 IGFBP-3 Serumwerte bei Kindern mit WH-Mangel vor und wahrend der Behandlung mit WH. Aufgrund
der Altersabhangigkeit wurden die Werte Uber die Standardabweichungen (SDS#»standard deviation
score) gemittelt angegeben.
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Abb. 3 IGFBP-3 Serumwerte )bei Akromegalie. Der Referenz-Bereich ist durch die 5., 50. und 95.
Perzentile definiert.

Bei normalwtchsigefy Kindern und Jugendlichen oder bei Patienten mit Sotos-Syndrom sind
die IGFBP-3 Werte normal oder leicht erhéht. Im Gegensatz dazu sind die Werte bei Kindern
mit Gigantismus™ oder Erwachsenen mit Akromegalie stark erhoht (Abb. 3) (6,15) und
normalisieren-sich nach erfolgreicher Behandlung. Daher ist die IGFBP-3 Messung auch hier
ein nitzlicher Parameter zur Diagnose von WH-Uberschuss und Uberwachung des
Behandlungserfolgs (19). Bei frihreifen Kindern sind die IGFBP-3 Werte deutlich erhoht,
wahrend sie sich bei Patientinnen mit verfrihter Thelarche im oberen Referenzbereich
bewegen (15).



3 TESTPRINZIP

Der Mediagnost R11 ist ein kompetitiver Radioimmunoassay, der auf einem spezifischen,
hochaffinen, polyklonalen Antiserum basiert, das durch die Immunisierung von Kaninchen mit
in Saugerzellen exprimierten rekombinanten IGFBP-3 gewonnen wurde. Das Antiserum
erkennt IGFBP-3 quantitativ auch im ternaren Komplex. IGFBP-3 im Kalibrator und in den
verdinnten Proben konkurriert mit dem aufgereinigten, radioaktiv markierten 125-Jod-
IGFBP-3 des Tracers um die Bindung am limitiert zur Verfigung gestellten Antiserum. Der
Assay wird in Streptavidin-beschichteten Rohrchen inkubiert. Ein Fang-Antikorper vermittelt
die Bindung zwischen dem spezifischen Antikdrper und den Réhrchen, so dass nach der
Inkubation ungebundener Tracer leicht ausgewaschen werden kann.

Die Menge des gebundenen Tracers wird Uber die Messung der Radioaktivitat bestimmt, je
niedriger das gemessene Signal, desto hdher der Gehalt an IGFBP-3 in der Probe: Die
Quantifizierung der IGFBP-3 Konzentrationen in den Proben erfolgt durch den Vergleich mit
einem Kalibrator, der eine bekannte Menge an nativem humanem IGFBP-3 enthalt.

Klinische Validierung

Die klinische Validierung (9) erfolgte durch Bestimmung der IGFBP-3-Spiegel bei einer grol3en
Zahl gesunder Kinder und Erwachsener, minderwlchsiger Kinder ohne
Wachstumshormonmangel, Madchen mit Ullrich-Turner-Syndrom, Kindern mit Silver-Russell-
Syndrom, Patienten mit WH-Mangel, Kindern mit familiarem Hochwuchs, Sotos-Syndrom,
Patienten mit Akromegalie und Kindern mit Pubertas praecox'oder verfruhter Thelarche (Tab.
1; Abb. 1, 2, 3, 5 und 6).



4 WARNHINWEISE UND VORSICHTSMARNAHMEN

Nur zur In-vitro-Diagnostik.
Nur zum Gebrauch durch Fachpersonal

e Vor Gebrauch ist die gesamte Packungsbeilage zu lesen. Der Assay ist strikt nach dem mitgelieferten
Testprotokoll durchzufiihren, verwenden Sie die gultige Version der Packungsbeilage, die mit dem Kit
geliefert wird. Seien Sie sich sicher, dieses vollstandig verstanden zu haben.

e Der Erwerb, Besitz, die Verwendung und Entsorgung des Kits unterliegen den Bestimmungen der
nationalen Aufsichtsbehérden.

e Mogliche Prazipitate in Puffern sollten vor der Verwendung durch Durchmischung und Erwarmung
aufgeldst werden.

e Reagenzien mit unterschiedlichen Lot-Nummern sollten nicht vermischt werden. Verwenden Sie keine
abgelaufenen Reagenzien.

¢ Die Reagenzien enthalten als Konservierungsmittel Na-Azid, allerdings sehr stark verdinnt (0,02 %)

e Sicherheitsdatenblatt auf Anfrage erhaltlich.

e Die Proben (Kalibratoren, Kontrollen und Patientenproben) sollten stets als Doppelbestimmung
durchgefiihrt werden. Um optimale Ergebnisse zu erhalten, ist auf genaues Pipettieren~und strikte
Befolgung des Testprotokolls zu achten.

e Bitte verwenden Sie keine abgelaufenen, offensichtlich beschadigten, mikrobiell kontaminierten oder
ausgelaufenen Reagenzien.

e VORSICHT: Der R11 enthalt Material humanen und/oder tierischen Ursprungs:'Das humane Material,
das flr die Praparation dieses Produktes verwendet wird, ist auf die Prasenz von Antikdrpern gegen
Humanes Immundefiziens-Virus (HIV | und Il), gegen Hepatitis B-Oberflachenantigen und gegen
Hepatitis C Virus gepruft und fir negativ befunden worden. Da keinTest das Vorhandensein von
infektidsen Erregern vollig ausschlieRen kann, sollten die Reagenzien wie potentiell infektises Material
gehandhabt werden.

4.1 Radioaktivitat

Vor der Bestellung oder dem Gebrauch radioaktiver Produkte ist €s’'notwendig, die Einhaltung der nationalen
Bestimmungen oder Gesetze, die deren Anwendung regeln, sicherzustellen. Ortliche Vorschriften der jeweiligen
Einrichtung, die Umgang und Verhalten im Radioaktiv-Arbeitsbereich regeln, miissen befolgt werden. Die hier
gegebenen Ratschlage ersetzen nicht die lokalen Regeln; Anweisungen oder Ausbildungen der jeweiligen
Einrichtung, ebenso wenig die Anordnungen des zustandigen Strahlenschutzbeauftragten. Es ist wichtig, die
Richtlinien der guten Laborpraxis zu erfiillen, daneben giltes die Besonderheiten im Umgang mit dem Radionuklid
Jod'? zu beachten. Jod'?® hat eine Halbwertszeit. T4#2 von 60 Tagen und emittiert 35,5 keV Gamma-Strahlung,
27 — 32 keV Rontgen-Strahlung und keine Beta-Strahlung. Effektive Abschirmung ist durch Blei mdglich, die
Halbwertschichtdicke betragt 0,07 mm Blei, ,Reduktion auf 10 % ist durch 0,2 mm zu bewerkstelligen. Zur
Reduzierung der Strahlendosis sollte die Zeit*des Umgangs mit Radioaktivitat minimiert werden (Arbeitsschritte
vorplanen), sowie die Entfernung zur Strahlenquelle maximiert werden (Verdopplung der Entfernung reduziert die
Strahlendosis auf ein Viertel). UnsachgemaRes Offnen oder Mischen von GefaRen oder Pipettieren von Lésungen
kann zur Bildung von Aerosolen, @lso Freisetzung von Radioaktivitdt in Tropfchenform, fihren und muss
vermieden werden. Der pH-Wert ¥on Lésungen, die Jod enthalten, sollte nicht im sauren Bereich sein, da dies
zur Freisetzung von flichtigem “elementarem Jod fluhren kann. Zur Reinigung kontaminierter Flachen und
Ausristung alkalische Natriumthiosulfatiésung mit Papier-, Zellulosewischtlichern verwenden. Einige Jod-
Verbindungen kénnen durch Gummihandschuhe diffundieren, deshalb sollten zwei Paar oder Polyethylen- und
Gummihandschuhe getragen werden.

4.2 Erste-Hilfe MaBnahmen:

e Nach Hautkontakt. Nach Berihrung mit der Haut mindestens 15 Minuten mit gentigend Wasser
abwaschen. Kontaminierte Kleidung und Schuhe wechseln. Arzt rufen.

e Nach Augenkontakt. Nach Berlihrung mit den Augen mindestens 15 Minuten mit genigend Wasser
spulen. Ausreichende Spulung durch Spreizung der Augenlider sicherstellen. Arzt rufen.

o\~ Nach Verschlucken: Nach Verschlucken, Mund mit Wasser ausspulen, vorausgesetzt die Person ist bei
Bewusstsein. Sofort einen Arzt zuziehen.

¢ Beim Umgang mit radioaktivem und potentiell infektidsem Material missen folgende Richtlinien befolgt

werden:

Das Material sollte in speziell ausgewiesenen Bereichen gelagert und verwendet werden.

Essen, Trinken und Rauchen ist in diesem Bereich verboten!

Niemals mit dem Mund pipettieren!

Direkter Kontakt mit diesem Material muss vermieden werden! Deshalb Laborkleidung und

Einmalhandschuhe tragen.

e Verschittete Reagenzien missen sofort aufgewischt und kontaminierte Flachen und Gerate mit einem
geeigneten Detergens gereinigt werden.

e Unbenutzte radioaktive Materialien und radioaktiver Abfall missen entsprechend den Empfehlungen
der nationalen Aufsichtsbehérden gelagert werden.



5 PROBEN

5.1 Probenmaterial
Serum und Plasma
Serum und Heparin-/EDTA-/Citrat-Plasma ergeben vergleichbare Werte.

5.2 Probenentnahme

Das Blut zur Probengewinnung mittels standardmaRiger Venenpunktion entnehmen.
Hamolytische Reaktionen und ikterische und lipamische Proben sind zu vermeiden.

5.3 Erforderliches Probenvolumen:
10 uL

5.4 Probenstabilitat

In fest verschlieBbaren, geeigneten Probengefalen

e Lagerung bei 20-25°C:  max. 3 Tage
e Lagerung bei -20°C: mind. 2 Jahre
e Frier-/Tau-Zyklen: max. 10

Die Lagerung von Proben Uber einen Zeitraum von 2 Jahren bei -20°C zeigte keinen Einfluss
auf den Messwert. Einfrieren und Auftauen der Proben sollie minimiert werden. 10 Frier-/Tau-
Zyklen zeigten keinen Einfluss auf Proben.

IGFBP-3 Konzentrationen bleiben in unverdunnten Proben selbst bei erhdhter Temperatur
normaler und diverser klinischer Situationen stabil."Verdinnt hingegen ist die Stabilitat der
Proben stark herabgesetzt (n6tige Vorsichtsmafdnahmen siehe Kapitel Probenverdinnung).

5.5 Interferenz

Wenn die Proben wie empfohlen verdidnnt werden, haben weder Triglyceride noch Bilirubin,
Hamoglobin oder Biotin bis zu Konzéntrationen von 100 g/L, 200 mg /L, 5 g/L bzw. 3 pg/mL
einen signifikanten Einfluss auf die-Messung von IGFBP-3 in menschlichem Serum.

5.6 Probenverdinnung

e Empfohlene Verdiunnung: 1:301 mit Verdinnungspuffer 1xDB
Beispiel: 10 yL Probe werden zu 3 mL Verdinnungspuffer 1xDB gegeben (Verdinnung
1 zu 301) und sofort gut gemischt.

e WICHTIG: Da IGFBP-3 in verdunnten Losungen relativ instabil ist, bitte nur gekuhlten,
moglichst eiskalten Verdinnungspuffer 1xDB verwenden. Die Probe nach Zugabe in
denVerdunnungspuffer 1xDB sofort gut mischen. Die Zeit zwischen Probenverdiinnung
und Inkubation des Assays bitte mdglichst kurz halten, d.h. verdunnte Proben
schnellstens weiter bearbeiten.

e Die Verdunnungen der Kontrollen M und N sollten in gleicher Weise wie die der
Proben erfolgen.
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6 MATERIALIEN

6.1 Inhalt der Testpackung

Die im Kit gelieferten Reagenzien und beschichteten Rdhrchen sind ausreichend fur 100
Bestimmungen einschlieBlich der Kalibrationskurve.

2xDB Verdunr}ungspuffer, 2fach Konzentrat 1x 125 mL
blau gefarbt
R Fang-Antikorper, anti-Kaninchen IgG, Biotin-konjugiert, lyophilisiert 1x5,5mL
S Spemﬂgpher Antikorper, Kaninchen-anti-hIGFBP-3, lyophilisiert, 1x5,5mL
blau gefarbt
Tracer: '251-IGFBP-3, lyophilisiert,
C | <1,5 uCi oder < 55 kBq, rot gefarbt Txg¥mL
i Kalibratoren, lyophilisiert (natives humanes IGFBP-3),
F-J Konzentrationen auf den Etiketten in ng/mL 3 x 500 uL
Hohe Kontrolle, lyophilisiert,
M (humanes Serum): Konzentration siehe Zertifikat. 1x100 uL
Niedrige Kontrolle, lyophilisiert,
N (humanes Serum): Konzentration siehe Zertifikat. 1x100 uL
Rohrchen, .
T beschichtet mit Streptavidin 100 Rohrchen
I:E] Packungsbeilage 1x
Qualitatszertifikat 1x

6.2 Nicht mitgelieferte, benotigte Materialien

o Kaltes entmineralisiertes Wasser oder destilliertes Wasser (Aqua destillata) 125 mL
(A. dest.)

e Graduierter Messzylinder,
Pipetten: 10 mL, 500;uL, 100 pL und 10 pL
50 pL-, 100 pL-, und 500 uL- Multistepp-Pipetten

Vortex-Mixer

Schuttler empfohlen
Absaugeinrichtung empfohlen
Gammazahler

1"



7 TECHNISCHE HINWEISE

7.1 Lagerbedingungen

Nach Erhalt sollte der Test-Kit bei 2-8°C (rekonstitutierte Reagenzien bei -20°C) bis zum
Verfallsdatum gelagert werden. Wiederholtes Einfrieren und Auftauen ist zu vermeiden.

Die Haltbarkeit der getffneten Reagenzien entspricht der Tracer C Haltbarkeit.

7.2 Vorbereitung der Reagenzien

Es sollte sichergestellt sein, dass die lyophilisierten Materialien vollstandig rekonstituiert
werden. Hierfur empfiehlt es sich, die Flaschchen mit Lyophilisaten vor dem ersten Offnen
senkrecht gehalten einmal auf eine feste Unterlage aufzustol3en, damit sich die Lyophilisate in
unteren Bereich der Flaschchen sammeln. Nach Zugabe des Verdinnungspuffers:-1XDB
sollten sie eine halbe Stunde bei 20-25°C stehen und anschliel3end kraftig mit einem Vortex-
Mixer durchmischt werden. Dies gilt vor allem fir die Kontrollen M und N!

Eventuell sichtbare Rickstande auf den beschichteten Rohrchen T sind produktionsbedingt
unvermeidbar — die Funktion ist nicht beeintrachtigt.

2xDB 125 mL auf 250 mL mit gekihltem A. dest. aufflllen
(—Verdunnungspuffer 1xDB)

C In 11 mL Verdunnungspuffer 1xDB rekonstituieren.

R In 5.5 mL Verdinnungspuffer 1xDB rekonstituieren.

S In 5.5 mL Verdunnungspuffer 1xDB rekonstituieren.

F-J Jedes Rohrchen in 500 pL Verdunnungspuffer 1xDB rekonstituieren.

Mund N Jedes Roéhrchen in 100 pL Verdiinnungspuffer 1xDB rekonstituieren.
Sicherstellen, dass lyophilisiertes Material vollstandig rekonstituiert ist.
Verdunnung entsprechend der Probenverdiinnung (z. B. 1:301)

Die Proben (Kalibratoren, S-Kontrollen und Patientenproben) sollten stets als
Doppelbestimmung durchgefithrt werden. Um optimale Ergebnisse zu erhalten, ist auf
genaues Pipettieren und strikte Befolgung des Testprotokolls zu achten.

12



8 TESTDURCHFUHRUNG

2x Konzentrat

Vorbereitung der Rekonstitution: Verdiinnung:
Reagenzien:

Verdiunnungspuffer Vor_yenNendung 1:2 mit
2xDB - gekihltem A. dest.

— Verdunnungspuffer 1xDB

C Tracer in 11 mL Verdinnungspuffer 1xDB -
R Fang- in 5,5 mL Verdinnungspuffer 1xDB -
S Spezifischer in 5,5 mL VerdlUnnungspuffer 1xDB -
F-J Kalibratoren in je 500 uL Verdinnungspuffer 1xDB -
M+N | Kontrollen in je 100 L Verdunnungspuffer 1xDB 1:301 mit kaltem

Verdlinnungspuffer 1xDB

Die rekonstituierten Reagenzien sollten ca. 30 min bei 20-25°C stehen und
anschlieBend kraftig mit einem Vortex-Mixer durch-mischt werden. Dies gilt -
vor allem fur die Kontrollen M und N!

Probe mit kaltem Verdiinnungspuffer 1xDB z. B. 1:301 verdiinnen,
sofort mischen + schnell verarbeiten.

Testdurchfiihrung in Doppelbestimmung

1xDB, F-J R S
Nr. der Inhalt M, N (Fang (Spezifischer c
Roéhrchen | der Réhrchen Proben Antikérper) Antikérper) (Tracer)
1/2 Gesamtaktivitat TC - - - 100 uL
Verdlinnungspuffer 1xDB = B
3/4 Unspezifische Bindung NSB 150l 1xRE S0 uL 100 L
Verdinnungspuffer 1xDB =
5/6 Nullkalibrator BO 100 pyLo>1xDB 50 pL 50 uL 100 pL
7-16 Kalibratoren 100uL  F-J 50 pL 50 yL 100 uL
17118 Verdiinnte hohe Kontrolle 100uL ™M 50 pL 50 pL 100 uL
19/20 Verdinnte niedrige Kontrolle 100uL N 50 pL 50 pL 100 pL
21/22 Verdunnte Probe 1 100 uL 50 pL 50 pL 100 uL
23/24 Verdinnte Probe 2 100 pL 50 pL 50 pL 100 pL
etc.
Farbung Farbung Farbung Farbung
Farbe nach Zugabe hellblau hellblau | bldulicher | violett

Nr.: 1, 2 bis zum Zahlen der Aktivitat beiseite stellen

Wochenende) bei 2-8°C inkubiert werden.

Inkubation, Ubernacht bei 20-25°C, mindestens 15 Stunden, unter Schiitteln 350 upm
Alternative ohne Schiittler: die Proben miissen mit dem Vortexer gut gemischt werden. Dann kann
ebenfalls iiber Nacht bei Raumtemperatur (mit geringerer Bindung) oder fiir 2 Tage (bzw. iiber das

Flissigkeit vollstdndig dekantieren oder absaugen,
dabei die Beschichtung der Réhrchen nicht beschadigen.

Waschen durch Zugabe von je 500 pL Verdinnungspuffer 1xDB

Flussigkeit vollstandig dekantieren oder absaugen (s.o.)

Aktivitat aller Rohrchen mit einem Gammacounter zdhlen.
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9 QUALITATSKONTROLLE

GLP erfordert, dass mit jeder Kalibrationskurve Kontrollen mitgefuhrt werden. Um eine
ordnungsgemale Durchfihrung zu gewahrleisten, sollte eine statistisch signifikante Anzahl
der Kontrollen untersucht werden, um Mittelwerte und akzeptable Bereiche zu ermitteln.

Alle Kit-Kontrollen miissen innerhalb der zuldssigen Bereiche, die auf dem QC-Zertifikat
angegeben sind, gefunden werden. Wenn die Kriterien nicht erfullt sind, ist der Test ungultig
und sollte wiederholt werden.

10 AUSWERTUNG
10.1 Erstellung der Kalibrationskurve

Die bereitgestellten Kalibratoren enthalten folgende IGFBP-3-Konzentrationen:

Kalibrator F G H | J
ng/mL 1 3 9 27 81

1) Ermittlung des Aktivitats-Mittelwertes (MW) der Doppelbestimmungen (entspricht der
Bindung B).

2) Ermittlung des Aktivitats-Mittelwertes (MW) der Rohrchen 3 und{4 (unspezifische Bindung
NSB). Dieser Wert wird von den Mittelwerten der Ubrigen: Bestimmungen abgezogen
(entspricht den korrigierten B-Werten).

3) Der so korrigierte Mittelwert des Nullkalibrators (Réhrchen 5 und 6) ergibt BO.

4) Berechnung der relativen Bindung durch Division derKorrigierten B-Werte durch BO: %B/B0
= B/B0 x 100 %.

5) Auftragen von %B/B0 gegen die Konzentrationen der Kalibratoren in halb-logarithmischem
oder logit-log Mal3stab auf Papier oder Auswertung per Computerprogram.

10.2 Qualitatskriterien

Unspezifische Bindung: Spezifische Bindung:

Qualitatskriterium: %NSB/TC < 5 % | Qualitatskriterium: %BO0/TC > 15 %

Beispiel-Berechnung mit den unteren exemplarischen Daten:

NSB/TC x 100 % (BO-NSB)/TC x 100 %

243,5 cpm / 19563,3 cpm x 100 % (7792,5 cpm — 243,5 cpm) / 19563,3 cpm x 100 %
=1,2% NSB/TC < 5% = 38,6 % BO/TC > 15%
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10.3 Typische Ergebnisse

Die exemplarischen Daten und die Kalibrationskurve in der Abb. 4 konnen nicht fur die
Berechnung der Testergebnisse genutzt werden!

Fir jeden Test muss eine eigene Kalibrationskurve mitgeflihrt werden.

Beispiel TC NSB BO F G H | J
cpm 19563,3 243,5 7792,5 6992,5 5630,4 3696,5 1963,2 1084,6
%B/B0 - - - 89,40 71,36 45,74 22,78 11,14
ng/mL - - - 1 3 9 27 81
100% | B/IBO
90%
80%
70%
60%
50%
40%
30%
20%
10%
0%
10  Conc[ng/mL] 10.0 100,0

Abb. 4: Exemplarische Kalibrationskurve

10.4 Bestimmung der Probenkonzentration

Die Konzentrationswerte (Abszisse), die einem bestimmten %B/B0O-Wert der Probe

entsprechen, werden wie-im folgenden Beispiel abgelesen:

mittlere cpm der NSB-Rdhrchen: 243,5 cpm
mittlere cpm des Nullkalibrators BO: 7792,5 cpm
mittlere cpm der-Probe: 3542,6 cpm

%B/B0 = (Proben cpm - NSB) / (B0 - NSB) x 100

= (3542,6.-243,5) / (7792,5 — 243,5) x 100 %

=0,4370-x 100 %

= 43,70 %
Flr-einen 43,70 %-Wert auf der y-Achse (Ordinate) ergibt sich 9,699 ng/mL auf der x-Achse
(Abszisse). Dieser Konzentrationswert, der graphisch oder mit Hilfe eines Computer-
programms ermittelt wurde, wird mit dem Verdiunnungsfaktor (z. B. 301) multipliziert.

Beispiel: 9,699 ng/mL x 301 = 2919 ng/mL bzw. 2,92 mg/L

15



11 EINSCHRANKUNGEN

Die diagnostische Sensitivitat und Spezifitdt bei der Anwendung der 5. Perzentile als
Grenzwert liegen bei 97 bzw. 94 % (9, Seite 156). Die entsprechenden Vorgaben der
nationalen Leitlinien zur Diagnostik des Wachstumshormonmangels mussen berucksichtigt
werden (Bspw. 20, S2e-Leitlinie 174/002 oder AHRQ Evaluation and treatment of adult growth
hormone deficiency, NGC 008703).

IGFBP-3-Spiegel hangen in erster Linie von der Wachstumshormonsekretion ab. Aber auch
eine Reihe anderer Faktoren, wie Erkrankungen und Normvarianten des Wachstums konnen
mit einer Verminderung der Konzentrationen von IGF-I und/oder IGFBP-3 einhergehen. Hierzu
gehoren u. a. die Hypothyreose, ein Mangel an Sexualhormonen bei Hypogonadismus, die
konstitutionelle Verzogerung von Wachstum und Pubertat, eine akute oder chronische
Mangelernahrung, chronische organische Erkrankungen, schwere Leberfunktionsstorungen,
eine Adipositas, ein schlecht eingestellter Diabetes mellitus sowie eine> sekundare
Wachstumshormon-Resistenz im Rahmen anderer Erkrankungen (9). IGFBP-3 Spiegel
kdnnen ebenso bei chronisch-entzundlichen und malignen Erkrankungen erniedrigt sein.

Erhohte Werte treten bei eingeschrankter Nierenfunktion und vorzeitiger,Pubertat auf.

In klinischen Situationen, die mit Hyperprolaktinamie einhergehen>-oder bei Patienten mit
Craniopharyngeom, koénnen gelegentlich trotz bestehenden  Wachstumshormonmangels
normale IGFBP-3-Werte auftreten.

In einigen physiologischen (z. B. Schwangerschaft) oder<pathologischen Situationen kann
IGFBP-3 durch spezifische Proteasen zu niedermolekularen Fragmenten abgebaut werden
(16,17), die sich auf das IGFBP-3-Muster im Westernblot auswirken und im RIA mit seinem
spezifischen polyklonalen Antiserum zu einem erhéhten Ergebnis fuhren konnen.
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12 REFERENZWERTE

Die IGFBP-3-Spiegel sind bei Kindern stark altersabhangig. Bei Erwachsenen ist dieses
Phanomen weniger ausgepragt. Die Referenzbereiche der verschiedenen Altersgruppen, die
log-normal verteilt sind, sind in Tab. 1 durch Perzentilen angegeben und in Abb. 5 und 6 sind
diese Werte graphisch dargestellt als 0,1., 5., 50. und 95. Perzentile.

Jedem Labor wird empfohlen, eigene Referenzbereiche fur die entsprechende Population zu
erstellen.

Tab. 1 IGFBP-3 Serumkonzentrationen gesunder Probanden in  Abhangigkeit vom Alter.

Zwischen dem 7. und 17. Lebensjahr wurden die Daten nach Geschlecht getrennt ausgewertet, weil bei den
Madchen der Anstieg der Serumkonzentrationen wahrend der Pubertat meistens 2 Jahre friher erfolgt.

Perzentilen
Altersgruppe 01 1 5 10 20 30 40 50 60 70 80 90 95 99
0-1 Woche 0.25 033 042 048 057 064 070 077 0.85 093 1.05 123 141 1.81
1-4 Woche 049 062 0.77 086 099 110 119 129 140 152 1.68 193 ‘2116 268
1-3 Monate 0.55 0.70 0.87 098 113 125 136 148 161 175 194 223,252 314
3-6 Monate 0.64 080 098 1.10 125 138 1.49 161 174 188 207 237 265 3.24
6-12 Monate 071 088 1.07 1.19 135 148 160 172 1.85 200 219 9249 276 3.36
13 Jahre 1.02 121 141 153 169 182 194 205 217 231 248.5°274 298 347
3-5 Jahre 108 1.30 152 166 1.84 199 212 225 239 255 275 305 3.33 3.91
5-7 Jahre 119 142 166 1.81 201 216 230 244 259 276, 297 329 359 42

7.9 J  Jungen/ 1.25 1.48 1.73 188 2.07 222 236 250 265 2381 3.02 333 3.61 422
° Madchen (136 1.61 1.88 2.04 225 242 257 272 288 306 3.28 3.62 3.94 458

9-11 J, Jungen/ 147 173 199 215 236 252 266 281 2.96<.3.14 335 367 397 457
" Médchen | 1,56 1.90 2.20 2.38 2.62 280 296 3.13 3.300"3.50 3.75 4.11 445 5.16

Jungen/ [ 1.58 1.88 219 238 263 282 3.00 3.18 -3.37 3.58 3.84 425 462 539
Médchen | 1,62 1.90 2.24 246 2.74 297 317 3.38,-°3.60 3.85 4.17 465 510 6.02

1315, Jungen/ |1.62 189 224 246 276 299 320 342 365 391 424 475 522 620
" Madchen [ 1,69 2.03 2.39 2.61 291 3.14 335 0356 379 4.04 436 485 530 6.24

Jungen/ | 1.70 2.02 236 257 284 3.05 3.25" 344 3.65 3.88 417 461 5.01 586

11-13 J.

15-17J- Madchen 1.62 193 226 246 2.73 293 3142 331 351 374 4.02 445 485 5.67
17-20 J. 1.58 190 224 245 272 294 313 333 354 378 4.07 453 495 583
20-30 J. 1.55 1.86 2.20 241 2.68 290, 3.09 329 350 374 404 450 492 580
30-40 J. 144 175 2.08 229 256 <278 298 318 339 364 395 442 486 5.78
40-50 J. 1.38 168 2.01 221 248x.2.69 2.88 3.08 3.29 353 383 429 472 563
50-60 J. 1.34 164 196 216 242 263 283 302 323 346 376 422 465 555
60-70 J. 128 158 190 210~2:37 258 278 298 319 344 375 423 467 562
70-80 J 120 150 1.81 2.00,72.27 247 267 287 3.08 332 362 409 452 550
>80J 113 143 173 492 219 239 259 279 3.00 323 354 400 444 545
Die Serumkonzentrationen sind in mg/L-angegeben Mit IGFBP-3-RIA gemessen (Blum et al. 1990)
Die Werte fur Uber 70-Jahrige sind extrapoliert.
Serumkonz. nach Alter Kinder und Jugendliche

+ |GFBP-3 (mg/1)

IGFBP-2 (mg/)

. : ‘ 0 -
00 10 20 30 40 50 60 70 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
Alter (Jahre) Alter (Jahre)

Abb. 5: Altersabhangiger Normalbereich Abb. 6: Normalbereich bei Kindern und Jugend-

der IGFBP-3-Spiegel (dargestellt als lichen (Madchen — , Jungen -----—- }

0,1., 5., 50. und 95. Perzentile)
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13 ASSAY EIGENSCHAFTEN UND VALIDIERUNG

13.1

Die Sensitivitat wurde durch 16-fache Messung der BO in einem Test bestimmt, daraus wurde
die 2-fache Standardabweichung berechnet und vom BO-Mittelwert abgezogen. Die
Konzentration des resultierenden %B/B0O wurde rekalkuliert und ergab eine analytische
Sensitivitat von < 0,8 ug/L.

Sensitivitat

13.2

Die Spezifitat des Testsystems wurde durch Untersuchung des Einflusses von homologen
Proteinen untersucht, anderen IGFBPs. Es wurde nachgewiesen, dass keines der getesteten
IGFBPs signifikant mit den verwendeten Antikdrpern interferiert, siehe Tabelle 2.

Spezifitat

Tabelle 2 Spezifitdt. Die Kreuzreaktivitit mit homologen IGFBPs.
Rekombinante IGFBPs wurden in Verdinnungspuffer zugesetzt und die
Signalintensitat im Mediagnost IGFBP-3 RIA-CT, R11 gemessen.

rekombinante IGFBP-3 Kreuzreaktivitit
IGFBP [ng/mL] [%]
[ng/mL] gemessen
IGFBP-1 1000 1,128 0,11
IGFBP-2 1000 0 0
IGFBP-4 1000 0 0
IGFBP-5 330 0,88 0,27
IGFBP-6 1000 0,022 0,00
13.3 Prazision

Intra-Assay-Varianz

Vier Proben wurden finf Mal im gleichenrAssay gemessen. Der Variationskoeffizient (VK)
betragt immer deutlich < 10 % (Bereich-hier: 1,49 — 4,36%), siehe Tabelle 3.

Tabelle 3 Intra-Assay Variation

IGFBP-3 Mittelwert ag:f;gf‘:fn'g VK Anzahl

[ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [%] [n]
Probe 1 | 3921 | 3988 | 3921 | 3855 | 3844 3906 58,35 1,49 5
Probe 2 | 1307 | 1250-11198 | 1268 | 1285 1262 41,32 3,28 5
Probe 3 | 2993 | 2837 | 2965 | 2693 | 2965 2891 125,97 4,36 5
Probe 4 | 4541 [-4515 | 4255 | 4292 | 4342 4389 130,91 2,98 5

Inter-Assay Varianz

Sechs Serum Proben wurden in unabhangigen Tests mit verschiedenen Kit-Lots im Zeitraum
von-drei Jahren gemessen. Der Variationskoeffizient betrug immer < 10 % (Bereich hier: 4,59
—.6,66%). Die beispielhaften Ergebnisse sind in der Tabelle 4 dargestellit.

Tabelle 4 Inter-Assay Variation. Sechs Proben wurden wiederholt in mehreren Kit-Lots wahrend den letzten
drei Jahren gemessen.

Probe 1 Probe 2 Probe 3 Probe 4 Probe 5 Probe 6
Mittelwert | [ng/mL] | 1690,83 | 162850 | 335048 | 351223 | 309757 | 3071,89
Stt)?/\?:ii;\i-ng [ng/mL] 111,72 108,40 185,04 161,37 147 82 151,90
VK [%] 6,61 6,66 5,52 459 477 4.94
Anzahl ] 68 70 47 35 23 22
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13.4 Linearitat

Die Linearitat des R11 wurde mit Verdunnungsreihen von verschiedenen Serumproben und
Messung der IGFBP-3-Konzentration getestet. Ergebnisse siehe Abbildung 8.

Proben konnen in einem breiten Verdunnungsbereich entsprechend den Anforderungen der
experimentellen Einstellung eingesetzt werden.

Wir empfehlen eine Verdinnung von 1:301 (0,00332).

60 -

R?=0,9996
50 -

R2 = 0,9990
40 -

R?=0,9977
30 -

20 A

IGFBP-3 [pg/L]

Sampl
el

0 0,005 0,01 0,015
Dilution [1/Dilution Factor]

Abb. 8 Linearitat der Probenverdiinnung. Drei Proben mit
unterschiedlichen Konzentrationen an IGFBP-3 wurden
verdinnt und die IGFBP-3 Konzentrationen in den jeweiligen
Verdlinnungen bestimmt.

13.5 Interferenz

Die Beurteilung des Einflusses von hamolytischen, ikterischen und lipamischen Proben
erfolgte durch ein kinstliches System. Exemplarisch wurden finf humane Serumproben mit
Triglyceriden (bis zu 100 g/L), Bilirubin (bis zu 200 mg/L) und Hamoglobin (bis zu 5 g/L)
angereichert und IGFBP-3 in den angereicherten und nicht angereicherten Proben gemessen.
Die Untersuchung der Biotin-Interferenz wurde mit drei Serumproben durchgefuhrt, die mit
unterschiedlichen Konzentrationentvon Biotin bis zu 3000 ng/ml angereichert wurden. Es
wurde kein signifikanter Einflusscdieser potenziell stérenden Substanzen festgestellt (Tabelle
5). Dies kann jedoch von der.individuellen Probe abhangen, weshalb hamolytische, ikterische
und lipamische Proben vermieden werden sollten.

Tabelle 5 IGFBP-3-Messungen in kiinstlich angereicherten Proben. Dargestellt ist die
relative Wiederfindung.von IGFBP-3 im Vergleich zur nicht angereicherten Probe.

Triglyceride | Bilirubin Hamoglobin | Hdmoglobin | Biotin

100 mg/mL | 200 pg/mL | 1 mg/mL 5 mg/mL 3000 ng/mL
Serum 1 104 90 83 - 111
Serum @ 97 88 108 - 111
Serum 3 79 89 129 105 103
Serum 4 93 97 137 109 -
Serum 5 - 100 128 103 -

13.6 Richtigkeit / Assay Kalibrierung

Als der Assay entwickelt und charakterisiet wurde, stand kein internationales
Kalibratormaterial zur Verfligung. So wurde das Serum gesunder Blutspender gepoolt und die
IGFBP-3-Konzentration gemessen. Diese urspringliche Kalibrierung wurde fur die Evaluation
von Referenzwerten verwendet (Blum et al. 1990).

Aufgrund der Instabilitat des Analyten und der unterschiedlichen Glykosylierung ist bis heute
(2016) kein gultiges Referenzmaterial fur immunologische Assays verfugbar.
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Die Mittel, um die Richtigkeit und Spezifitat des Mediagnost IGFBP-3 RIA-CT, R11 zu
uberprufen sind direkte Vergleiche mit anderen Testsystemen sowie Ergebnisse externer
Qualitatsbewertungsprogramme. Beide Ansatze wurden und werden verwendet, um die
Validitat des Mediagnost IGFBP-3 RIA-CT nachzuweisen.

13.7 Externe Qualititsbewertung

Mediagnost und einige Mediagnost-Kunden nehmen an der EQA (External Quality Control)
des Referenzinstituts fur Bioanalytik teil. In Abbildung 9 sind die Ergebnisse der Ringversuche
von 2010 bis 2016 dargestellt. Die mittleren Abweichungen der methodenspezifischen
Zielwerte betragen 3,25 % / 4,88 % und der methodenunabhangigen Gesamtmittelwerte -10,39
% 1 -6,90 % fur die Proben A und B.

40 -
DGKL IGFBP-3 RIA EQA
30 - b
20 + *
v * X
0 - ¥ " &
= A
* 4 s 22 <
ol a8 8 A8 Se0. L4 .
A0 A A N AN e Y 26 A6
o L 2 0\9;( ﬁ\g\' ;9'\1 02/‘%\' s o ? 0\9;< i
X X
10 n
LI Spd 7w ix. Ry
X [ L] i -
20 ‘m
# A A Targetvalue [%] B A ATotal Mean [%]
-30 - A B Targetvalue [%] A B Total Mean [%)]

Abb. 9 EQA-Ergebnisse. In jedem Quartal dés’Jahres wird
IGFBP-3 in zwei Proben gemessen, die von einer unabhangigen
Institution zur Verfligung gestellt werden, die auch die
Testergebnisse analysiert. Hier werden die relativen
Abweichungen der methodenspezifischen Zielwerte
(Targetvalue) und der methodenunabhdngigen Gesamtmittel-
werte (Total Mean) in % fur die Proben A bzw. B angegeben.

14 ASSAY VERGLEICH

Der Mediagnost'R11 wurde mit den Immunoassays zweier Wettbewerber und mit einem
hauseigenen;Testsystem einer Universitatsklinik verglichen.

Der Vergleich der R11 Messwerte mit den Werten der anderen Teste mittels linearer
Regression ergab folgende Regressionsgleichungen:

y =1,0851x — 0,5397; R?=0,9662; n =87
y =1,1931x + 0,0156; R?=0,9275; n=57
y =0,8615x + 282,17; R?=0,7151; n =59

Die Daten zeigen, dass der Mediagnost IGFBP-3 RIA-CT, R11 gut mit anderen
IGFBP-3 Tests korreliert.
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Gebrauchsinformation fiir wissenschaftliche Anwendungen
15 WISSENSCHAFTLICHE ANWENDUNGEN

15.1 Proben

FUr wissenschaftliche Anwendungen sind folgende Proben geeignet:
Serum, Plasma, Muttermilch, Follikelflussigkeit, Seminalplasma, Urin und Zerebrospinal
Flussigkeit.

Serum und Plasmaproben sollten entsprechend der zu erwartenden Werte mit
Verdinnungspuffer 1xDB 1:100 bis 1:400 verdinnt werden. Normalerweise ist eine
Verdiinnung von 1:301 ausreichend.

Wichtig: Bitte nur gekiihlten, moglichst eiskalten Verdinnungspuffer 1xDB verwenden.
Die Proben nach Zugabe in Verdunnungspuffer 1xDB sofort gut mischen. Verdinnte Proben
sollten so schnell, wie maglich weiter verwendet werden.

In den anderen oben gelisteten humanen Flussigkeiten konnen die IGEBP-3-Werte stark
variieren, die optimale Verdlinnung muss vom Kunden herausgefunden werden.

15.2 Alternatives Pipettieren der Antikorper-Reagenzien R und S

Die rekonstituierten Reagenzien R (Fang-Antikérper) und S (Spez. Antikorper) extern (1:1)
mischen, davon 100 pL ab Rohrchen 3 zugeben.

Bei dieser Variante ist eine Bestimmung der unspezifischen Bindung NSB nicht mehr moglich,
bitte den Wegfall der NSB bei Pipettierschema und-Auswertung bertcksichtigen!

15.3 Kreuzreaktivitat mit tierischen Proben

Die Kreuzreaktivitaten von mehreren_.fandelsiblichen tierischen Seren wurden in diesem
Assay getestet.

In den Seren der folgenden Arten:wurde KEIN SIGNAL detektiert:

Ratte, Maus, Meerschweinchen, Kaninchen, Schwein, Schaf, Ziege, Rind, Pferd, Esel, Hund,
Katze und Huhn.
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ENGLISH - Instructions for use

IGFBP-3 RIA CT, R11 100 Determinations with coated tubes

g3 DE/CA40/00809/34

Principle of the test Radioimmunoassay

Duration (incubation period) overnight (> 15h)

Tracer iodinated native human IGFBP-3, <55 kBq

Antibodies specific, high-affinity polyclonal antiserum

Cross reactivity with IGFBP-1,-2,-4,-5,-6 |<0.3%

Buffer 2fold concentrate

Calibrator 5 single Calibrators: 1 — 81 pgl/L,
native human Serum

Assay Range 0.8 — 24000 ug/L

Control 2 controls, freeze-dried — RilibaK conform

Sample human serum / plasma

Required sample volume 10 uL

Sample dilution 1:301

Analytical sensitivity < 0.8 yg/L

Intra- and Interassay Variance <10%

Half Maximal displacement <12 ug/L

Reference values Blum W.F., Schweizer R. Insulin-Like Growth Factors and Their
Binding Proteinsx? Ranke MB (ed.): Diagnostics of Endocrine
Function in Children and Adolescents. Basel, Karger, 2003,
pp.166-199:

1 INTENDED USE

The radioimmunoassay R11 is intendedto be used for the quantitative measurement of IGFBP-
3 in human serum and plasma specimens.

In combination with growth retardation and other clinical symptoms the results of this test
system can be used as supplementary data to assess disturbances of the growth hormone
axis.

2 INTRODUCTION

Insulin-like growth factors IGF-1 and IGF-II are bound to specific binding proteins (IGFBPs) in
the circulation. Until now at least seven binding proteins have been identified and classified as
IGFBP-1 to IGFBP-7 (1, 2). These binding proteins are expressed by different kinds of tissues
and show specific posttranslational modifications like glycosylation or phosphorylation. Their
main funetion is — together with specific proteases - the regulation of the IGF bioavailability.

The most frequent IGFBP in blood is IGFBP-3. Most IGFBP-3 in the circulation is bound in a
ternary complex formed by IGF-I or IGF-Il, IGFBP-3 and the so called acid-labile subunit ALS
(3-5). Most of the IGFBP-3 in blood is present as the high molecular weight ternary complex,
however, small amounts of free IGFBP-3 are also found (6, 7).

The development of specific radioimmunoassays for IGFBP-3, able to detect IGFBP-3 within
the ternary complex, provided new in-sights into its regulation (6-9). Based on these findings
serum IGFBP-3 has proved to be an additional useful test in the repertoire of diagnostic tools
for evaluation of growth disorders (7, 8).

In addition to the pituitary Growth Hormone (GH) also known as Somatropin, several other
factors influence IGFBP-3 levels: age including sexual development, nutrition, hypothyroidism,
diabetes mellitus, liver function and kidney function. IGFBP-3 levels are decreased by
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malnutrition, although less than IGF-I, in hypothyroidism, in diabetes mellitus and in hepatic
failure (6-8), but are increased in chronic renal failure (6, 10, 11).

Measurements over 24 hours revealed constant circadian levels (12, 13). For clinical practice,
the most important regulatory factor is GH. Single IGFBP-3 measurements correlate
significantly with the logarithm of the integrated spontaneous GH secretion (8, 14). In patients
with GH deficiency, IGFBP-3 levels are subnormal and increase gradually to within the
reference range after several days of GH administration (7, 8). The slow response to GH and
constant circadian levels during chronic daily application of GH (13) suggest that IGFBP-3
reflects the GH secretory state over days.

IGF-I serum levels have been widely used in screening for GH deficiency or acromegaly:
However, several limitations are obvious:

1. The reference range of IGF-I is low in young children making discrimination of subnormal
levels difficult at that age.

2. A considerable number of children of small stature have, despite normal GH secretion, IGF-
| levels in the subnormal range. Therefore, the specificity and consequently the accuracy of the
test for diagnosis of GH deficiency are limited.

The major advantages of IGFBP-3 over IGF-| are:

1. No extraction step is required prior to measurement thus improving test accuracy by
simplifying the assay procedure.

2. The reference range in young children is comparatively-high making the detection of
subnormal levels more reliable.

3. Patients with GH deficiency have subnormal IGFBR=3'levels. In contrast, most of the small
statured children with normal GH secretion have levels within the reference range (Figure 1).

As well in other patients of severe short stature, g.g. Ullrich-Turner syndrome or Silver-Russell
syndrome, IGFBP-3 levels were found normal{8) reflecting normal GH secretion.

The separation of these two groups is‘-easy. A single measurement of the IGFBP-3
concentration is sufficient for the diagnosis of GH deficiency with high accuracy (7, 18).

In small statured children IGFBP-3 levels rise to reference range within several days of GH
administration and remain normal-during continuous GH treatment (Fig. 2). Therefore, serum
IGFBP-3 measurements are also-suited for evaluating the potential of a patient to respond to
GH and for GH therapy monitoring (19).

6I(:}I-'BP-:! (mg/L) IGFBP-3 (mg/L)
GHD

0 N i 1 1 L 1 i N L I' -I L . N N | | N

D 2 46 8101214161820 % 2 4 6 81012141618 20
Age (years) Age (years)

Figure1 Serum IGFBP-3 levels in patients with short stature without GH deficiency (SS): constitutional delay of

growth and adolescence, familial short stature or intra-uterine growth retardation and in idiopathic or organic
GH deficiency (GHD). The reference range is given by the 5, 50t and 95t percentile.

24



2I(%':l'-'BP-3 (sDS) 2IGl’-‘BP-S (SDS)
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Figure 2 IGFBP-3 levels in GH deficient children before and during GH treatment. Because.of the age-dependence,
values are given as the mean of standard deviation scores (SDS).
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Figure 3 Serum IGFBP-3 levels in acromegaly. The reference range is given by the 5%, 50t and 95 percentile.

In normal tall children and adolescents without excessive GH secretion or in patients with Sotos
syndrome, IGFBP-3 levels are normal or slightly increased. In contrast, children with pituitary
gigantism or~adults with acromegaly have clearly elevated levels (Figure 3) (6,15) that
normalize on successful treatment. Therefore, IGFBP-3 is also a useful parameter for the
detection of excessive GH secretion and monitoring therapy efficacy (19). In precocious
puberty, IGFBP-3 levels are clearly increased by chronological age, whereas patients with
premature thelarche have IGFBP-3 levels in the upper reference range (15).
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3 ASSAY PRINCIPLE

The Mediagnost R11 is a competitive radioimmunoassay, based on a specific, highly affine,
polyclonal antiserum, resulting from an immunization of rabbits with recombinant IGFBP-3
expressed in mammalian cells. The antiserum is able to detect IGFBP-3 quantitative within the
ternary complex. The test is competitive which means that the IGFBP-3 in the unknown sample
and the calibrators competes with the radioactively labelled (1'?°) IGFBP-3 of the tracer for
binding to the limited antiserum. The assay is incubated in Streptavidin-coated tubes. The
capture antibody mediates the binding between the specific antibody and the tubes, making it
easy to wash out the unbound tracer after the incubation.

The amount of the bound tracer is determined by measuring the radioactivity, the lower the
measured signal, the higher is the IGFBP-3 content in the sample or calibrator. The IGFBP-3
concentrations in the samples are quantified by comparison with a calibrator containing a
known amount of native human IGFBP-3.

Clinical Validation

Clinical validation (9) was achieved by determination of IGFBP-3 levels. ina large number of
normal children and adults, normal short statured children without GH>deficiency, girls with
Ullrich-Turner Syndrome, children with Silver-Russell Syndrome, patients with GH deficiency,
children with familial tall stature, Sotos-Syndrome, patients withtacromegaly, children with
premature thelarche and precocious puberty (Tab. 1, Figures. 1,2, 3, 5 and 6).
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4 WARNINGS AND PRECAUTIONS

For In Vitro Diagnostic Use.
For professional use only.

o Before starting the assay, read the instructions completely and carefully, follow strictly the test protocol.
Use the valid version of the package insert provided with the kit. Be sure that everything has been
understood.

e The acquisition, possession and use of the kit are subject to the regulations of the national nuclear
regulatory authorities.

e Disposal of containers and unused contents should be done in accordance with federal and local

regulatory requirements.

Precipitates in buffers should be dissolved before use by thorough mixing and warming.

Do not mix reagents of different lots. Do not use expired reagents.

Reagents contain sodium azide as preservative, however, highly diluted (0.02%).

Safety Data Sheet available on request.

Samples (calibrators, controls and patient samples) should be assayed in duplicate. For optimal results,

accurate pipetting and adherence to the test-protocol are recommended.

Do not use obvious damaged or microbial contaminated or spilled material.

Caution: This kit contains material of human and/or animal origin. Source human sera‘for the preparation

of this kit were tested and found non-reactive for Hepatitis-B surface antigen (HBsAg), Hepatitis C virus

(HCV), and Human Immunodeficiency Virus 1 and 2 (HIV) antibodies. No knownmethods can offer total

assurance of the absence of infectious agents; therefore all components andipatient’s specimens should

be treated as potentially infectious.

4.1 Radioactivity

Before ordering or using radioactive materials, it is necessary to take the appropriate actions to ensure compliance
with national regulations governing their use. Local rules in each establishment, which define actions and behavior
in the radioactivity working areas, should also be adhered to. The advice given here does not replace any local
rules, instructions or training in the establishment, or advice from the’radiation protection advisers. It is important
to follow the code of good laboratory practice in addition to the,specific precautions relating to the radionuclide
lodine-125 used.

lodine-125 has a radioactive half-life T1/2 of 60 days and;emits 35.5 keV gamma radiation, 27 — 32 keV x-rays
and no beta radiation. Shielding is effective done by lead, first half value layer is 0.07 mm lead, reduction to 10%
is made by 0.2 mm. To reduce the radiation dose time spent handling radioactivity should be minimized (plan
ahead), and distance from source of radiation should be maximized (doubling the distance from the source
quarters the radiation dose).

Formation of aerosols, e.g. by improper ope€ning and mixing of vials or pipetting of solutions which may cause
minute droplets of radioactivity become-airborne, is a hazard and should be avoided.

Solutions containing lodine should not*be made acidic, because this might lead to the formation of volatile
elemental lodine. As some iodo-compounds can penetrate rubber gloves, it is advisable to wear two pairs of
gloves, or polyethylene gloves over rubber.

For cleaning of contaminated-areas or equipment, the lodine-125 should be rendered chemically stable by using
alkaline sodium thiosulphate solution together with paper or cellulose tissue.

4.2 General First Aid Procedures:

e  Skin contact: Wash affected area thoroughly with water at least 15 minutes. Discard contaminated
cloths @nd shoes. See a physician.

e Eye contact: In case of contact with eyes, rinse immediately with plenty of water at least 15 minutes. In
order to assure an effectual rinsing spread the eyelids. See a physician.

e ~\Ingestion: If swallowed, wash out mouth thoroughly with water, provided that the person is conscious.

Immediately see a physician.

The handling of radioactive and potentially infectious material must comply with the following guidelines:

The material should be stored and used in a special designated area.

Do not eat, drink or smoke in these areas.

Never pipette the materials with the mouth.

Avoid direct contact with these materials by wearing laboratory coats and disposable gloves.

Spilled material must be wiped off immediately. Clean contaminated areas and equipment with a

suitable detergent.

¢ Unused radioactive material and radioactive waste should be disposed according to the
recommendations of the national regulatory authorities.
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5 SAMPLES

5.1 Sample Type

Serum and Plasma

Serum and Heparin-/EDTA-/Citrate-Plasma yield comparable values.
5.2 Specimen collections

Use standard venipuncture for the blood sampling. Haemolytic reactions and icteric or lipaemic
samples are to be avoided.

5.3 Required sample volume
10 pL
5.4 Sample stability

In firmly closable sample vials

e Storage at 20-25°C: max. 3 days
e Storage at -20° C: min. 2 years
e Freeze-/thaw-cycles: max. 10

The storage of samples over a period of 2 years at -20°C showed.no significant influence on
the reading. Freezing and thawing of samples should be minimized. 10 Freezing-/thawing-
cycles showed no significant effect on samples.

IGFBP-3 levels remain stable up to elevated temperatures in normal and in many clinical
situations, if undiluted. If diluted, however, stability is extremely decreased (see chapter 5.6 for
necessary precautions).

5.5 Interference

If the samples are diluted as recommended, either triglycerides, bilirubin, haemoglobin nor
biotin up to concentrations of 100 g/L, 200°"mg/L, 5 g/L and 3 pg/mL respectively exert a
significant influence on the measurement of IGFBP-3 in human serum.

5.6 Sample dilution

¢ Recommended Dilution:1:301 with Dilution Buffer 1xDB
Example: 10 uL sample added to 3 mL Dilution Buffer 1xDB (301 dilution factor) and
mixed immediately.

¢ Important: Because IGFBP-3 is not stable in diluted solutions, please use only chilled,
preferably.ice-cold Dilution Buffer 1xDB. Mix immediately after addition of the samples
into Dilution Buffer 1xDB. The time interval between the sample dilution and incubation
should:be as short as possible, i.e. the diluted samples should be processed fast as
can.

¢ Dilution of Controls M and N according to dilution of samples.
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6 MATERIALS
6.1 Reagents provided

The reagents and coated tubes listed below are sufficient for 100 determinations including the
calibration curve.

2xDB Dilution Buffer, 2-fold concentrated 1x125 mL
blue coloured
R Captqre Antibody, anti-rabbit IgG, biotin-conjugated 1x 5.5 mL
lyophilized
S Specific Antibody, rabbit-anti-hIGFBP-3, lyophilized, 1x 5.5 mL
blue coloured
Tracer: '251-IGFBP-3, lyophilized,
c <1.5 uCi or < 55 kBq, red coloured 1581 mL
F-J Cahbrator;, Iyop_hlllzed (ngtlve human IGFBP-3), 5 x 500 pL
Concentrations given on vial-labels
High Control, lyophilized
M (human serum): Concentration see certificate 1x100 uL
Low Control, lyophilized
N (human serum): Concentration see certificate 1x100 uL
T Tubes coated with streptavidin 100 tubes
I:E] Instructions for use 1x
Quality Certificate 1x

6.2 Reagents required, but not provided

e Cold demineralised water or distilled water (Aqua destillata)
(A. dest.), 125 mL

e Graduated cylinder, Pipettes: 10 mL, 500 pL, 100 yL and 10 pL;
50 uL, 100 pL and 500 k- repeating pipettes (Multi Step) are recommended.

Vortex mixer

Shaking device is‘recommended

Device for aspiration of liquid supernatant is recommended
Gamma counter
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7 TECHNICAL NOTES
7.1 Storage Conditions

Store the kit at 2-8°C after receipt until its expiry date. The lyophilized reagents should be
stored at -20 °C after reconstitution. Avoid repeated thawing and freezing.

The shelf-life of the reagents after opening is in accordance with the Tracer C shelf life.
7.2 Reagent Preparation

Ensure that lyophilized materials are completely dissolved on reconstitution. It is recommended
to touch the tubes with lyophilized material once on a solid base before first opening in order
to accumulate the material at the bottom of the tubes. After addition of the Dilution Buffer 1xDB
it is recommended to keep the reconstituted reagents at 20-25°C for half an hour and therto
mix the vigorously with a Vortex mixer. This is important in particular for the Controls. M:and N.

Possible residues on the coated tubes T are unavoidable for production reasons - the function
is not impaired.

2xDB 125 mL fill up to 250 mL with cold A. dest. (— Dilution Buffer 1xDB)
C Reconstitute with 11 mL Dilution Buffer 1xDB

R Reconstitute with 5.5 mL Dilution Buffer 1xDB

S Reconstitute with 5.5 mL Dilution Buffer 1xDB

F-J Reconstitute with 500 yL Dilution Buffer 4xDB each.

M and N Reconstitute with 100 pL Dilution Buffer 1xDB each.
Ensure that lyophilized materials are’completely dissolved on reconstitution.
Dilution according to sample dilution with Dilution Buffer 1xDB (e.g. 1:301)

Samples (calibrators, controls and patient specimen) should be determined in duplicate. For
optimal results, accurate pipetting-and adherence to the protocol are recommended.
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8 ASSAY PROCEDURE

Reagent preparation: Reconstitution: Dilution:
Before use 1:2 with cold
2xDB | Dilution Buffer - A. dest.
— Dilution Buffer 1xDB
C Tracer in 11 mL Dilution Buffer 1xDB -
R Capture Antibody |in 5.5 mL Dilution Buffer 1xDB -
S Specific Antibody |in 5.5 mL Dilution Buffer 1xDB -
F-J Calibrators in 500 pL Dilution Buffer 1xDB -
M+N Controls in 100 pL Dilution Buffer 1xDB 1:301 with ice-cold Dilution Buffer 1xDB

Keep the reconstituted reagents at 20-25°C for approx. 30 min
and then mix vigorously with a Vortex mixer. -
This is important in particular for the Controls M and N.

Dilute Samples with ice-cold Dilution Buffer (1xDB) e.g.
1:301, mix directly + process fast as can.

Assay procedure for double determination

Nr. of Contents RADEES 53 9 .
Tu.bes of Tubes M, N (Capture (Specific (Tracer)
Samples Antibody) Antibody)
1/2 Total Counts TC - - - 100 uL
Dilution Buffer 1xDB =
3/4 Non-specific binding NSB 150l 1xDB S0t B 100 L
Dilution buffer 1xDB =
5/6 Zero Calibrator BO 100 yL  1xDB 50 pL 50 pL 100 pL
7-16 Calibrators 100 L F-J 50 uL 50 uL 100 pL
17118 Diluted high Control 100puL M 50 uL 50 uL 100 pL
19/20 Diluted low Control 100 L. N 50 pL 50 pL 100 uL
21/22 Diluted Sample 1 100 pL 50 pL 50 pL 100 pL
23/24 Diluted Sample 2 100 pL 50 pL 50 pL 100 pL
etc.
] - coloration coloration coloration coloration
Coloration after addition light blue light blue deeper blue violet

Nr. 1, 2 remove until counting the activity.

Incubation, overnight at 20-25°C, at least 15 hours on a shaking device at 350 rpm.
Alternative pipetting without shaking device, the tubes must be mixed thoroughly by a vortex mixer.
Then incubate also overnight at room temperature (with reduced binding), or for 2 days (e.g. over the

weekend) at 2-8°C

Decant or aspirate the liquid completely.
Take care that the coating of the tubes remains intact.

Add 500 uL of Dilution Buffer 1xDB to the tubes

Decant or aspirate the liquid completely (see above)

Count the activity of all tubes with a Gamma Counter.
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9 QUALITY CONTROL
GLP requires that controls must be run with each calibration curve. A statistically significant
number of controls should be assayed to establish mean values and acceptable ranges to
assure proper performance.

All kit controls must be found within the acceptable ranges as stated on the QC
Certificate. If the criteria are not met, the run is not valid and should be repeated.
10 EVALUATION OF RESULTS

10.1 Establishing of the Calibration Curve

The calibrators provided contain the following concentrations of IGFBP-3:
Calibrator F G H | J

ng/mL 1 3 9 27 81

1) Calculate the average counts (AC) of each pair of tubes. This gives the values for B.

2) Subtract the average counts (AC) of NSB tubes (3 and 4) from the mean counts of the
calibrators, controls and patient samples. This gives the corrected values for B.

3) The corrected value from tubes 5 and 6 (Dilution Buffer 1xDB) is‘BO.

4) Calculate the percent bound %B/B0O by dividing the <corrected B-values by BO:
%B/B0 = B/BO x 100%.

5) Plot %B/B0 versus the calibrator concentrations on either semi-logarithmic or logit-log paper
or evaluate by using a computer program.

10.2 Quality Criteria

Non-specific Binding: specific Binding:

Quality Criteria: %NSB/TC < 5% Quality Criteria: %BO0/TC > 15%

Example of calculation with the gxemplary data see below:

NSB / TC x 100% (BO-NSB)/ TC x 100%

243.5 cpm / 19563.3 cpm x 100% (7792.5 cpm — 243.5 cpm) / 19563.3 cpm x 100%
=1.2% NSB/TCs< 5% =38.6% BO/TC > 15%
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10.3 Example of Typical Calibration Curve

The exemplary data and the calibration curve in Figure 4 cannot be used for the calculation of
the test results. You have to establish a calibration curve for each test you conduct.

Example TC NSB BO F G H I J
cpm 19563.3 243.5 7792.5 6992.5 5630.4 3696.5 1963.2 1084.6
%B/B0 - - - 89.40 71.36 45.74 22.78 11.14

ng/mL - - - 1 3 9 27 81

100% +— B/BO

90%

80%

70%

60%

50%

40%

30%

20%

10%

0%

1.0 Conc [ng/mL] 10,0 100,0

Figure 4: Examplary Calibration Curve

10.4 Evaluation of sample concentrations

Read the concentration value (abscissa) corresponding to the %B/B0 of the sample as in the
example given below:

Average counts of NSB 243.5 cpm
Average counts of zero Calibrator BO 7792.5 cpm
Average counts of Sample: 3542.6 cpm

%BI/B0 = (sample counts - NSB) / (B0 - NSB) x 100

= (3542.6 — 243.5) / (7792.5 — 243.5) x 100%

=0.4370 x1400%

=43.70%
A 43.70%-value on the y-axis (ordinate) results in 9.699 ng/mL on the x-axis (abscissa).
Multiply the concentration value determined graphically or by the aid of a computer program
with the dilution factor (e.g.: 301)

Example: 9.699 ng/mL x 301 = 2919 ng/mL or 2.92 mg/L respectively.
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11 LIMITATIONS OF PROCEDURE

Diagnostic sensitivity and specificity are 97 and 94% respectively, if the 51" percentile is used
as cut-off value (9, page 156). Generally, requirements of national guidelines regarding
diagnostics of growth hormone deficiency shall be taken into account (For example: 20, S2e-
Leitlinie 174/002 or AHRQ Evaluation and treatment of adult growth hormone deficiency, NGC
008703).

IGFBP-3 levels are strongly dependent on GH secretion. However, a number of factors
influence the plasma concentration of IGF-I and/or IGFBP-3 and should be taken into account
for appropriate interpretation. Decreased plasma levels were observed in case of
hypothyroidism, hypogonadism with deficiency of sex hormones, constitutionally delayed
growth and puberty, acute or chronic malnourishment, hepatic dysfunction, obesity,
inadequately adjusted diabetes mellitus and secondary growth hormone resistance (9)./GFBP-
3 plasma concentration may also be decreased in chronic inflammatory disease and
malignancy.

Levels are increased in states of impaired renal function and precocious puberty.

In clinical situations with hyperprolactinemia or in patients with craniopharyngeoma, normal
levels may be observed despite GH deficiency.

In certain physiological (e.g. pregnancy) and pathological states, IGFBP-3 may be degraded
to smaller molecular size compounds (16,17) by specific proteases which affect IGFBP-3
patterns seen in Western ligand blotting and might result in the RIA with its specific polyclonal
antisera in higher determination.
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12 REFERENCE VALUES

IGFBP-3 levels are strongly age-dependent in children, less so in adults. The reference ranges
in various age-groups which were log-normally distributed are given in Table 1 by the
percentiles. A graphic presentation is shown in Figures 5 and 6.

It is recommended for each laboratory to establish its own reference range.

Tab. 1 Serum levels of IGFBP-3 in healthy subjects at various ages. Individuals between 7 and 17 years

of age were classified according to gender, as the pubertal peak occurs almost 2 years earlier in girls
than in boys.

Percentiles

Age group 0.1 1 5 10 20 30 40 50 60 70 80 90 95 99
0-1 week 025 0.33 0.42 048 057 064 070 077 0.85 093 1.05 123 1.41 .41:81
1-4 weeks 049 062 0.77 086 099 110 119 129 140 152 168 1.93 2160 2.68
1-3 months 055 0.70 0.87 098 113 125 136 148 161 175 194 223 252" 314
3-6 months 064 080 098 1.10 1.25 138 149 161 1.74 188 207 237 265 324
6-12 months 0.71 088 1.07 119 135 148 160 172 1.85 200 219 249 7276 3.36
13 years 102 121 141 153 169 182 194 205 217 231 248 274" 298 347
3-5 years 1.08 130 152 166 1.84 199 212 225 239 255 275 <305 3.33 3.91
5-7 years 119 142 1.66 181 201 216 230 244 259 276 2977329 359 4.2
2.9 boys| 1.25 1.48 1.73 1.88 207 222 236 250 265 281 302 333 361 422

Y- girls [1.36 161 1.88 2.04 2.25 242 257 272 288 306 . 328 362 394 458
911 boys| 1.47 173 199 215 236 252 266 281 296 3.14C> 335 367 397 457

Y- girls [1.56 1.90 2.20 2.38 2.62 2.80 296 3.13 3.30 350 375 411 445 516
1113 boys| 1.58 1.88 2.19 238 263 282 3.00 318 3.37-X358 384 425 462 539

Y- girls [1.62 1.90 224 246 274 297 317 338 3600385 417 465 510 6.02
13-15 boys| 1.62 1.89 224 246 276 299 320 342 .3%65 391 424 475 522 620

Y- girls [1.69 203 239 261 291 314 335 356.3.79 404 436 485 530 624
1517 boys| 1.70 2.02 2.36 257 284 305 325 3447 365 388 417 461 501 586

Y- girls [1.62 1.93 226 246 273 293 312 331 351 374 402 445 485 567
17-20 y. 158 1.90 224 245 272 294 313.0333 3.54 378 407 453 495 583
20-30y. 155 1.86 220 241 2.68 290 309 329 350 374 404 450 492 580
30-40y. 144 1.75 2.08 229 256 278 ~298 318 3.39 364 395 442 486 578
40-50 y. 1.38 1.68 2.01 221 248 269~ 2.88 308 3.29 353 383 429 472 563
50-60 y. 134 164 196 216 242 ,263 283 302 323 346 376 422 465 555
60-70y. 128 1.58 1.90 2.10 2.37°>'258 2.78 298 319 344 375 423 467 562
70-80y 120 1.50 1.81 2.00. 227 247 2.67 287 3.08 332 362 409 452 550
>80y 113 143 1.73 1.92v219 239 259 279 3.00 323 354 400 4.44 545

Determined with IGFBP-3 RIA (Blum et al. 1990)

Serum levels are given as:mg/L The values above 70 years are extrapolated

Serum conc. according to age Children and adolescents
IGFBP-3 (ma/l)

¢ IGFBP-3 (mg/l)

. : : 0 : : : :
[} 10 20 30 40 50 60 70 0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Age (years) Age (years)
Fig. 5: Age-dependant normal values of IGFBP-3 Fig. 6: Normal values of children and adolescents
(presented as 0.1., 5., 50., and 95. percentile) (girls boys - - --)
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13 PERFORMANCE CHARACTERISTICS
13.1 Sensitivity

Sensitivity was assessed by measuring the BO 16 times in one assay; 2-fold standard deviation
was calculated and subtracted from mean BO. The concentration of the resulting %B/B0 was
recalculated. The results show analytical sensitivity of < 0.8 pg/L in the R11.

13.2 Specificity

Specificity of the test system was evaluated by investigating the influence of homologue
proteins: other IGFBPs. It was shown that none of the tested IGFBPs interfered significantly
with the antibodies used (Table 2).

Tab. 2 Specificity: Cross-reactivity with homologous IGFBPs. Recombinant
IGFBPs were added in dilution buffer and the signal intensity was measured
in the Mediagnost IGFBP-3 RIA-CT, R11.

recombinant measured Cross

IGFBP IGFBP-3 Reactivity

[ng/mL] [ng/mL] [%]
IGFBP-1 1000 1.128 0.1
IGFBP-2 1000 0 0
IGFBP-4 1000 0 0
IGFBP-5 330 0.88 0.27
IGFBP-6 1000 0.022 0.00

13.3 Precision

Intra-Assay Variance

Four samples have been measured 5 times inthe same assay. The results are shown in Table
3. The measured coefficient of variation (€V) for the exemplarily shown four samples is clearly
<10% (range: 1,49 — 4,36%).

Tab. 3 Intra-Assay Variation

IGFBP-3 Mean | Standard- cv Number
deviation
[ng/mL] [ng/mL] [ng/mL] [%] [n]
Sample 1 | 3921 | 3988 |.3921 | 3855 | 3844 3906 58.35 1.49 5
Sample 2 | 1307 | 1250:5p"1198 | 1268 | 1285 1262 41.32 3.28 5
Sample 3 | 2993 | 2837 | 2965 | 2693 | 2965 2891 125.97 4.36 5
Sample 4 | 4541 |04515 | 4255 | 4292 | 4342 4389 130.91 2.98 5

Inter-Assay Variance

Serum. samples were measured in independent assays. The coefficient of variation was in
either«case < 10%. (range here: 4,59 — 6,66%) Results are shown in detail in Table 4.

Tab. 4 Inter-Assay Variation. Six samples have been tested in a period of three years for several times in different

lots:
Sample 1 Sample 2 | Sample3 | Sample4 | Sample 5 | Sample 6
Mean [ng/mL] 1690.83 1628.50 | 3350.48 | 3512.23 | 3097.57 | 3071.89
gta”.d?rd [ng/mL] 111.72 108.40 185.04 161.37 147.82 151.90
eviation
cVv [%] 6.61 6.66 5.52 4.59 4.77 4.94
Number In] 68 70 47 35 23 22
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13.4 Linearity

Linearity of the R11 was tested by serial dilution of different serum samples and measurement
of the IGFBP-3 concentration. Results are shown in Figure 8. Samples can be diluted in a
broad range according the requirements of the experimental setting. We recommend a dilution
of 1:301 (0.00332).

60 -
R?=0,9996
50 -
R?=0,9990
go .
S~
[T
= RA-=0,9977
30 -
a.
)
[V
20 1 Sam
ple 1
10 -
O T T T T T T T 1
0 0,002 0,004 0,006 0,008 0,01 0,012 0,014
Dilution [1/Dilution Factor]

Figure 8 Linearity of sample dilution. Three
samples with different amount of IGFBP-3 were
diluted and IGFBP-3 concentration was measured.

13.5 Interference

Assessment of the influence of hemolytic, icteric:and lipaemic samples was done by an artificial
system. Exemplarily, five human serum samples were enriched with triglycerides (up to 100
g/L), bilirubin (up to 200 mg/L) and hemoglobin (up to 5 g/L) and IGFBP-3 was measured in
the enriched and not enriched samples: Testing of biotin interference was done with three
serum samples enriched with different concentrations of biotin up to 3000 ng/mL. No significant
influence of these potentially interfering substances was detected (Table 5). But this might
depend on the individual sample~and thus hemolytic, icteric and lipaemic samples should be
avoided.

Tab 5 IGFBP-3 measurements'in artificially enriched samples. Shown is the
relative recovery of IGFBP-3in comparison to the non-enriched sample

Triglyceride | Bilirubin | Hemoglobin | Hemoglobin Biotin

100 mg/mL | 200 pg/mL | 1 mg/mL 5mg/mL | 3000 ng/mL
Serum 1 104 90 83 - 111
Serum 2 97 88 108 - 111
Serum?3 79 89 129 105 103
Serum 4 93 97 137 109 -
Serum 5 - 100 128 103 -

13.6 Trueness/ Assay Calibration

As the assay was developed and characterized no international calibration material was
available. Thus, serum of healthy blood donors was pooled and IGFBP-3 concentration
measured. This original calibration was used for the evaluation of reference values (Blum et al.
1990). Because of analyte instability and differential glycosylation, a valid reference material
for immunological assay is still not available (2016).

Means to prove the trueness and the specificity of the Mediagnost IGFBP-3 RIA-CT, R11 are
the comparison with other test systems as well as the results of external quality assessment
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schemes. Both approaches were used to prove the validity of the Mediagnost IGFBP-3 RIA-
CT.

13.7 External Quality Assesment

Mediagnost and some of Mediagnost customers take part in the External Quality Control (EQA)
of the Reference Institute of Bioanalytics. In Figure 9 the results of the EQA from 2010 to 2016
are shown. The mean deviations of the method-specific target value are 3.25% / 4.88% and
for the total, method-independent target value -10.39% / -6.90% for sample A and B,
respectively.
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Figure 9 Results of EQA. In each quarter of the year IGEBP-3 is
measured in two samples provided by an independent institution, which
also analyses the test results. Here the relative deyiations of the
method-specific target values and the method independent total mean
values are shown for the samples A and B in %.

14 ASSAY COMPARISON

Mediagnost R11 was compared with immunoassays of two competitors and an in-house test
system of a university hospital.

The comparison of the measured values from R11 and the other assays by linear regression
results in below regression equations:

y = 1.0851x — 0.5397; R?=0.9662; n =87
y =1.1931x +.0.0156; R?=0.9275; n =57
y =0.8615x + 282.17; R2=0.7151; n=59

These data prove that Mediagnost IGFBP-3 RIA-CT, R11, correlates well with the other IGFBP-
3 assays.
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Information for use for scientific application

15 SCIENTIFIC APPLICATION
15.1 Samples

Following matrices are suitable for scientific applications:
Serum, plasma, breast milk, follicular fluid, seminal plasma, urine and cerebrospinal fluid.

The recommended dilution of serum and plasma samples in Dilution Buffer 1xDB: 1:301.
Depending on the expected IGFBP-3 values the dilution can vary from 1:100 t01:400

Important: Use only chilled ice-cold Dilution Buffer 1xDB. And mix immediately after
addition of the samples into Dilution Buffer 1xDB. Diluted samples should be processed fast
as can.

In the other human liquids listed above, the IGFBP-3 values can vary considerably; the
optimum dilution must be determined by the customer.

15.2 Alternative Pipetting of the Antibodies Reagents R and S

Mix the reconstituted Reagents R (Capture Antibody) and S (Spec. Antibody) externally
(1:1), add 100 pL of this mix beginning with the tube 3.

With this variant a determination of the non-specific binding:NSB is no longer possible; please
take the lack of the NSB into account when planning the‘assay protocol and when evaluating
the test.

15.3 Cross reactions with animal samples

Several commercially available animal sera have been used as samples in this assay.

NO signal was detected in any serum.sample of the following species:

Rat, mouse, guinea pig, rabbit, pig;-sheep, goat, bovine, horse, donkey, dog, cat and chicken.
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17 INTERNATIONAL ASSAY DESCRIPTION

International Test description|

- s
C 11 mL 1xDB -
R 5.5 mL 1xDB -
S 5.5 mL 1xDB -
F-J 500 uL 1xDB -
M, N 100 uL 1xDB
30 minPC/20-25°C [ &
[SPE/& M & N 1:301 1xDB <
T 1xDB F-J M, N R S C
1/2 - - - - - - 100 pL
3/4 150 L - - - 50 uL - 100 L
5/6 100 pL - - - 50uL | 50uL | 100pL
7/18 | F - 100 L - - 50uL | 50uL | 100 uL
9/10 | G - 100 pL - - 50uL | 50uL | 100 pL
11/12 | H - 100 pL - - 50uL | 50uL | 100 uL
13/14 | 1 - 100 uL - - 50uL | 50uL | 100 uL
15/16 | J - 100 pL - - 50uL | 50pL | 100 L
17/18 | M g - 100 L - 50uL | 50uL | 100 uL
19/20 | N - - 100 pL - 50uL | 50uL | 100 pL
21 /22 - - - 100uL | 50uL | 50pL | 100 uL

[©]2 15 h ]°c| 20-25 °c [ALL|[NOT| TC]

IASP| [ALL] |NOT]

500 uL 1xDB [ALL|[NOT]

IASP| [ALL] |NOT]
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18 ASSAY PROCEDURE

Reagent preparation: Reconstitution: Dilution:
Before use 1:2 with cold
2xDB | Dilution Buffer - A. dest.
— Dilution Buffer 1xDB
C Tracer in 11 mL Dilution Buffer 1xDB -
R Capture Antibody |in 5.5 mL Dilution Buffer 1xDB -
S Specific Antibody |in 5.5 mL Dilution Buffer 1xDB -
F-J Calibrators in 500 pL Dilution Buffer 1xDB -
M+N Controls in 100 pL Dilution Buffer 1xDB 1:301 with ice-cold Dilution Buffer 1xDB

Keep the reconstituted reagents at 20-25°C for approx. 30 min
and then mix vigorously with a Vortex mixer. -
This is important in particular for the Controls M and N.

Dilute Samples with ice-cold Dilution buffer (1xDB) e.g.
1:301, mix directly + process fast as can.

Assay procedure for double determination

Nr. of Contents RADEES 53 9 .
Tu.bes of Tubes M, N (Capture (Specific (Tracer)
Samples Antibody) Antibody)
1/2 Total Counts TC - - - 100 pL
Dilution Buffer 1xDB =
3/4 Non-specific binding NSB 150l 1xDB S0l B 100 L
Dilution buffer 1xDB =
5/6 Zero Calibrator BO 100 yL  1xDB 50 pL 50 pL 100 pL
7-16 Calibrators 100 L F=d 50 uL 50 uL 100 pL
17118 Diluted high Control 100 pk -+M 50 uL 50 uL 100 pL
19/20 Diluted low Control 100l N 50 pL 50 pL 100 uL
21/22 Diluted Sample 1 100 pL 50 pL 50 pL 100 pL
23/24 Diluted Sample 2 100 pL 50 pL 50 pL 100 pL
etc.
] - coloration coloration coloration coloration
Coloration after addition light blue light blue deeper blue violet

Nr. 1, 2 remove until counting the activity.

Incubation, overnight at 20-25°C, at least 15 hours on a shaking device at 350 rpm.
Alternative pipetting without shaking device, the tubes must be mixed thoroughly by a vortex mixer.
Then incubate also overnight at room temperature (with reduced binding), or for 2 days (e.g. over the

weekend) at 2-8°C

Decant or aspirate the liquid completely.
Take care that the coating of the tubes remains intact.

Add 500 uL of Dilution buffer 1xDB to the tubes
Decant or aspirate the liquid completely (see above)

Count the activity of all tubes with a Gamma Counter.
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