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PACKUNGSBEILAGE DEUTSCH

TECHNISCHE EIGENSCHAFTEN + EINSATZMOGLICHKEITEN

analytische Sensitivitat 0,04 ng/ml

Intra- und Interassay Varianz <10%
Kontrollserum

Wiederfindung rekombinanten Ghrelins 97%
Messung in Serum

VERWENDUNGSZWECK

Mit diesem Radioimmunoassay Kit kann humanes Ghrelin in Serum/ EDTA-Plasma bestimmt
werden.

EINFUHRUNG

Ghrelin ist ein 3.5 kDa grol3es Protein, dass aus 28 Aminosauren besteht und dessen 3-Serin
oktanyliert ist. Die biologische Aktivitat des Peptidhormons ist abhangig von der Acylierung
dieses Serinrestes (1). Ghrelin wird hauptsachlich im Magen, aber auch im Duodenum und in
Herzzellen synthetisiert (2). Die Entdeckung des Ghrelin zeigt, dass der Magen neben seiner
Funktion innerhalb des Verdauungsprozesses auch ein endokrines Organ darstellt (3).

Ghrelin kann die Blut-Hirn-Schranke Uberwinden und ist ein naturlicher Ligand des Growth
Hormone Secretagogue Rezeptors in Hypophyse und Hypothalamus (4). Ghrelin besitzt Einfluss
auf viele neurologische Prozesse, beispielsweise kann die Erinnerungsfahigkeit durch Ghrelin
moduliert werden (5), des weiteren existiert eine Verbindung zur Physiologie des Schlafes, da die
Ghrelinsekretion durch Schlaf beeinflusst wird (6, 7). Neben diesen neurologischen
Auswirkungen, die in ihrer gesamten Signalkette noch nicht aufgeklart sind beeinflusst Ghrelin
nicht nur die Wachstumshormon Sekretion sondern auch die Sekretion weiterer Hormone, z.B.
ACTH, Kortisol, Prolaktin (8, 9). Es ist auch in den Langerhansschen Inseln nachweisbar und
beeinflusst die Regulation der Insulinsekretion (10-12). Die Ghrelin-Werte bei Frauen mit PCO-
Syndrom (polycystic ovary syndrom) sind herabgesetzt (24) und korrelieren stark mit
Insulinsensitivitat. Es wird deutlich, dass viele regulatorische Kreislaufe durch Ghrelin beeinflusst
werden.

Zusatzlich zu den endokrinen Aktionen bt Ghrelin Einfluss auf immunologische Prozesse aus. Bei
humanen Endothelzellen der Umbilicalvene verhindert Ghrelin in vitro sowohl die basale als auch
die TNF-alpha-induzierte Freisetzung von Zytokinen. Die Adhasion mononuklearer Zellen wurde
ebenfalls inhibiert. Die Bedeutung des Ghrelins bei Entzindungsprozessen zeigt sich auch im
Tiermodell, so wurde in Ratten die endotoxin-induzierte proinflammatorische Zytokin-Produktion
durch intravends verabreichtes Ghrelin gehemmt (13).

Die Organe, die Ghrelin synthetisieren, wie auch die Lokalisation der bekannten Rezeptoren
deuten auf die Bedeutung des Ghrelins sowie die Rolle des Darms in der Appetit-Regulierung hin
(1;23). So befinden sich viele Ghrelin Rezeptoren im hypothalamischen Nucleus arcuatus, eine
Gehirnregion, die eine Schlusselfunktion bei der hormonellen Regulation der Nahrungsaufnahme
ausubt. Mehrere Untersuchungen zeigten einen, durch Nahrungsaufnahme kontrollierten,
zirkadianen Rhythmus der Ghrelinsekretion (14). Kurz vor Nahrungsaufnahme steigen die
Ghrelin-Plasmakonzentrationen und sie sinken nach der Mahlzeit. Bei Ess-Stérungen reflektiert
der Ghrelinspiegel Krankheit: Adipositas fuhrt zu einer verminderten Ghrelinkonzentration im Blut
(14) und bei Anorexia Nervosa kann ein Anstieg der Ghrelinkonzentration im Serum
nachgewiesen werden (15-17). Ghrelin wirkt moglicherweise als Gegenspieler zu Leptin in der
Regulation von Nahrungsaufnahme und Fettverwertung. Bei Patienten mit primarer biliarer
Zirrhose sank parallel zu steigenden Leptinspiegeln Ghrelinkonzentration im Serum (16). Auch
die Adipogenese wird durch Ghrelin negativ beeinflusst (18). Bei Alterungsprozessen scheint
Ghrelin ebenfalls von Bedeutung zu sein. So wurde eine signifikante Abnahme der Ghrelin
Konzentration bei alteren Menschen festgestellt (19). Dieses kdnnte die Alters-Anorexie erklaren
und bietet ein neues Ziel der Anti-Aging Forschung.
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In Untersuchungen zur Bedeutung von Ghrelin bei chronischen Lebererkrankungen zeigte sich,
dass die Ghrelinkonzentration im Serum mit mehreren biochemischen und klinischen Parametern
korreliert wie z.B.: Enzephalopathie, Anamie, Hypoglykamie, Dysfunktion der Nieren (20).

Patienten mit Prader-Willi-Syndrom (PWS) wiesen einen fast 5fachen Anstieg des Ghrelinserum-
Spiegels auf, was darauf hinweist, dass Ghrelin auch in der Pathogenese der Hyperphagie beim
PWS beteiligt sein kdnnte (21, 22).

Ghrelin scheint somit an der Regulation von vielen physiologischen Prozessen beteiligt zu sein.
Im Detail ist der Einfluss auf viele dieser Prozesse jedoch noch nicht untersucht worden. Mit dem
vorliegenden Testsystem bieten wir Ihnen eine einfache und zuverlassige Methode zur
Quantifizierung von humanem Ghrelin in Serum.

METHODIK

Der Radioimmunoassay fur humanes Ghrelin verwendet einen polyklonalen Antikorper mit hoher
spezifischer Affinitat fir Ghrelin. Ghrelin wird quantitativ erkannt.

Die Standards werden aus rekombinantem Ghrelin hergestellt, der '?°|-Tracer aus einem C-
terminalen Peptid (AS 15 — 28) mit vorsynthetisiertem Tyrosin.

Kalibrierung des Assays:

Der Mediagnost Ghrelin RIA R90 wurde mit dem in-house Test der Medizinischen Hochschule
Hannover, Prof. Dr. Brabant abgeglichen.

Die Standards bestehen aus rekombinantem Ghrelin in Konzentrationen von 200, 400, 800, 1600
und 6400 pg/ml.

Assay Eigenschaften und Validierung

Die analytische Sensitivitdat des R90 betragt 40 pg/ml ca. (10pmol/l). Gemessen als zweifache
Standardabweichung des Null-Standards.

Die Wiederfindung von rekombinantem hGhrelin in verschiedenen Humanseren betrug im Mittel
97% der theoretisch zu erwartenden Menge.

Die Inter- und Intraassay Variationskoeffizienten liegen beide deutlich unter 10%. Beispielhafte
Bestimmungen sind in Tabelle 1 und Tabelle 2 dargestellt.

Spezifitat:

Der Assay ist spezifisch fur humanes Ghrelin. Der Antikorper zeigt darlber hinaus
Kreuzreaktivitat mit Kaninchen, Katzen-, Ziegen-, Schaf-, Ratten-, Pferd-, Esel-, Schweine-,
Hund, Maus-, Meerschweinchen- und Hamster-Ghrelin. Es wurde keine Kreuzreaktivitat mit
anderen Proteinen (z.B. WH oder Insulin) gefunden

Tabelle 1: Inter-Assay-Varianz

Mittelwert (pg/ml) Sta"dazg;?n‘;"l‘;'c"ung (‘ﬂ/‘:)
Probe 1 762 55,3 7,3
Probe 2 1085 52,5 4.8
Probe 3 790 65 8,2
Tabelle 2: Intra-Assay-Varianz
Anzahl der Mittelwert VK
Bestimmungen (pg/ml) (%)
Probe 1 6 1028,13 2,6
Probe 2 6 1275,95 4,0
Probe 3 6 1325 5,3
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Proben: Eignung, Vorbereitung und Lagerung

Geeignet sind Serum und EDTA-Plasma (nicht geeignet sind Heparin- und Citrat-Plasma). Eine
spezielle externe Probenvorbehandlung ist nicht naotig.

Blutproben sollten morgens oder am frihen Nachmittag abgenommen werden. Bei spezifischen
Fragestellungen muss der Zusammenhang mit der Nahrungsaufnahme mit in Betracht gezogen
werden.

Generell sollten Proben so schnell wie mdglich nach der Abnahme gekihlt werden. Falls
zwischen Abnahme und Bestimmung ein langerer Zeitraum liegt, sollten die unverdinnten
Proben bei -20°C oder kalter in fest verschlieBbaren Plastikgefalen aufbewahrt werden.
Wiederholtes Einfrieren und Auftauen von Serum/Plasma sollte prinzipiell vermieden werden
(gegebenenfalls subaliquotieren) einige Zyklen (5x) haben in unseren Versuchen jedoch auf die
messbare hGhrelin Konzentration keine Auswirkungen gehabt.

Im Allgemeinen ist durch den groRen Messbereich des Kits eine vorbereitende Serum- oder
Plasma-Verdinnung nicht notwendig. Fur die meisten Untersuchungen (Serum- oder
Plasmaproben und keine Extremwerte zu erwarten) sollten unverdiinnte Proben mit 100 pl pro
Rohrchen eingesetzt, geeignet sein. Die Messgenauigkeit ist bei einer Konzentration von 1000
pg/ml maximal.

MATERIALIEN
Inhalt der Testpackung

Standards STD 1-6, lyophilisiert, 750 pl, enthalten rekombinantes humanes Ghrelin. Die
1) 1-6 | Standardkurve deckt einen Bereich von 0,2-6,4 ng/ml Ghrelin ab. Fiir den Assay werden jeweils
100 pl pro Réhrchen eingesetzt.

2)|INSB Unspezifische Bindung, NSB, lyophilisiert, 1 ml. Kaninchen IgG

3) AB | Testpuffer AB, gebrauchsfertig , 30 ml, zur Rekonstitution von 1.AB, TR, NSB, STD und CS

4) |BUF | PR Prazipitations-Reagenz PR, gebrauchsfertig nach Zugabe von 2.Ab, Mischung 1:56, 55 ml

5) | [1.Ab 1. Antikoérper, 1.Ab, lyophilisiert, 10,5 ml, Rekonstituieren in 10.5 ml AB.

2. Antikorper 2.Ab, lyophilisiert, 1 ml, anti-Kaninchen-IgG. Rekonstituieren in 1 ml AB.
Die Lésung wird erst unmittelbar vor Gebrauch zu Reagenz PR gegeben (Verhaltnis 1:56). Nur

6) bendtigte Menge PR+2.Ab anmischen (500ul/Réhrchen). Der Rest wird eingefroren. Eventuell
auftretende Tribungen nach Zugabe von 2.Ab zu Reagenz PR haben keinen Einfluss auf das
Testergebnis.

7) Tracer TR, lyophilisiert, 10,5 ml, < 2,3 uCi bzw. < 85 kBq. in 10,5 ml AB rekonstituieren, rot gefarbt

8) | [Control Kontrolle CS, lyophilisert, 750 ul, in 750 pl AB rekonstituieren. Soll-Konzentration auf dem Etikett

+/- 28D.

Zusatzlich benotigte Materialien

Mikropipetten und Mehrkanal-Pipetten mit auswechselbaren Einmalspitzen

Einmal-Réhrchen aus Polystyrol oder Polypropylen. Aufgrund des geringen Volumens des Immun-Prazipitats sollten nur
konische Rdéhrchen verwendet werden.

Vortex-Mischgerat

Kihlbare Zentrifuge

Vorrichtung zum Absaugen der Proben-Losungen aus Rohrchen (empfohlen aufgrund der Radioaktivitat und der
potentiellen Infektionsgefahr bei humanen Proben)

Gamma-Zahler

Destilliertes oder demineralisierte Wasser (4°C)
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TECHNISCHE HINWEISE

Der Assay ist strikt nach dem Testprotokoll durchzuflihren.

Reagenzien mit unterschiedlichen Lot-Nummern sollten nicht vermischt werden. Die Reagenzien sind
ungeodffnet lichtgeschitzt und bei 2° - 8°C gelagert mindestens haltbar bis zum Verfallsdatum (s.
Etikett).

Fir die Rekonstitution der lyophilisierten Komponenten muss der im Kit erhaltene Testpuffer AB
verwendet werden. Es empfiehlt sich zum Rekonstituieren die Reagenzien 30 Minuten bei
Raumtemperatur stehen zu lassen und sie anschlieend kraftig mit einem Vortex-Mixer zu mischen.
Schaumbildung sollte jedoch vermieden werden. Dies gilt insbesondere fur die Kontrolle CS!

Bei sachgemaRer Handhabung ist die Haltbarkeit der Reagenzien nach Offnung nicht
beeintrachtigt. Rekonstitutiete Komponenten sollten bei -20°C (oder kalter) aufbewahrt werden.
Wiederholtes Einfrieren und Auftauen sollte vermieden werden.

Alle Komponenten des Kits mussen, wenn nicht anders beschrieben, vor Gebrauch auf
Raumtemperatur gebracht werden, die evtl. in manchen Puffern vorhandenen Prazipitate missen
vor Gebrauch durch Mischen und Erwarmen wieder gelost werden. Inkubation bei Raumtemperatur
bedeutet: Inkubation bei 20 - 25°C.

WARNHINWEISE UND VORSICHTSMARNAHMEN

Der Mediagnost Kit ist nur zur In-vitro Diagnostik und nicht zur inneren Anwendung bei Mensch und Tier geeignet.
Dieses Produkt darf nur exakt wie in der mitgelieferten Anleitung beschrieben eingesetzt werden. Mediagnost GmbH
kann nicht fir einen eventuellen Verlust oder Schaden haftbar gemacht werden, der durch Nichtbeachtung der
Instruktionen entsteht, soweit keine gesetzliche Regelung anderes besagt.

VORSICHT: Dieser Kit enthédlt Material humanen und/oder tierischen Ursprungs. Die Bestandteile des Kits
sind so zu handhaben, als ob sie infektios seien.

Angemessene VorsichtsmaRnahmen und die Regeln der guten Laborpraxis missen bei Lagerung, Gebrauch und
Entsorgung der Bestandteile des Kits eingehalten werden. Die Entsorgung der Bestandteile des Kits muss nach den
Ortlichen Vorschriften erfolgen.

Menschliches Serum:

in folgenden Komponenten enthalten: CS

Das humane Material, das fir die Praparation dieses Produktes verwendet wird, ist durch von der US-
amerikanischen Arzneimittelzulassungsbehérde FDA empfohlene Nachweisverfahren auf die Prasenz von
Antikérpern gegen human Immuninsuffizienz Virus (HIV | und Il), gegen Hepatitis B-Oberflachenantigen und gegen
Hepatitis C Virus gepruft und fir negativ befunden worden. Da kein Test das Vorhandensein von infektidsen
Erregern vdllig ausschlieBen kann, sollten die Reagenzien gemal der Vorgaben der Biosicherheitsstufe 2
gehandhabt werden.

NaAzid

< 0,02% Natriumazid

Die Reagenzien enthalten als Konservierungsmittel Na-Azid, allerdings sehr verdiinnt (0,02%). Na-Azid ist sehr
giftig, es gelten R-Satze 28, 32, 50/53 und S-Satze 28, 45, 60, 61.

Erste-Hilfe MaRnahmen:

Nach Hautkontakt: Nach BerlUhrung mit der Haut wahrend mindestens 15 Minuten mit genigend Wasser
abwaschen. Kontaminierte Kleidung und Schuhe wechseln.

Nach Augenkontakt: Nach Berlhrung mit den Augen wahrend mindestens 15 Minuten mit genligend Wasser
spllen. Ausreichende Spulung durch Spreizung der Augenlider sicherstellen.

Nach Verschlucken: Mund mit Wasser ausspllen, vorausgesetzt die Person ist bei Bewusstsein. Sofort einen Arzt
zuziehen.

Beim Umgang mit radioaktivem und potentiell infektiosem Material miissen folgende Richtlinien befolgt
werden:

Das Material sollte in speziell ausgewiesenen Bereichen gelagert und verwendet werden.
Essen, Trinken und Rauchen ist in diesem Bereich verboten!
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Niemals mit dem Mund pipettieren!

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

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

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

Radioaktivitat

Vor der Bestellung oder dem Gebrauch radioaktiver Produkte ist es 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, missen 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 gilt es die Besonderheiten im Umgang mit dem Radionuklid Jod-125 zu beachten.

Jod-125 hat eine Halbwertszeit T1/2 von 60 Tagen und emittiert 35,5 keV Gamma-Strahlung, 27 — 32 keV Roéntgen-
Strahlung und keine Beta-Strahlung. Effektive Abschirmung ist durch Blei méglich, die Halbwertschichtdicke betragt
0,02 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). Unsachgemafes Offnen von GefalRen oder Pipettieren von Lésungen kann zur
Bildung von Aerosolen, also Freisetzung von Radioaktivitat in Tropfchenform, fiihren und muss vermieden werden.
Der pH-Wert von Lésungen, die Jod enthalten, sollte nicht im sauren Bereich sein, da dies zur Freisetzung von
flichtigem elementarem Jod fiihren kann.

Einige Jod-Verbindungen kénnen durch Gummihandschuhe diffundieren, deshalb sollten zwei Paar oder
Polyethylen- und Gummihandschuhe getragen werden.

Zur Reinigung von kontaminierten Flachen oder Gegensténden sollte, um das Jod-125 chemisch zu stabilisieren,
alkalische Natriumthiosulfatidsung und Papier od. Zellstoff verwendet werden.

TESTDURCHFUHRUNG

Pipettierschema

R°';lrr‘f:"e" Inhalt AB Sgr?)’bgf’ NSB | 1.ab | TR |? ’:,‘l'; in
1,2 Total Counts - - - - 100 -
3,4 NSB (unspez. 100 - 100 - 100 500

Bindung)

5,6 Bo (Nullbindung)| 100 - - 100 100 500
7-18 Standards 1-6 - 100 1-6 - 100 100 500
19,20 Kontrollserum - 100 CS - 100 100 500
21,22 Probe 1 - 100 - 100 100 500
23,24 Probe 2 - 100 - 100 100 500

etc.

(Alle Volumina in pl)

1) Beschriftung der Réhrchen nach Pipettierschema (Doppelwerte):
1,2 Gesamtaktivitat (total counts, TC),
3,4 Reagenz NSB (unspezifische Bindung),
5,6 Nullstandard (By),
7-18  Standards 1 bis 6
19, 20 Kontrolle CS
ab 21 Proben

2) Zugabe von je 100 pl Reagenz AB (Testpuffer) in Réhrchen 3, 4 und 5, 6.
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10)
11)
12)
13)

14)
15)

16)

Zugabe von je 100 pl der Standards 1-6:

7,8 Standard 1 (200 pg/ml)

9,10 Standard 2 (400 pg /ml); usw. bis 18.

Zugabe von je 100 pl Kontrolle CS in Rohrchen 19, 20.

Zugabe von je 100 pl Probe ab Rohrchen 21.

Zugabe von 100 pl Reagenz NSB in Réhrchen 3 und 4.

Zugabe von 100 yl Reagenz 1.Ab (1. Antikorper), ab Rohrchen 5.

Die Rohrchen mischen (mit Vortex-Mixer) und uber Nacht (mindestens 20, maximal 24
Stunden) bei 2-8 °C inkubieren.

Zugabe von 100 1] Reagenz TR (Tracer) in alle Roéhrchen.
Rohrchen 1 und 2 (Gesamtaktivitat) mit Stopfen verschlieBen und bis zum Schritt 16)
beiseite stellen.

Die restlichen Réhrchen mischen (mit Vortex-Mixer) und tber Nacht (mindestens 16,
maximal 20 Stunden) bei 2-8°C inkubieren.

Zugabe von Reagenz 2.Ab zu PR (1:56, mischen); die Reagenzmischung muss gekiihlt
sein (2-8 °C). Zugabe von je 500 pl Reagenz PR (inkl. 2.Ab), ab Réhrchen 3.

Roéhrchen mischen (mit Vortex-Mixer) und zur Prazipitation fir 1 Stunde bei 2-8°C
inkubieren.

Zugabe von je 1 ml eiskaltem Wasser.

Gekuhlt bei 3000 x g flr 20 min. zentrifugieren.

Uberstand absaugen, um das Prézipitat nicht zu zerstéren oder mit abzusaugen, sollte man
dariber einen FlUssigkeitsrest von ca. 2 mm stehen lassen (Tipp: Absaugnadel mit
Anschlag versehen). Je nach Laborausstattung und -praxis kann wahlweise auch
vorsichtig dekantiert werden!

Alle Réhrchen im Gamma-Counter zahlen fur 1 (bis 3) min.

Erweitertes Waschverfahren zur Erhéhung der Prazision

Nach der einstindigen Inkubation (Schritt 12) werden die Réhrchen zentrifugiert (s. Schritt 14)
und der Uberstand abgesaugt (s. Schritt 15). AnschlieRend erfolgt die Zugabe von je 1 ml
eiskaltem Wasser. Die Zugabe sollte vorsichtig erfolgen, um das Prazipitat nicht zu zerstoren.
Auf keinen Fall erneut mischen! Die Réhrchen werden dann noch einmal fir 5 min. bei 3000 x
g zentrifugiert und der Uberstand abgesaugt. Danach werden die Réhrchen im Gamma-Counter
gezahlt. Das erweiterte Waschverfahren erhoht die Prazision der Messungen, ist allerdings mit
vermehrtem Arbeitseinsatz verbunden. Die hohere Prazision ist meist nur bei speziellen
Fragestellungen von Bedeutung.
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AUSWERTUNG
Berechnung der Standardkurve

Die bereitgestellten Standards enthalten folgende Ghrelin-Konzentrationen:

Standard Bo 1 2 3 4 5 6
ng/ml 0 0,2 04 0,8 1,6 3,2 6,4
pg/ml 0 200 400 800 1600 3200 6400
pmol/l 0 59 119 237 475 949 1899

1. Ermittlung des Mittelwerts der Doppelbestimmungen.

2. Subtraktion des Mittelwerts der unspezifischen Bindung (NSB, Rohrchen 3 und 4) von den
Mittelwerten der Standards, Kontrollen und Proben. Dies entspricht der Kkorrigierten
Zahlausbeute B.

3. Der korrigierte Wert des Nullstandards (Réhrchen 5 und 6) entspricht Bo.

4. Berechnung der Prozentverhaltnisse (%B/By): %B/Bo = B/By x 100 %

5. Auftragen von %B/B, gegen die Konzentrationen der Standards in halb-logarithmischem oder
logit-log Malstab auf Papier oder per Computerauswertung.

6. Qualitatskontrolle, Berechnung der %NSB/TC:

NSB / TC (Mittelwert der R6hrchen 3+4/ Mittelwert der Réhrchen 1 und 2) x 100 %
Soll: %NSB/TC < 5%
7. Qualitatskontrolle, Berechnung der % Bo/TC:
Bo (s. 3.) / TC (Gesamtaktivitat) x 100 %.
Soll: %Bo/TC > 20%

Ermittlung der Proben-Konzentrationen:
Die Konzentration (Abszisse, x-Achse) wird entsprechend dem %B/Bp-Wert der Probe aus dem

Schaubild abgelesen.

Beispiel:
Mittelwert der Réhrchen 3 und 4 (NSB): 482 cpm
Mittelwert der Rohrchen 5 und 6 (Nullstandard, By): 8927 cpm
Mittelwert der Réhrchen 19 und 20 (Kontrolle CS): 4794 cpm
Probe - NSB 4794 — 482
%B/B, = x 100% = x 100% = 51,1%
Bo — NSB 8927 — 482

Ein Wert von 51,1% auf der Ordinate (y-Achse) entspricht in dem hier gewahlten Beispiel einem
Abszissen-Wert von 1055 pg/ml.

Bei vorausgegangener Verdinnung der Probe ergibt sich die Konzentration der Probe durch
Multiplikation des aus der Grafik (oder mit Hilfe eines Computer-Programms) ermittelten Werts
mit dem Verdunnungsfaktor.

Sollte die Konzentrationsangabe in pmol/l der in pg/ml vorgezogen werden, so mussen die Werte
in pg/ml durch 3,371 dividiert werden:

Beispiel: 1055 pg/ml : 3,371 = 313 pmol/l
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Konzentration der Kontrolle:

Der aus der Standardkurve ermittelte Wert fir die Kontrolle CS sollte innerhalb des etikettierten
Bereichs liegen. Die ermittelten Konzentrationen der Proben kdnnen nur als valide angesehen
werden, wenn die Kontrolle mit einem Wert innerhalb des Sollbereichs gefunden wird.
Andernfalls ist eine Fehleranalyse durchzufuhren als deren Resultat die Ergebnisse des Testes
akzeptiert oder verworfen werden.

Erwartungswerte

Die Ghrelinkonzentrationen in humanem Serum
ménnlich weiblich wurden bislang zwischen minimal 300 pg/ml (90
pmol/l) und maximal 4000 pg/ml (1200 pmol/l)

gemessen. Dabei lag die Konzentration der
n 52 52 meisten Proben im Bereich von 600 pg/ml (180

pmol/l) bis 1400 pg/ml (420 pmol/l).

Mittelwert 801,3 1141.9
Standard. Je 52 Seren von mannlichen ur)d weiblichen
abweichung 1791 507,6 Blutspendern im Alter von ZQ bis 65 Jghren
wurden auf lhre  Ghrelinkonzentrationen
Min 511.0 4544 untersucht. Die Messwerte des Mediagnost RIA
R90 in pg/ml sind in der Tabelle 4 dargestellt.
Max 1555,2 2565,7 Es liegen fur die Spender keine Informationen
bzgl. der Nahrungsaufnahme vor, weitere
Median 770,5 1032,3 Untersuchungen zur Definition von

Normalwerten sind daher unerlasslich!

Tabelle 3: Ghrelin Serumkonzentrationen von
mannlichen und weiblichen Blutspendern
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PACKAGE INSERT ENGLISH
TECHNICAL FEATURES+APPLICATIONS

¢ analytical sensitivity 0.04 ng/mi

¢ Intra- and Inter Assay Variance < 10%
¢ Recovery of recombinant Ghrelin 97%
¢ Control Serum included

¢ For measurement in human serum

INTENDED USE
This radioimmunoassay kit is suited for measuring human Ghrelin in serum and EDTA-Plasma.

INTRODUCTION

Ghrelin is a 3.5 kDa protein of 28 amino acids and is serine octanylated. Bioactivity of this small
peptide hormone depends on octanylation (1). It is mainly synthesized by stomach but also in
duodenal and heart cells (2) and therefore indicates the relevance of the stomach as endocrine
organ (3).

Ghrelin is able to cross the blood-brain barrier and is a natural ligand of growth hormone
secretagogue receptor in pituitary and hypothalamus (4). Ghrelin exert influence on several
neurological processes, for instance memory retention can be modulated by ghrelin (5) and
Ghrelin secretion is influenced by sleep (6, 7). Not only growth hormone but several other
hormones are influenced by Ghrelin e.g. ACTH, cortisol, prolactin (8, 9). It is also present in
pancreatic islets and regulates insulin secretion (10-12). In women with polycystic ovary
syndrome Ghrelin levels are decreased and highly correlated to insulin sensitivity (24), so there
are several regulatory circles influenced by Ghrelin. Additionally to endocrine action Ghrelin
exerts influence on immunological processes. In Human umbilical vein endothelial cells Ghrelin
inhibits basal and TNF-alpha-induced cytokine release and mononuclear cell binding and in vivo
endotoxin-induced proinflammatory cytokine production in rats was also inhibited by intravenous
administrated Ghrelin (13).

Sites of Ghrelin synthesis as well as receptor location indicate a role for the hormone and the gut
in appetite regulation (1) (23). So many Ghrelin receptors are present in the hypothalamic
arcuate nucleus, a brain area important in food intake control. Several investigations demonstrate
a circadian rhythm of Ghrelin secretion (14), controlled by ingestion. Shortly before food intake
Ghrelin plasma concentration increases and decreases after finishing. In eating disorders Ghrelin
levels reflect illness, so obesity suppresses Ghrelin concentration in blood (14) and in anorexia
nervosa an increase of Ghrelin serum concentration can be detected (15-17). Ghrelin might act
as counterpart to Leptin in the regulation of food intake and fat utilization, so in patients with
primary biliary cirrhosis parallel to increasing Leptin levels Ghrelin serum concentration
decreases (16). It also influences the adipogenesis negatively (18). A significant decrease of
Ghrelin concentration is detected in elderly people (19). This could explain the anorexia of elderly
people and offers a new target in anti-aging research.

Further investigation of Ghrelin serum concentration in chronic liver disease resulted in a
correlation of Ghrelin concentration with several biochemical and clinical parameters: e.g.
encephalopathy, anaemia, hypoglycaemia, renal dysfunction (20).

In Patients with the Prader-Willi-Syndrome show a nearly 5fold increase of serum Ghrelin, so
Ghrelin may be involved in the pathogenesis of hyperphagia in PWS (21, 22).
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So Ghrelin seems to be involved in the regulation of many physiological processes and its
influence on many of these processes has not been investigated in detail. With this test system
we provide an easy but reliable tool for the quantification of human Ghrelin in serum.

PRINCIPLE
For the Radioimmunoassay for the determination of human Ghrelin a polyclonal rabbit-antibody
of high specificity is used. Ghrelin is measured quantitatively.

Standards are prepared from recombinant Ghrelin, '®|-Tracer from a C-terminated peptide (AS
15 — 28) with presynthetised Tyrosine.

Calibration of the Assay

The assay was calibrated against the internal test of Medical School Hannover, Prof. Brabant.

PERFORMANCE CHARACTERISTICS

Sensitivity

The analytical sensitivity of the assay yields 40 pg/ml (about 10 pmol/L) measured as 2x SD of
zero standards.

Specificity

This assay is specific for human Ghrelin. The antibody shows in addition cross-reactivity with:
rabbit, cat, guinea pig, hamster, goat, sheep, rat, horse, donkey, pig, dog, rabbit, mouse and
bovine. No cross-reactivity was found with other proteins such as insulin or GH.

Table 1: Intra-Assay-Variation

Num_ber pf Mean value [pg/ml] VC%
determinations
Sample 1 6 1028.13 2.6
Sample 2 6 1275.95 4.0
Sample 3 6 1325 5.3

Table 2: Inter-Assay-Variation

Mean value (pg/ml) Standard deviation VC%
Sample 1 762 55.3 7.3
Sample 2 1085 52.5 4.8
Sample 3 790 65 8.2

Recovery
Serum spiking experiments with recombinant human Ghrelin yielded a recovery of 97% (x 2%).

SPECIMEN COLLECTION, PREPARATION AND STORAGE

Serum/ EDTA-Plasma samples are suitable (inappropriate are Heparin- and Citrate-Plasma). An
external sample preparation prior to assay is not required.

For testing of single blood samples, the specimens may be taken in the morning or early
afternoon. For specific questions, the influence of food intake should be taken in consideration.

Samples should be handled as recommended in general: as fast as possible and chilled as soon
as possible. In case there will be a longer period between the sample withdrawal and
determination store the undiluted samples frozen at —20°C or below in tightly closable plastic
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tubes. Avoid on principal repeated freeze-thaw cycles of serum/plasma (if required, please
subaliquote) although Ghrelin levels were found to be unaffected by few cycles (5x) in our
experiments.

Because of the wide effective range of this RIA kit a preparative sample dilution is generally not
necessary. For most of the determinations (serum or plasma samples, and no extreme values
expected) the use of undiluted samples 100 pl per tube, should be appropriate. In case of
extremely high Ghrelin levels the sample should and can be diluted in Assay Buffer AB, e.g.
1:10. At a concentration of 1000pg/ml the precision of this assay is maximal.

REAGENTS PROVIDED

1) 1-6 Standards STD 1-6, lyophilized, 750 pl, contain human recombinant Ghrelin. The calibration curve
covers a range of 2-6.4 ng/ml Ghrelin. Please use 100 pl standard solution per tube.

2)|INSB unspecific binding, NSB, lyophilized, 1ml. rabbit IgG

3) AB | Assay Buffer AB, ready-to-use , 30 ml, for reconstitution of 1.AB, TR, NSB, STD and CS

4) |BUF| PR Precipitation-Reagent PR, after addition of 2.Ab ready-to use, dilution of 2.Ab 1:56, 55ml

5) [[1.Ab 1. antibody, 1.Ab, lyophilized, 10,5 ml, Reconstitute in 10.5 ml AB.

2. antibody, 2.Ab, lyophilized, 1 ml, anti-rabbit-IgG. Reconstitute in 1 ml AB. 2.Ab
Reconstitute with 1 ml reagent AB. Transfer dissolved material to reagent PR immediately before

6) | 2.Ab use (Ratio 1:56). Please mix only the required quantity of PR+2.Ab (500ul/vial). The rest can be
frozen. The assay is unaffected by the possible occurrence of turbidity after adding 2.Ab to
reagent PR.

7) Traceﬂ Tracer TR, lyophilized, 10.5 ml, < 2.3 pCi or < 85 kBq. reconstitute in 10.5 ml AB, stained red

8) | [Control Control CS, lyophilized, 750 pl, reconstitute in 750 pl AB. Concentration is given by label +/- 2SD.

MATERIALS REQUIRED BUT NOT PROVIDED

Precision pipettes (100 and 200ul) Micropipettes and multichannel pipettes with disposable plastic tips

Disposable polystyrene or polypropylene tubes. Conical tubes are highly recommended because of the small volume
of the immunoprecipitates

Vortex-mixer

Centrifuge

Device to aspirate the fluid from the tubes (recommended because of the potential danger of radioactivity and
infection by human samples)

Ice-Cold deionized water

Gamma Counter

REAGENT PREPARATION

In conducting the assay, follow strictly the test protocol. Room temperature incubation means: Incubation at 20 - 25°C.

Reagents with different lot numbers should not be mixed. All reagents are stable unopened until the expiry date, if stored in
the dark at 2° - 8°C (see label).

Control Serum CS Reagent 1.Ab, 2.Ab, TR, NSB and STD have to be reconstituted in Assay Buffer AB. It is
recommended to keep the reconstituted reagents at room temperature for 30 minutes and then to mix them thoroughly but
gently (no foam should result) with a Vortex mixer. Transfer reconstituted 2.Ab into the buffer PR. The assay is unaffected
by the possible occurrence of turbidity after add in 2.Ab to reagent PR.

The shelf life of the components after opening is not affected, if used appropriately. Reconstituted Components should be
stored at -20°C (or below). Repeated freeze-thaw cycles have to be avoided.

Before use, all kit components should be brought to room temperature, if nothing different is indicated. Precipitates,
possible in buffers, should be dissolved before use through mixing and warming.
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WARNINGS AND PRECAUTIONS

For in-vitro diagnostic use only. For professional use only.
Possession and use of the kit is subject to the regulations of the national nuclear regulatory authorities.

Reagents with different lot numbers should not be mixed.

Reagents contain Sodium-Azide as preservative, however, highly diluted (0.02%). Sodium-Azide is very toxic, R-Phrases:
28, 32, 50/53 and S-Phrases 28, 45, 60, 61 must be considered.

Before starting the assay, read the instructions completely and carefully. Use the valid version of the package insert
provided with the kit. Be sure that everything is understood.

Before use, all kit components should be brought to room temperature at 20 - 25°C, if not indicated differently.
Precipitates in buffers should be dissolved before use by thorough mixing and warming. Temperature WILL affect
the assay. However, values for the patient samples will not be affected.

Caution: This kit contains material of human and/or animal origin. Source human serum for the Control Serum
provided in this kit was tested by FDA recommended methods and found non-reactive for Hepatitis-B surface antigen
(HBsAg), Hepatitis C virus (HCV), and Human Immunodeficiency Virus 1 and 2 (HIV) antibodies. No known test
methods can offer total assurance of the absence of infectious agents; therefore all components and patient’s
specimens should be treated as potentially infectious.

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 behaviour 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 1-125 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 0.02 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 opening 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 iodine should not be made acidic, because this might lead to the formation of volatile elemental
iodine.

As some iodo-compounds can penetrate rubber gloves, it is advisable to wear two pairs, 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.

General first aid procedures:

Skin contact: Wash affected area thoroughly with water. Discard contaminated cloths and shoes.

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.

Ingestion: If swallowed, wash out mouth thoroughly with water. Immediately see a physician.

Do not eat, drink or smoke in these areas.

Never pipette the materials with the mouth.

Spilled material must be wiped off immediately and should become disinfected. Clean contaminated areas and
equipment with a suitable detergent.

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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ASSAY PROCEDURE

NOTES: All determinations (Standards, Control Serum and samples) should be assayed in duplicate. For optimal
results, accurate pipetting and adherence to the protocol are recommended.

When performing the assay, the Standards, Control Serum and the samples should be pipette as fast as possible.

Flow Chart of Assay Protocol

Tube AB STD,CS, | NSB | [1.Ab TR 2.Ab
Nr.: |Contents Samples in PR
1,2 Total Counts - - - - 100 -
3,4 NSB 100 - 100 - 100 500
5,6 Bo (zero standard) | 100 - - 100 100 500
7-18 | Standards 1-6 - 100 STD1-6 - 100 100 500

19,20 |Control - 100 CS - 100 100 500

21,22 |Sample 1 - 100 - 100 100 500

23,24 |Sample 2 - 100 - 100 100 500
etc.

All volumes are given in pl.
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Labelling of the assay tubes should be done in the following order (duplicates):

1,2 total counts (TC),

3,4 non specific binding (NSB)

5,6 zero standard (By),

7-18  Standards 1to 6

19, 20 Control CS

21,22 etc. samples.

Add 100 ul of reagent AB (Assay Buffer) to tubes 3, 4 and 5,6.

Add 100 pl of Standards 1-6 to tubes 7-18:

7,8 Standard 1 (200 pg/ml)

9,10 Standard 2 (400 pg /ml); etc. up to 18.

Add 100 pl Control CS to tubes 19, 20.

Add 100 pl of sample to tubes 21, 22, etc.

Add 100 pl NSB to tubes 3 and 4.

Add 100 pl of Reagent 1.Ab (1*. Antibody), beginning with tube 5.

Mix tubes with a Vortex-Mixer and incubate overnight at 2-8°C (at least 20 h, maximal 24
h).

Add 100 ul of Reagent TR (Tracer) to all tubes.

Seal tubes 1 and 2 (total counts) with a stopper and remove until step 16.

Mix the remaining tubes with a Vortex-Mixer and incubate overnight (at least 16 h,
maximal 20 h) at 2-8°C.

Add from Reagent 2.Ab to PR (1:56, mix); the reagent mix must be cooled (2-8 °C). Add
500 pl Reagent PR (incl. 2.Ab), beginning with tube 3.

Mix tubes with a Vortex-Mixer and incubate for precipitation for 1 h at 2-8°C.

Add 1 ml ice-cold water.

Centrifuge at 2-4°C at 3000 x g for 20 min.

Aspirate the supernatant. In order not to destroy or aspirate the small precipitate a rest of
approx. 2 mm supernatant should be left over the precipitate. (Tip: Add limit stop to the
aspirate needle). Depending on laboratory equipments and common laboratory practice
supernatant can also be decanted carefully.

Count the radioactivity of all tubes in Gamma-Counter for 1 to 3 min.

Extended washing procedure for increased precision:

After the Incubation of 1 hour (step 12) centrifuge the tubes (s. step 14) and aspirate the
supernatant (s. step 15). Add directly 1 ml ice-cold water. This should not be done too vigorously
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in order to keep the precipitate intact. Do not mix again! Centrifuge the tubes once again at
3000g for 5 min, aspirate the supernatant and count the radioactivity of all tubes in the gamma-
counter.

This extended procedure results in a somewhat higher precision bound up with higher work
expenditure. The higher precision may be relevant only in special cases.

CALCULATION OF RESULTS
Establishing the Standard Curve

Standard Bo 1 2 3 4 5 6
ng/mi 0 0.2 0.4 0.8 1.6 3.2 6.4
pg/mi 0 200 400 800 1600 3200 6400
pmol/l 0 59 119 237 475 949 1899

1. Calculate the average counts of each pair of tubes.

2. Subtract the average of NSB (NSB, Tubes 3 and 4) from the mean counts of the Standards,
controls and samples. This corresponds to the corrected B values.

3. The corrected value of the zero standard (tubes 5 and 6) equals Bo.

4. Calculate the percent bound (%B/By): %B/Bo = B/Bg x 100 %

5. Plot %B/By versus the standard concentrations on a semi-logarithmic or logit-log paper
respectively or per computer analysis.

6. For quality control calculate the percentage of %NSB/TC:
NSB / TC (average counts of tubes 3 and 4 / average counts of tubes 1 and 2) x 100 %. It
should be: %NSB/TC < 5%

7. Quality control, Calculate the %B,/TC:
Bo (see step 3.) / TC (total counts) x 100 %.
It should be: %Bo/TC > 20%

Evaluation of sample concentrations:

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

Example:
Average counts of the tubes 3 and 4 (NSB): 482 cpm
Average counts of the tubes 5 and 6 (Zero standard, Bp): 8927 cpm
Average counts of the tubes 19 and 20 (Control CS): 4794 cpm
Sample - NSB 4794 — 482
%B/B, = x 100% = x 100% = 51.1%
Bo — NSB 8927 — 482

For a 51.1% value on the y-axis (ordinate) corresponds in this example abscissa value of 1055
pg/ml.

Multiplication of this value determined graphically or by aid of a computer program with the
dilution factor gives the ghrelin concentration of the sample.

If it is preferred to express the results as pmol/l, the values given as pg/ml have to be divided by
3.371 to obtain pmol/l.

Example: 1055 pg/ml : 3.371 = 313 pmol/l.

Concentration of the control:

The control CS should fit with the labelled concentration range. The measured Ghrelin
concentration are only valid, if the measured value of the control is in the labelled concentration
range. Otherwise process analysis is required and depending on the results the measured values
are accepted or not.
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EXPECTED VALUES

Concentration of Ghrelin in human sera varied from minimal 300 pg/ml (90 pmol/L) to maximal
4000 pg/ml (1200 pmol/L) so far. Whereas in most of the samples the concentration ranged
between 600 pg/ml (180 pmol/L) and 1400 pg/ml (420 pmol/L).

52 sera or plasma from each healthy male and female blood donors, age 20 to 65 years, were
measured regarding their Ghrelin concentration with Mediagnost Ghrelin RIA R90. However,
there is no information available regarding the nutritional status of the blood donors. The results
in pg/ml are presented in the table 3.

Therefore valid reference values should be generated by an well designed study and the values
presented here can only be taken as initial estimation.

Table 3: Ghrelin serum concentration of male and female
blood donors.

Male Female
n 52 52
Mean 801.3 1141.9
Standard 179.1 570.9
Deviation
Min 511.0 454 4
Max 1,5655.2 2,565.7
Median 770.5 1,032.3
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KURZANLEITUNG - Mediagnost hGhrelin RIA R90

Rekonstitution von Reagenzien

1.Antikérper(1.Ab) in Testpuffer (AB) 10,5 ml

Tracer (TR) in Testpuffer (AB) 10,5 ml

NSB in Testpuffer (AB) 1ml

Standards (1-6) in Testpuffer (AB) 750 pl

Kontrollserum CS in Testpuffer (AB) 750 pl

2. Antikorper (2.Ab) in Testpuffer (AB) 1ml
Mit PR mischen. (1 ml 2.Ab+ 55 mi PR) oder
Nur benétigte Menge PR+2.Ab mischen Verhiltnis (1:56)

Serum- oder Plasmaproben kénnen unverdiinnt eingesetzt werden.

Doppelbestimmungen Zugabe von Reagenzien [_pl]

Rohrchen AB STD (1-6), CS, 1.AB

Nr.: Inhalt Pl('obe)zn NSB (1. Antikorper)

1,2 Total Counts - - - -

3,4 NSB 100 - 100 -

5,6 Bo (Null Standard) 100 - - 100
7-18 Standards (1-6) - 100 STD (1-6) - 100
19,20 Kontrollserum (CS) - 100 CS - 100
21,22 Probe 1 - 100 - 100
23,24 Probe 2 - 100 - 100

etc.

Alle Rohrchen mit Vortex-Mixer mischen.

[inkubation iibernacht (mindestens 20 h, maximal 24 h) bei 2-8°C|

Zugabe von 100 pl Reagenz TR (Tracer) in alle Réhrchen

Réhrchen 1 und 2 (Gesamtaktivitat) mit Stopfen verschlieRen und bis zum Zahlen in Gamma-Counter.

Die restlichen Rohrchen mit Vortex-Mixer mischen

linkubation iibernacht (mindestens 16 h, maximal 20 h) bei 2-8°C|

Zugabe von Reagenz 2.Ab zu PR (1:56, mischen); die Reagenzmischung muss gekuhlt sein (2-8 °C).
Zugabe von je 500 pl Reagenz PR (inkl. 2.Ab), ab Réhrchen 3.

Alle Rohrchen mit Vortex-mixer mischen.

[inkubation 1 h bei 2-8°C}

Zugabe von je 1 ml eiskaltem Wasser, ab Réhrchen 3.

Gekihlt bei 3000 x g fur 20 min. zentrifugieren.

Uberstand absaugen, um das Prézipitat nicht zu zerstéren oder mit abzusaugen, sollte man darliber einen
Flissigkeitsrest von ca. 2 mm stehen lassen.

Alle Roéhrchen im Gamma-Counter zahlen.
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SUMMARY - Mediagnost Ghrelin R90

Reconstitution of the Reagents

?‘Antibody (1.Ab) in Assay Buffer (AB) 10.5 ml
Tracer (TR) in Assay Buffer (AB) 10.5 ml
NSB in Assay Buffer (AB) 1ml
Standards (1-6) in Assay Buffer (AB) 750 ul
Control serum CS In Assay Buffer (AB) 750 ul
2"Antibody (2.Ab) in Assay Buffer (AB) 1ml
Mix solution with PR. (1 ml 2.Ab+ 55 ml PR) or
Mix only the required quantity of PR+2"Ab Ratio (1:56)
Serum or plasma samples can be used undiluted.
Double Determinations Addition of Reagents [_|.|I]
Tube AB STD (1-6), CS, 1.AB
nr.: | Contents Sa(mpl)es NSB (1* Antibody)

1,2 Total Counts - - - -

3,4 NSB 100 - 100 -

5,6 By (zero standard) 100 - - 100
7-18 Standards (1-6) - 100 STD (1-6) - 100
19,20 Control serum (CS) - 100 CS - 100
21,22 | Sample 1 - 100 - 100
23,24 |Sample 2 - 100 - 100

etc.

Mix all tubes with a Vortex-mixer.

[Incubation overnight (at least 20 h, maximal 24 h) at 2-8°C|

Add 100 pl Reagent TR (Tracer) to all tubes.

Seal the tubes 1 and 2 (total counts) with a stopper and remove until the step 16.

Mix the remaining tubes with a Vortex-Mixer.

[Incubation overnight (at least 16 h, maximal 20 h) at 2-8°C|

Add from the Reagent 2.Ab to PR (1:56, mix), the reagent mix must be cooled (2-8°C)
Add 500 pl reagent PR (inc. 2.Ab.), beginning with the tube 3.

Mix tubes with a Vortex mixer.

[incubation 1 h at 2-8°C]

Add 1 ml ice-cold water, beginning with the tube 3.

Centrifugation at 2-4°C, 113000 x g, 20 min

Aspirate the supernatant
(a rest of approx. 2 mm of supernatant should be left over the intact precipitate).

Count the radioactivity of all the tubes in a Gamma-Counter.
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R90 [:E] International Test Description
1§ STD 1-6 750 ul AB
cs 750 ul AB
NSB 1 ml AB
2.Ab 1 ml AB DILU| PR 1:56 PC|2-8
1. Ab 10.5 ml AB
TR 10.5 ml AB
100 pl
20-25 °C
AB | [cAL INSB| 1.Ab
1/2 TR = _ - ; ; _
3/4 - 100 - 100 -
5/6 - 100 ul - - 100 pl
7/8 STD1 (0,2 ng/ml) - - 100 pl - 100
9/10 STD2 (0,4 ng/ml) - - 100 pl - 100 pl
11/12 STD3 (0,8 ng/ml) - - 100 pl - 100 pl
13/14 STD 4 (1,6 ng/ml) - - 100 - 100
15/16 STD5 (3,2 ng/ml) - - 100 pl - 100 pl
17/18 STD 6 (6,4 ng/ml) - - 100 pl - 100
19/20 KS 100 - - - 100 pl
21/22 100 pl i ) i 100 pl
PN

20-24h [°C|2- 8

1004l TR | <

16-20h PC|2-8

500l DILU PR 1:56 [C|2-8 [ALL] NOT [TC| | <

[©] 1h Pcl2-8

1 ml A. dest Pd2-8[AL] [NOT [TC|

>3000x g 20 min [°C|2-8

ASP| [ALL NOT|
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