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DEUTSCH

Gebrauchsanweisung

hGH sensitiv ELISA E022

96 Bestimmungen

g3 DE/CA40/00809/15/2

Testprinzip Sandwich ELISA

Dauer (Inkubationszeit) 3,25 h

Antikorperkonjugat gebrauchsfertig

Enzymkonjugat gebrauchsfertig

Puffer & Substrat gebrauchsfertig

Referenzmaterial 2. Internationaler Standard WHO/ NIBSC 98/574,

rekombinant hGH

Kalibratoren

5 Einzelkalibratoren: 0,05 - 1 ng/mL, gefriergetrocknet,
rekombinant hGH

Assay Range

0,0115 ng/mL - 26 ng/mL

Kontrolle

1 Kontrolle, gefriergetrocknet

Proben

humanes Serum / Plasma

Erforderliches

Probenvolumen 10l
Probenverdinnung 1:26
Analytische Sensitivitat 0,0115 ng/mL
Intra- / Interassay Varianz <10%

1 ZWECKBESTIMMUNG

Quantitative Messung von humanem Wachstumshormon (hGH) in menschlichem Serum
oder Plasma.

1 EINFUHRUNG

Das System des Wachstumshormons [GH] (Synonyme: Somatropin, Growth Hormone) ist durch
eine aulerordentliche Komplexitat gekennzeichnet. Das Gen fur das Wachstumshormon ist das
GH-1 Gen auf Chromosom 17, die Expression erfolgt in der Hypophyse. 80% des humanen GH
liegt als 22kDa (191 Aminosauren) Form vor. Uber alternatives Splicing entsteht eine weitere,
20kDa grofde, Isoform. Daruber hinaus gibt es verschiedene kleinere Varianten, sowie
posttranslational - modifizierte und aggregierte Formen. Im Blut wird das GH von einem
spezifischen -Bindungsprotein (GHBP) gebunden. Das Bindungsprotein besteht aus der
extrazellularen Domane des GH-Rezeptors und wird durch proteolytische Spaltung des
Rezeptors gebildet. Durch die Bindung des GH an das Bindungsprotein kann die Halbwertszeit
des Hormons ebenso verandert werden wie seine zellulare Interaktion. Die Sekretion des GH ist
vielfaltigen Einflussen unterworfen. Spontan erfolgt die Sekretion pulsatil (1 Puls alle 3 Stunden)
mit einem Maximum wahrend des Nachtschlafs. Eine Reihe physiologischer (korperliche
Belastung) und pharmakologischer (Hypoglykaemie, Aminosauren) Stimuli fuhrt zur GH-
Sekretion. Die endokrine Regulation der GH-Sekretion erfolgt durch die hypothalamischen
Hormone Somatostatin und GH-Releasing Hormon (GHRH). Die sezernierte Menge des GH wird
beeinflusst durch Alter, Sexualsteroide, Erndhrungszustand, Krankheiten und psychischen
Zustand des Probanden. Aufgrund dieser vielfaltigen Einflussfaktoren besteht keine eindeutige
Klarheit Uber das normale quantitative Sekretionsverhalten (vergl. Literatur 2 — 5).
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Die physiologischen Funktionen von GH sind gleichermal3en vielfaltig. Diese Funktionen werden
zum Teil durch die vom GH abhangigen Insulin-ahnlichen Wachstumsfaktoren (IGFs), teils
unabhangig davon vermittelt. Im Kindes- und Jugendalter ist das GH-System der Hauptregulator
des Wachstums. Bei einem volligen Fehlen des GH wird der Mensch nur etwa 120 cm grof3.
Dartber hinaus hat GH einen ausgepragten anabolen Effekt auf Muskulatur, Bindegewebe,
Knochen und verschiedene spezifische Organe (z.B. Herz, Darm) und wirkt lipolytisch. Die
Extreme der GH-Sekretion bestimmen die klinische Pathologie.

Im Kindesalter ist es der Mangel an Wachstumshormon — angeboren oder erworben — welcher zu
einem dauerhaften Kleinwuchs fuhrt. Beim klinischen Verdacht muss der GH-Mangel mittels GH
Stimulationstest oder durch Untersuchung der spontanen GH-Sekretion bewiesen werden.

Im Erwachsenenalter ist der GH-Mangel meist durch Hypophysenadenome (und ihre chirurgische
Entfernung) bedingt. Der GH-Mangel des Erwachsenen kann assoziiert sein mit Adipositas,
Muskelschwache, Atherosklerose, Osteoporose und Adynamie. Die Ersatzbehandlung ist beim
schweren GH-Mangel des Erwachsenen eine anerkannte, effektive Therapieform. Die ‘Wirkung
der Behandlung wird direkt oder indirekt durch IGF-Messungen im Blut Gberprtift.

Eine exzessive GH-Sekretion durch ein Hypophysenadenom flihrt (selten) beim Kind zum
Gigantismus, beim Erwachsenen zur sogenannten Akromegalie, welche zur Vergrof3erung der
Akren sowie langfristig zum Diabetes mellitus, einer Herzinsuffizienz und Tumoren flhren kann.
Die Therapie besteht in der operativen Entfernung des Tumors. Falls diese nicht oder nur
teilweise gelingt, erfolgt eine medikamentose Therapie mittels Somatostatinpraparaten, welche
die GH-Produktion des Tumors beeintrachtigen, oder mittels :.GH-Analoga wie Pegvisomant
(Handelsname Somavert), die mit dem GH-Rezeptor interagieren, jedoch keine Wirkung
ausuben.

Die Bestimmung von humanem Wachstumshormon (hGH, Somatropin) erfolgt im Rahmen der
Diagnostik zum Nachweis des Wachstumshormon-Mangels oder des Wachstumshormon-
Exzesses (Akromegalie). Wahrend bzw. nach der chirurgischen und/oder medikamentdsen
Therapie einer Akromegalie werden GH (und IGF-I) Messungen zur Kontrolle eingesetzt.

2 TESTPRINZIP

Der Mediagnost hGH - SENSITIV ELISA E022 ist ein sogenannter Sandwich-Assay. Er
verwendet ein spezifisches, hochaffines polyklonales Kaninchen-Antiserum. Das an die
Mikrotiterplatte gekoppelte - Antiserum bindet das hGH aus der Probe, welches im
nachfolgenden Schritt vom Biotin-konjugierten anti-hGH-Antikorper erkannt wird. Danach
bindet ein Streptavidin-Peroxidase-Enzymkonjugat hochspezifisch am Biotin und katalysiert
in der abschlielRenden Substratreaktion den Farbumschlag, quantitativ abhangig vom hGH-
Gehalt der Proben:.
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3 WARNHINWEISE UND VORSICHTSMARNAHMEN

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

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

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

Angemessene VorsichtsmaBnahmen 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
drtlichen Vorschriften erfolgen.

Menschliches Serum:

in folgenden Komponenten enthalten: Kontrolle CTR

Das humane Material, das fir die Praparation dieses Produktes verwendet wird, wurde mit negativem‘ Ergebnis auf
Humanen Immundefiziens-Virus (HIV | und Il), Hepatitis B-Oberflachenantigen und Hepatitis C Virus getestet. Da kein Test
das Vorhandensein von infektiésen Erregern vollig ausschlieBen kann, sollten die Reagenzien wie potentiell infektitses
Material gehandhabt werden.

Reagenzien CAL A-E, DET, EC, DIL, WB
enthalten als Konservierungsmittel eine Mischung aus 5-chloro-2-methyl-4-isothiazolin-3-one und 2-methyl-4-
isothiazolin-3-one (<0,015%)

H317 Kann allergische Hautreaktionen verursachen.

P280 Schutzhandschuhe/ Schutzkleidung/ Augenschutz/ Gesichtsschutz tragen.

P272 Kontaminierte Arbeitskleidung nicht auerhalb des Arbeitsplatzes tragen.

P261 Einatmen von Dampf vermeiden.

P333+P313 Bei Hautreizung oder —ausschlag: Arztlichen Rat einholen/ &rztliche Hilfe hinzuziehen.

P302+P352 BEI KONTAKT MIT DER HAUT: Mit viel Wasser und Seife waschen.

P501 Entsorgung des Inhalts /des Behalters gemaf den ortlichen / regionalen / nationalen / internationalen
Vorschriften.

Substrat S

Das TMB-Substrat S enthalt 3,3°,5,5" Tetramethylbenzidin (<0.05%)

H315 Verursacht Hautreizungen.

H319 Verursacht schwere Augenreizung.

H335 Kann Atemwege reizen.

P261 Einatmen von Staub/ Rauch/ Gas/ Nebel/ Dampf/ Aerosol vermeiden.

P305+P351+ BEI KONTAKT MIT DEN AUGEN: einige Minuten lang behutsam mit Wasser spiilen.

P338 Vorhandene Kontaktlinsen nach Mdglichkeit entfernen. Weiter spiilen.

Stopplosung STP
Die Stopplésung enthalt 0,2 M Schwefelsaure (H2S04)

H290 Kann gegeniiber Metallen korrosiv sein.

H314 Verursacht schwere Veratzung der Haut und schwere Augenschaden.

P280 Schutzhandschuhe/ Schutzkleidung/ Augenschutz/ Gesichtsschutz tragen.
P301+P330+ BEI VERSCHLUCKEN: Mund aussplen.

P331 KEIN Erbrechen herbeiflihren.

P305+P351+ BEI KONTAKT MIT DEN AUGEN: einige Minuten lang behutsam mit Wasser spilen.
P338 Vorhandene Kontaktlinsen nach Mdéglichkeit entfernen. Weiter spiilen.

P309+P310 BEI-Exposition oder Unwohlsein: Sofort GIFTINFORMATIONSZENTRUM oder Arzt anrufen.

3.1 Erste-Hilfe MaBnahmen:

Nach:Hautkontakt: Nach Berthrung mit der Haut mindestens 15 Minuten lang mit gentigend Wasser
abwaschen. Kontaminierte Kleidung und Schuhe wechseln.

Nach Augenkontakt: Nach Beruhrung mit den Augen mindestens 15 Minuten lang mit genugend
Wasser spulen. Ausreichende Spulung durch Spreizung der Augenlider sicherstellen.

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

4.1 Probenmaterial
Serum und Plasma

Serum und Heparin/EDTA-Plasma ergeben vergleichbare Werte. In Citrat-Plasma-Proben
sind die hGH-Werte wegen der relativ hohen Menge an Antikoagulantien entsprechend
reduziert.

4.2 Probenentnahme

Die GH-Sekretion erfolgt pulsatil im Laufe des Tages / der Nacht. Daher ist es klinische
Praxis mittels Stimulationstests den Sekretionspeak von GH zu bestimmen.

Das Blut zur Probengewinnung mittels standardmaRiger Venenpunktion entnehmen.
Hamolytische Reaktionen sind zu vermeiden.

4.3 Erforderliches Probenvolumen: 10 uL

4.4 Probenstabilitat

In fest verschlieBbaren, geeigneten Probengefallen
e Lagerung bei 20-25°C 3 Tage
e Lagerung bei -20°C mind. 2 Jahre
e Gefrier-Auftau-Zyklen max. 5

Die Lagerung von Proben uber einen Zeitraum von 2 Jahren bei -20°C zeigte keinen Einfluss
auf den Messwert. Einfrieren und Auftauen der Proben sollte minimiert werden. 5 Frier-
Tauzyklen zeigten keinen Einfluss auf die Proben.

4.5 Interferenz

Triglyceride und Bilirubin in der Probe storen nicht bis zu einer Konzentration von
100 mg/mL bzw. 200 pg/mL. Der Einsatz hamolytischer, lipamischer oder ikterischer Proben
sollte trotzdem zuvor vom Anwender validiert werden.

4.6 Probenverdiinnung
e Verdunnung: 1:26 mit Verdinnungspuffer DIL

e Beispiel: 10 pL Probe werden zu 250 pL Verdunnungspuffer DIL gegeben
(Verdlinnungsfaktor 26).

e Die.verdinnte Probe ist fiir mindestens eine Stunde stabil.
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5

MATERIALIEN

5.1 Inhalt der Testpackung

Die im Kit gelieferten Reagenzien sind ausreichend flir 96 Tests einschliellich der
Kalibrationskurve.

Mikrotiterplatte, gebrauchsfertig, (8x12)

MTP | beschichtet mit Kaninchen-anti-hGH-Antikorper. Vertiefunaen
Die Vertiefungen sind einzeln abbrechbar. 9
Kalibratoren, lyophilisiert (rekombinantes humanes hGH),

A-E die Konzentrationen sind auf den Etiketten und auf dem Qualitats- 5 x 750 pL
zertifikat in ng/mL angegeben.
Kontrolle, lyophilisiert, (humanes Serum),

CTR die Konzentration ist auf dem Qualitatszertifikat in ng/mL angegeben. 1x500 pL
Antikorperkonjugat, gebrauchsfertig,

DET Kaninchen-anti-hGH-Antikorper biotinyliert. Tx12mL
Enzymkonjugat (POD), gebrauchsfertig,

EC Streptavidin-Peroxidase-Konjugat. Tx12mL

DIL Verdiinnungspuffer, gebrauchsfertig 1x120 mL

wWB Waschpuffer 20fach konzentrierte Losung 1 x50 mL
Substrat, gebrauchsfertig, Meerrettich-Peroxidase (POD)-Substrat,

S o . 1x12mL
stabilisiertes Tetramethylbenzidin.
Stopplosung, gebrauchsfertig,

STP 0,2 M Schwefelsaure. Tx12mL

- Abdeckfolie fur die Mikrotiterplatte 2x
DE Packungsbeilage 1x
- Qualitatszertifikat 1x

5.2 Nicht mitgelieferte, benotigte Materialien

Entmineralisietes  Wasser oder destilliertes Wasser (Aqua destillata)
(A. dest.), 950 mL.

Mikropipetten und Mehrkanal-Pipetten mit auswechselbaren Einmalspitzen

Einmalréhrchen aus Polyethylen PE/ Polypropylen PP Réhrchen zum Verdinnen der
Proben

Vortex-Mixer

Mikrotiterplattenschittler (350 rpm)

Mikrotiterplattenwasher (empfohlen)

Photometer fir Mikrotiterplatten ("ELISA-Reader"), Filter bei 450 und. >590 nm
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6 TECHNISCHE HINWEISE

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.

Haltbarkeit

Die Haltbarkeit der Reagenzien nach Offnung betragt 4 Wochen. Nicht verwendete Streifen der Testplatte
sind zusammen mit dem Trockenkissen luftdicht in dem wiederverschlieRbaren Klippbeutel bei 2° - 8°C zu
lagern. Die Streifen bitte nur in dem mitgelieferten Rahmen verwenden. Rekonstituierte Komponenten
(Kalibratoren A — E und Kontrolle CTR) sollten bei -20°C aufbewahrt werden. Zur weiteren Verwendung schnell
aber schonend Auftauen (keine Temperaturerhohung tber Raumtemperatur und kein GbermafRiges Vortexen),
bis zu 3 dieser Einfrier-Auftauzyklen zeigten keinen Einfluss auf den Test. Der 1:20 gebrauchsfertig verdiinnte
Waschpuffer WB ist nur 4 Wochen haltbar.

Vorbereitung der Reagenzien

Alle Komponenten des Kits miissen vor Gebrauch auf Raumtemperatur 20-25°C gebracht werden, die‘evtl. in
manchen Puffern vorhandenen Prazipitate missen vor Gebrauch durch Mischen und Erwarmen wieder gelost
werden. Reagenzien aus Kits mit unterschiedlichen Chargen-Nummern sollten nicht vermischt werden.

Rekonstitution

Die Kalibratoren A — E und Kontrolle CTR werden mit dem im Kit enthaltenen Verdiinnungspuffer DIL rekonstituiert.
Es empfiehlt sich zum Rekonstituieren die Reagenzien 15 Minuten bei Raumtemperatur stehen zu lassen und sie
anschliefend kraftig mit einem Vortex-Mixer zu mischen. Schaumbildung sollte jedoch vermieden werden.

Verdiinnung

Nach der Rekonstitution wird die Kontrolle CTR im gleichen Verhaltnis (1:26) 'wie die Proben mit dem
Verdinnungspuffer DIL verdinnt.

Das bendtigte Volumen des Waschpuffers WB wird vorbereitet, indem das 20fach Konzentrat im Verhaltnis 1:20 mit
Aqua dest. verdiinnt wird.

Inkubation

Inkubation bei Raumtemperatur bedeutet: Inkubation bei 20 - 25°C. Das Substrat S, stabilisiertes
Tetramethylbenzidin, ist lichtempfindlich—Aufbewahrung und Inkubation bitte vor Licht geschiitzt.

Testdurchfiihrung

Die Messungen (Leerwert, Kalibratoren A-E, Kontrolle CTR 'und Proben) sollten stets in Doppelbestimmung
durchgefiihrt werden. Um optimale Ergebnisse zu erhalten, ist auf genaues Pipettieren und strikte Befolgung des
Testprotokolls zu achten. Bei der Testdurchfiihrung sollten Kalibratoren A-E, Kontrolle CTR und die jeweiligen Proben
moglichst schnell pipettiert werden z.B. in 15 Minuten), Das Enzymkonjugat EC sowie nachfolgend das Substrat S und
die Stopplésung STP sollten in der gleichen Reihenfolge und in dem gleichen Zeitintervall auf die Platte zugegeben
werden. Dies verhindert Variationen in der Konzentrationsbestimmung durch unterschiedliche Inkubationszeiten.

Schiitteln

Die Inkubationen sollen geschuttelt bei mittlerer Umdrehungsfrequenz eines fur Mikrotiterplatten geeigneten Schuttlers
erfolgen. Wir empfehlen 350 rpm. Bauartbedingt kdnnen individuell Abweichungen von diesem Wert méglich sein,
dann muss die Umdrehungsfrequenz angepasst werden. Zu geringes Schutteln kann durch ungenligende
Vermischung der Ldsungen zu verringerten optischen Dichten, hohen Streuungen und/oder falschen Werten fuhren,
zu starkes Schiitteln dagegen zu erhéhten optischen Dichten und/oder falschen Werten.

Waschen

Korrektes Waschen ist von grundlegender Bedeutung fir den sicheren, richtigen und prazisen Ablauf des Testes.
Ungentigendes Waschen ist eine haufige Ursache fir nicht valide Testdurchfuhrungen. Mdégliche Folgen sind
unkontrollierte unspezifische Variationen der gemessenen optischen Dichten, die zu falschen Ergebnisberechnungen
der Proben fuhren kénnen. Mdgliche Hinweise darauf sind z.B. hohe Leerwerte und variabel streuende Messwerte.
Zum Waschen muss der mitgelieferte und auf Gebrauchskonzentration verdiinnte Waschpuffer verwendet werden.
Das Waschvolumen pro Waschzyklus und Vertiefung muss mindestens 300 uL betragen.

Bei Gebrauch eines speziellen automatischen Mikrotiterplattenwashers ist unbedingt dessen
Gebrauchsanweisung zu befolgen. Die Gerateeinstellungen missen u.a. der Mikrotiterplattengeometrie und den
Parametern der Waschspezifikation angepasst werden. Es ist zu beachten, dass die Dispensier- und
Absaugkapillaren des Gerates nicht die Oberflache der Vertiefungen der Mikrotiterplatte beschadigen. Die
verbleibende Restfllssigkeit nach jedem Absaugen muss minimiert werden. Nach Ende des gesamten
Waschvorganges sollte die Menge der verbleibenden Restflissigkeit Uberprift und ggfs. verringert werden durch
mehrmaliges Ausklopfen der Mikrotiterplatte auf nicht fusselndem Zellstoff.

Manuelles Waschen ist eine gute Alternative. Die Waschfliissigkeit kann dabei per Multistepper, Mehrkanalpipette
oder auch mit einer Spritzflasche dispensiert werden. Die Waschflissigkeit kann durch schwungvolles Ausschwenken
der Mikrotiterplatte Gber einem Becken entfernt werden. Falls Absaugvorrichtungen eingesetzt werden, ist darauf zu
achten, dass die Oberflachen der Vertiefungen der Mikrotiterplatte nicht beschadigt werden. Nach jedem einzelnen
Waschzyklus sollte die verbleibende Restflissigkeit durch Ausklopfen der Mikrotiterplatte auf nicht fusselndem Zellstoff
grundlich entfernt werden.
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7 TESTDURCHFUHRUNG
Vorbereitung der Reagenzien

Reagenzpraparation: Rekonstitution: Verdiinnung:

A-E |Kalibratoren in 750 pL Verdunnungspuffer DIL -

CTR |Kontrolle in 500 pL Verdunnungspuffer DIL | 1:26 mit Verdinnungspuffer DIL
WB Waschpuffer i 1:20 mit Aqua dest.
Konzentrat 4

Proben mit Verdinnungspuffer DIL 1:26 verdinnen.

Vor der Testdurchfuhrung alle Reagenzien auf Raumtemperatur (20-25°C) bringen.

Testdurchfiihrung in Doppelbestimmung:

Pipettieren Reagenzien Position

100 pL Verdinnungspuffer DIL (Leerwert) A1/A2

100 pL Standard A (0,05 ng/mL) B1/B2

100 pL Kalibrator B (0,15 ng/mL) C1/C2

100 pL Kalibrator C (0,30 ng/mL) D1/D2

100 pL Kalibrator D (0,60 ng/mL) E1/E2

100 pL Kalibrator E (1,00 ng/mL) F1/F2

100 pL Kontrolle CTR (1:26 verdunnt) G1/G2

) y in die restlichen Vertiefungen

100 pL Probe (1:26 verdiinnt) nach Bedarf pipettieren

Mit Klebefolie die Vertiefungen dicht abdecken.

Proben-Inkubation: 2 h bei RT, 350 rpm

Absaugen und die Platte 5x mit je 300 pL : :
5x 300 plL Waschpuffer WB 1:20|/ Vertiefung waschen. In jede Vertiefung
100 pL Antikorperkonjugat DET In jede Vertiefung

Mit Klebefolie die Vertiefungen dicht abdecken.

Inkubation: 30 Minuten bei RT, 350 rpm

Enzymkonjugat EC, ohne waschen der Vertiefungen (!) -
zur darin befindlichen DET-LOsung dazu pipettieren.
100 pL Inhalte der Vertiefungen durch leichtes Klopfen auf die Seite | In jede Vertiefung
der MTP kurz mischen.

Achtung: hohes Fullvolumen der Vertiefungen!

Mit Klebefolie die Vertiefungen dicht abdecken.

Inkubation: 30 Minuten bei RT, ohne schiitteln

Rl T P e n jode Vertung
100 pL Substrat S In jede Vertiefung
Substrat S Inkubation: 15 Minuten im Dunklen bei RT

100 pL Stopplésung STP In jede Vertiefung

Messung der Absorption innerhalb von 30 min bei 450 nm (ReferenZzfilter = 590 nm).
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8 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. Die
Kit-Kontrolle muss innerhalb des zulassigen Bereichs, der auf dem QC-Zertifikat angegeben
worden ist, gefunden werden. Wenn die Kriterien nicht erfullt sind, ist der Test ungultig und
sollte wiederholt werden.

8.1 Qualitatskriterien

Zur Auswertung des Testes sollte gewahrleistet sein, dass die Extinktionen des Leerwertes
0,25 Einheiten nicht Uberschreiten, der Kalibrator E sollte dagegen Extinktionen uber 1,0
Einheiten erreichen. Proben, die hohere Extinktionen als der Kalibrator E erzielen, liegen
aulderhalb der Kalibrationskurve, zur sicheren Bestimmung sollten diese Proben in einer
zweiten Testdurchflihrung bei héherer Verdliinnung nochmals bestimmt werden.

9 AUSWERTUNG

9.1 Erstellung der Kalibrationskurve

Als Kalibrationsmaterial wurde der 2. Internationaler Standard fur hGH, NIBSC Code 98/574
(6), verwendet. Dieser wurde in einer internationalen Studie mit 3 Internationalen Einheiten
pro mg Protein (3 IU/mg) definiert. Die ausschlieBliche Anwendung dieses
Kalibrationsmaterials wird im Einklang mit den Standardisierungsbemihungen fur hGH-
Immunoassays empfohlen (7,8). Die bereitgestellten Kalibratoren enthalten folgende hGH-
Konzentrationen:

Kalibrator A B C D E
ng/mL 0,05 0,15 0,30 0,60 1,0
pg/mL 50 150 300 600 1000
plU/mL 0,15 0,45 0,9 1,8 3,0

1) Ermittlung des Mittelwertes der optischen Dichte des Leerwertes aus den
Doppelbestimmungen (Vertiefung A1/A2).

1)  Von den Mittelwerten der optischen Dichte der Kalibratoren, Kontrollen und der Proben
wird der mittlere Leerwert abgezogen.

2) Die Kalibratorkonzentrationen (x-Achse) werden gegen die gemessene optische Dichte
(y-Achse) aufgetragen.

3) Die Berechnung der Kalibrationskurve sollte durch ein statistisches Programm erfolgen,
da die Kurve i. Allg. nicht ideal durch eine lineare Regression beschrieben wird. Ein
hohergradiges  Polynom, 4-Parameter-Anpassungen oder nicht-lineare
Regression sind zur Auswertung geeignet, in manchen Fallen kann eine Spline oder
Punkt-zu-Punkt Anpassung angebracht sein.

4) Die Multiplikation des jeweiligen fir die Proben berechneten hGH-Gehaltes mit dem
entsprechenden Verdiinnungsfaktor der Proben ergibt die hGH-Konzentration in
ng/mL (oder pg/mL, oder ulU/mL, je nach gewahlter Einheit der Kalibratoren).
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9.2 Beispiel einer typische Kalibrationskurve

Die exemplarischen Daten und die Kalibrationskurve in der Abbildung 1 konnen nicht fur die
Berechnung der Testergebnisse genutzt werden! Fur jeden Test muss eine eigene
Kalibrationskurve mitgefihrt werden.

Kalibratoren | Leerwert A B C D E
ng/mL 0,0 0,05 0,15 0,3 0,6 1,0
OD (450-620 nm) 0,08 0,2955 0,5885 1,1045 1,9935 2,761

3,00

y =-1,2868x*+ 0,8619x?+ 3,0523x+ 0,0532
R?=0,9999
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Abbildung 1: Exemplarische Kalibrationskurve

9.3 Beispielhafte Berechnung der hGH-Konzentration
Probenverdinnung: 1:26

Gemessene Extinktion der Probe: 0,25
Gemessene Extinktion des Leerwertes: 0,08

Aus der Differenz der Proben-Extinktion und der Extinktion des Leerwertes (0,17) berechnet
lhr Auswertungsprogramm mit der entsprechenden Kurvenanpassung (hier: Polynom 3.
Grades) die hGH-Konzentration der verdinnten Probe durch Auflésen der Gleichung aus
Abb. 1 nach x. In diesem Fall ergibt sich eine hGH-Konzentration in der verdinnten Probe
von

0,17 = -1,2868x3 + 0,8619x? + 3,0523x + 0,0532
0,035 =x

und unter Berlcksichtigung des Verdunnungsfaktors (1:26) somit eine hGH-Konzentration in
der unverdinnten Probe von

0,035 ng/mL x 26 = 0,91 ng/mL
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9.4 Interpretation der Ergebnisse

Das Testergebnis allein sollte nicht der einzige Grund fur therapeutische Entscheidungen
sein. Die Ergebnisse sollten in Bezug auf die Anamnese, weitere klinische Beobachtungen
und den Resultaten anderer diagnostischer Untersuchungen interpretiert werden. Darlber
hinaus empfehlen wir, dass jedes Labor seine eigenen Referenz-Bereiche ermittelt. Der
Grenzwert wird als maximale Wachstumshormonsekretion in mindestens zwei unabhangigen
Stimulationsversuchen bestimmt (bspw. Insulin- oder Arginin-Stimulation).

Ein moglicher Wachstumshormonmangel kann bei einem Sekretions-Peak von < 8 pug/L
vorliegen, wenn das Testsystem am WHO Standard 98/574 kalibriert wurde.

Es wird empfohlen die internationalen und nationalen Leitlinien zur Diagnostik des
Wachstumshormonmangels bzw. der Akromegalie zu beachten.

9.5 Einschrankungen

Die Mediagnost sensitive hGH ELISA E022 basiert auf polyklonalen Kaninchen-Antikérpern.
Im Allgemeinen kann diese Technik durch heterophile Antikdrper in der Probe beeinflusst
werden. Der Einfluss der heterophilen Antikérper wird durch das Assay-Design reduziert,
aber kann nicht vollstandig ausgeschlossen werden. Die Interferenz von verschiedenen
physiologischen und pharmazeutischen Substanzen wurde flur die angegebenen
Konzentrationen getestet. Hohere Konzentrationen oder andere Substanzen kdénnen die
Messung storen. Aufgrund der pulsatilen GH-Sekretion ist es klinische Praxis, den GH-
Sekretionspeak nach einem Stimulationstest zu bestimmen. Bei der Anwendung eines Cut-
off Wertes von 8 pg/L im Wachstumshormon-Stimulationstest zur Diagnose eines
Wachstumshormonmanagels ist in der Literatur eine diagnostische Sensitivitat und Spezifitat
etwa 80 % beschrieben [10], wenn das Testsystem am WHO 98/574 kalibriert wurde.

9.6 Referenzwerte

Aufgrund der pulsatilen Sekretion des humanen Wachstumshormons wahrend des Schlafes
konnen valide Referenzwerte nur  schwer bestimmt werden. Hier wurden die hGH-
Serumkonzentrationen von 104 gesunden Blutspendern im Alter von 18-69 Jahren ohne eine
vorhergehende Stimulation gemessen.

Tabelle 1: Referenzwerte hGH-Serumkonzentrationen von 104 gesunden Blutspendern im
Alter von 18-69 Jahren,

weiblich mannlich
Anzahl 54 50
Median [ng/mL] 0,81 0,28
minimale Konzentration [ng/mL] 0,19 0,15
maximale Konzentration [ng/mL] 10,45 4,34
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10 ASSAY EIGENSCHAFTEN UND VALIDIERUNG

10.1 Sensitivitat

Die analytische Sensitivitat des E022 betragt 0,0115 ug/L (zweifache Standardabweichung des
Null-Kalibrators in 16facher Bestimmung).

10.2 Spezifitat

Die Kreuzreaktion mit rekombinantem humanem Prolaktin [200 pg/L] wurde getestet, es
wurde keine signifikante Kreuzreaktivitat gemessen.

Ferner wurde die Kreuzreaktivitat von Pegvisomant (Handelsname Somavert), ein
Wachstumshormon-Analogon und Arzneimittel, verwendet in der Therapie der Akromegalie,
in unterschiedlichen Konzentrationen getestet. Dazu wurde Pegvisomant in unterschiedlichen
Konzentrationen im Verdlinnungspuffer (DIL) verdinnt und als Probe eingesetzt. Aus Tabelle
2 wird deutlich, dass kein signifikanter Einfluss von Pegvisomant nachgewiesen werden
kann.

Tabelle 2: Zur Ermittlung der Spezifitat wurde Pegvisomant (Handelsname Somavert) in
den angegebenen Konzentrationen im Verdunnungspuffer (DIL) verdinnt und als Probe in
E022 eingesetzt. Die Kreuzreaktivitat von Pegvisomant wird dargestelit.

Pegvisomant [mg/L] Konzentration gemessen in E022 % Kreuzreaktivitat
[mg/L]
100 0,0114 0,0114
10 0,00845 0,0845
1 0,00436 0,436
0,1 0,00103 1,03
0,01 0,00017 1,7
0,001 0,00006 6
0,0001 0,00004 40

In einer Studie (9) wurde jedoch gezeigt, dass nach Zugabe von Pegvisomant (100 mg/L) zu
mit hGH angereicherten Serumproben (2,6 und 10,1 g/L) die gemessenen hGH-
Konzentrationen 154% bzw. 108 % der erwarteten Werten betrugen.

10.3 Prazision

Intra-Assay-Varianz

Zur Bestimmung der Intra-Assay Variabilitdt wurde eine Probe 16-mal im gleichen Test
eingesetzt. Die Ergebnisse sind in Tabelle 3 dargestellt. Der Variationskoeffizient (VK) ist im
Durchschnitt 5,46 %. Die Intra-Assay-Varianz wurde auch extern ermittelt (9). In der Studie
wurden zwei-Serumproben mit 0,45 und 5,94 pg/L hGH 10-mal innerhalb des gleichen
Assays gemessen. Die ermittelten Variationskoeffizienten betrugen 3,65 % und 2,16 %

Tabelle 3: Intra Assay Variation

Anzahl Mittelwert Standardabweichung VK (%)
Bestimmungen (ng/L) (ng/L)
Probe 1 16 2,41 0,19 7,99
Probe 2 16 5,84 0,27 4,70
Probe 3 16 14,98 0,55 3,70

Inter-Assay-Varianz

Zur Bestimmung der Inter-Assay Variabilitdt wurden Serumproben an unterschiedlichen
Tagen in unabhangigen Tests gemessen. Im Durchschnitt betrug der Variationskoeffizient
4,34%. Die Ergebnisse sind im Detail in der Tabelle 4 gezeigt. Auch hier stehen extern
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gewonnenen Daten zur Verflgung: Der mittlere Variationskoeffizient fur die Inter-Assay-
Varianz bei 2,39; 5,37 und 14,33 g/L hGH betrug hier 5,98%, 3,93% und 3,12% (9).

Tabelle 4: Inter Assay Variation

Anzahl Mittelwert Standardabweichung VK (%)
Bestimmungen (ng/L) (ng/L)
Probe 1 14 5,37 0,21 3,93
Probe 2 10 2,39 0,14 5,98
Probe 3 11 14,33 0,45 3,12
10.4 Linearitat

Die Linearitat wurde durch die Verdinnung von zwei Seren getestet. Die Ergebnisse sind in
Abbildung 2 dargestellt. Die Proben wurden in einem Bereich von 1:10 bis 1:76800
verdunnt. Mittels linearer Regression lasst sich eine Linearitat der Probenverdunnung fur den

Bereich von 1:10 — 1:9600 zeigen.
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Abbildung 2: Linearitdt Probenverdinnung. Zwei Proben mit unterschiedlichen
hGH-Konzentrationen wurden verdunnt a) 1:600 - 1:9600 b) 1:10 — 1:320 und die

hGH-Konzentrationen wurden neu berechnet.
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10.5 Wiederfindung und Richtigkeit

Rekombinantes hGH (NIBSC 98/574) wurde in unterschiedlichen Mengen zu humanem
Serum zugesetzt. Der hGH-Gehalt der so angereicherten Proben wurde gemessen und mit
der hGH-Konzentration in Verdunnungspuffer (DIL) verglichen. Die Ergebnisse sind in der
Tabelle 5 gezeigt.

Tabelle 5: Wiederfindung von rekombinantem hGH in Verdlinnungspuffer (DIL) und Serum.

R:II(.B?G:H DIL Serum 1 Serum 2
ng/mL ng/mL % ng/mL % ng/mL %
20 19,34 96,7 17,51 83,2 17,53 81,9
10 9,81 98,1 9,28 84,0 9,18 80,4
5 5,34 106,7 4,99 82,67 59 92,0
0 0 - 1,04 - 1,41 -

10.6 Interferenz

Die Interferenz von Bilirubin und Triglyceriden wurde in [9] (Tabelle 6). Hier zeigten weder
Bilirubin (bis zu 200 mg/L) noch Triglyceride (bis 100 g/L) eine signifikante Interferenz mit der
hGH-Messung. Die Autoren pruften auch den Einfluss.cvon Wachstumshormon-
Bindungsprotein bis zu 10 pg/L auf hGH-Messung. Kein. signifikanter Effekt konnte
nachgewiesen werden (Mittelwert Wiederfindung 98%). Mediagnost Messergebnisse sind in
der Tabelle 7 gezeigt.

Tabelle 6: Interferenz von GHBP auf GH-Messungen. Humanes Serum wurde mit 2, 8 und
20 ng/mL hGH sowie mit jeweils 1, 5 und 10 ng/mL GHBP versetzt und der hGH-Gehalt der

Proben bestimmt.

hGH [pg/L]

2 8 20

GHBP [ug/L] 1 1 1

hGH Wiederfindung [%] 95 95 99
GHBP [ug/L] 5 5 5

hGH Wiederfindung [%] 87 95 97
GHBP [ug/L] 10 10 10

hGH Wiederfindung [%] 87 93 95

Tabelle 7: Interferenz von Bilirubin und Triglyceride auf hGH-Messungen.

Bilirubin hGH Wiederfindung Triglyceride hGH Wiederfindung
[mg/L] [%] [g/L] [%]
25 111 12,5 89
50 116 25 109
100 112 50 85
200 108 100 110
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11 VERGLEICHSSTUDIEN

Der Vergleich des Mediagnost hGH ELISA E022 mit einem

In house-RIA der

Universitatsklinik fur Kinder- und Jugendmedizin Tubingen zeigt eine sehr gute Korrelation
zwischen den beiden Testsystemen (9) (Abbildung 3).
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Abbildung 3: Assay Vergleich
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Gebrauchsinformation fur wissenschaftliche
Anwendungen

12 WISSENSCHAFTLICHE ANWENDUNGEN

Neben Serum- und Plasmaproben kann hGH in anderen humanen Korperflissigkeiten und in
Zellkulturiiberstianden verschiedener humaner Zelllinien fur wissenschaftliche Zwecke
bestimmt werden. Darluber hinaus ist der Mediagnost hGH sensitiv ELISA E022 einsetzbar
zur Messung von hGH in getrocknetem Vollblut aus Filterpapier (9).

12.1 Geeignete Proben fiir Forschungszwecke

Serum, Plasma, Speichel, Vollblutspots auf Filterpapier, Zellkulturiiberstand
verschiedener humaner Zelllinien, Urin (z.B. als hGH-Urin-Ausscheidungstest).

Empfohlene Probenverdiinnung von Serum und Plasma in Verdunnungspuffer DIL: 1:26.

In den anderen Proben kdnnen die hGH-Werte stark variieren, die optimale Verdlinnung
muss vom Kunden herausgefunden werden.

12.2 Kreuzreaktivitat

Die Kreuzreaktivitaten von mehreren handelstblichen tierischen Seren wurden in diesem
Assay getestet.

Dazu wurden die Seren in verschiedenen Verdlinnungen (z.B. 1:5 oder 1:26) als Probe in
den Mediagnost hGH Sensitiv E022 eingesetzt.

In den Seren der folgenden Arten wurde KEIN SIGNAL detektiert:
Esel, Hund, Ziege, Meerschweinchen, Pferd, Ratte, Maus, Kaninchen, Schaf, Katze, Huhn
und Pferd.

Aufgrund der pulsatilen hGH-Sekretion ist es moglich, dass trotz der vorliegenden
Messergebnisse eine Kreuzreaktivitat des Testsystems existiert, da keine Informationen zum
Abnahmezeitpunkt der Proben vorliegen.

Aus diesem Grund sollte jeder Kunde Proben des von ihm gewahlten Tiermodells auf

Kreuzreaktivitat testen. So konnte ein externes Labor gut messbare Signale in Rinderserum
detektieren.
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ENGLISH

Instructions for use

hGH sensitive ELISA

96 Determinations

g3 DE/CA40/00809/15/2
Principle of the test Sandwich ELISA
Duration (incubation period) [3.25h

Antibody Conjugate

ready for use

Enzyme Conjugate

ready for use

Buffer and Substrate

ready for use

Reference material

2. Internationaler Standard WHO/ NIBSC 98/574,
recombinant hGH

Calibrators

5 single calibrators: 0.05 - 1 ng/mL, lyophilized, recombinant
hGH

Assay Range

0.0115 - 26 ng/mL

Control 1 control , freeze-dried
Sample human serum / plasma
Required sample volume 10 uL

Sample dilution 1:26

Analytical sensitivity 0.0115 ng/mL

Intra- / Inter-Assay Variance |[<10%

1 INTENDED USE

The ELISA E022 is intended to be used for quantitative measurement of human growth
hormone in human serum and plasma samples.

2 INTRODUCTION

The endocrine system of human Growth Hormone (hGH), also named Somatropin, is
characterized by an extreme complexity. hGH is the product of the GH-1 gene located on
chromosome 17 and expressed in pituitary cells. 80% of the hGH is a non-glycolsylated 22
kDa protein consisting of 191 amino acids. About 20% is a variant form of 20 kDa resulting
from alternative splicing. Additionally, several smaller variants can be found in circulation as
well as translational modificated proteins and different degrees of protein aggregation.
Bioactivity of Growth Hormone is regulated by a specific binding protein (GHBP) formed by
the extra cellular part of the cellular transmembran GH-receptor. These modifications allow a
tight control of the half-life period hGH and of its bioactivity.

Not only synthesis and posttranslational modification but also secretion of hGH is tightly
regulated. Spontaneous pulsatile secretion takes place with a single pulse every three hours
and a maximal secretion during night’s sleep. Several different stimuli as physiologic stress
or hypoglycaemia result in additional hGH secretion, induced by the hypothalamic hormones
Somatostatin and GH-Releasing Hormone (GHRH). Age, sexual steroids, nutritional status,
illness and emotions influence the amount of secreted hGH. Because of the multitude of
influencing factors, the normal quantitative secretion is not known (see References 2-5).
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Physiological functions are partially exerted by Insulin-like Growth Factors (IGFs). In children
and adolescent, the hGH system is the main regulator of growth. If the hGH system fails
totally, human growth will end at 120 cm. Beside regulation of growth hGH exerts an anabolic
effect on muscle and connective tissue as wells as on bone and different other organs (heart,
intestine). Further hGH was proved to have a lipolytic effect.

Growth Hormone pathology is characterized by extreme high or extreme low hGH secretion.
During childhood it is the Growth Hormone deficiency congenital or acquired, which leads to
microsomia. For diagnosis of Growth Hormone deficiency an hGH stimulation test has to be
done or the spontaneous excretion must be investigated. The therapy consists of substitution
of endogenous Growth Hormone by recombinant hGH resulting in normalization of growth.

In adulthood hGH deficiency is mostly caused by pituitary adenoma (and their surgical
excision). hGH deficiency is associated with adipositas, muscle dystrophy, arteriosclerosis,
osteoporosis, adynamia. Substitutional therapy is a well-known, approved and efficient
therapy of severe Growth Hormone deficiency in adulthood. Therapeutic success is directly
as well as indirectly proved by measurement of IGF in serum.

Excessive hGH secretion, mostly caused by pituitary adenoma, results-in childhood in
gigantism, in adulthood in acromegaly, leading to enlarged extremities, diabetes, heart
insufficiency and tumor growth. Surgical excision of the adenoma is the therapy of choice. If
tumor excision is not possible or incomplete, a medicinal therapy with somatostatin
preparation will be conducted, resulting in inhibition of hGH production. Alternatively, hGH
analoga (e.g. Pegvisomat) are used to block the hGH receptor and thereby inhibit action of
endogenous hGH. Measurement of human Growth Hormone (hGH, Somatropin) is done for
diagnostic of Growth Hormone deficiency or Growth Hormone excess (arcomegaly). During
medicinal and/or after surgical therapy of arcomegaly Growth Hormone (and IGF-I)
measurement is used for therapy control.

3 ASSAY PRINCIPLE

The Mediagnost hGH SENSITIVE ELISA E022 is a so-called sandwich-assay. It utilizes a
specific, high affinity polyclonal rabbit antiserum coated on the wells of a microtiter plate. The
hGH in the samples binds quantitatively to the immobilized antiserum. In the following step,
the biotinylated antibody in turn binds hGH. After washing, a streptavidin-peroxidase-enzyme
conjugate will be added, whichwill bind highly specific to the biotin of the antibody and will
catalyze the substrate to change the color quantitatively depending on the hGH level of the
sample.
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4 WARNINGS AND PRECAUTIONS

For In Vitro Diagnostic Use only. For Professional use only.

The Mediagnost kit is suitable only for in vitro diagnostics and not for internal use in humans and animals. Follow strictly the
test protocol. Use the valid version of the package insert provided with the kit. Be sure that everything has been understood.
Mediagnost will not be held responsible for any loss or damage (except as required by statute) howsoever caused, arising
out of noncompliance with the instructions provided.

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

Caution: This kit contains material of human and/or animal origin. Therefore, all components and patient’s
specimens should be treated as potentially infectious.

Appropriate precautions and good laboratory practices must be used in the storage, handling and disposal of the kit
reagents. The disposal of the kit components must be made according to the local regulations.

Human Serum

Following components contain human serum: Control CTR

Source human serum for the control sera provided in this kit was tested and found non-reactive for Hepatitis-B surface
antigen (HBsAg), Hepatitis C virus (HCV), and Human Immunodeficiency Virus 1 and 2 (HIV). No known-methods can offer
total security of the absence of infectious agents; therefore all components and patient’s specimens should be treated as
potentially infectious.

Reagents CAL A-E, DET, EC, DIL, WB
Contain as preservative a mixture of 5-chloro-2-methyl-4-isothiazolin-3-one and 2-methyl-4-isothiazolin-3-one
(<0.015%)

H317 May cause an allergic skin reaction.

P280 Wear protective gloves/ protective clothing/ eye protection/ face protection.

P272 Contaminated work clothing should not be allowed out of the workplace.

P261 Avoid breathing dust/ fume/ gas/ mist/ vapours/ spray.

P333+P313 If skin irritation or rash occurs: Get medical advice/ attention.

P302+P352 IF ON SKIN: Wash with plenty of soap and water.

P501 Dispose of contents/ container in accordance with local/ regional/ national/ international regulations.

Substrate S
The TMB-Substrate (S) contains 3,3°,5,5" Tetramethylbencidine (<0.05%)

H315 Causes skin irritation.

H319 Causes serious eye irritation.

H335 May cause respiratory irritation.

P261 Avoid breathing dust/ fume/ gas/ mist/ vapours/ spray.
P305+P351+ IF IN EYES: Rinse cautiously with-water for several minutes.

P338 Remove contact lenses, if present and easy to do. Continue rinsing.

Stop Solution STP
The Stop Solution contains 0.2 M acid sulphur acid (H2SO4)

H290 May be corrosive to metals.

H314 Causes severe skin-burns and eye damage.

P280 Wear protective-gloves/ protective clothing/ eye protection/ face protection.

P301+P330+ IF SWALLOWED: rinse mouth.

P331 Do NOT induce vomiting.

P305+P351+ IF IN EYES: Rinse cautiously with water for several minutes.

P338 Remove contact lenses, if present and easy to do. Continue rinsing.

P309+P310 IF exposed or if you feel unwell: Immediately call a POISON CENTER or doctor/physician.

4.1 General first aid procedures:

Skin contact: Wash affected area rinse immediately with plenty of water at least 15 minutes. Remove 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: After swallowing the product, if the affected person is conscious, rinse out the mouth with plenty of water: seek
medical advice immediately.
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5 SAMPLES

5.1 Sample type

Serum and Plasma
Serum and Heparin/EDTA Plasma yield comparable values. The hGH levels are reduced in
citrate plasma samples, because of the relatively high amount of anticoagulant.

5.2 Specimen collection

Human GH is secreted pulsatile during the day/night. Therefore, in clinical application
stimulation test are used to measure peak GH concentrations.

Use standard venipuncture for the blood sampling. Haemolytic reactions 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: 3 days

e Storage at -20° C: min. 2 years

o Freeze-thaw cycles max. 5
The storage of samples over a period of 2 years at -20°C, showed no influence on the
reading. Freezing and thawing of samples should be minimized. 5 Freezing-Thawing showed
no effect on samples.
5.5 Interference

Triglyceride and bilirubin in the sample do notiinterfere to a concentration of 100 mg/mL and
200 pyg/mL. However, the use of hemolytic, lipemic or icteric samples should be validated by
the user.

5.6 Sample dilution
e Dilution: 1:26 with Dilution Buffer DIL

e Pipette 250 pL Dilution Buffer DIL in PE-/PP-Tubes (application of a multi-stepper is
recommended in larger series); add 10 yL sample (dilution 1:26). After mixing use 2 x
100 pL of this dilution in the assay.

e Sample stability after dilution of the sample: at least 1 hour at 20-25°C.
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6 MATERIALS

6.1 Materials provided

The reagents listed below are sufficient for 96 wells including the calibration curve.

MTP Microtiter plate, ready for use, (8x12)
coated with rabbit-anti-hGH-antibody. Wells are separately breakable. wells

CAL | Calibrators, lyophilised, (recombinant human hGH), 5 x 750 uL

A-E | concentrations are given on vial labels and on quality certificate in ng/mL. H

CTR Control, Iy_ophlllsgd, (human s_,erum),. . _ 1 x 500 L
concentration is given on quality certificate in ng/mL.
Antibody Conjugate, ready for use,

DET contains rabbit biotinylated anti-hGH antibody. 1xZmlL
Enzyme Conjugate, ready for use,

EC contains HRP (Horseradish-Peroxidase)-labelled Streptavidin. 1x12mL

DIL | Dilution Buffer, ready for use 1x120 mL

WB | Washing Buffer, 20-fold concentrated solution 1 x50 mL
Substrate, ready for use, horseradish-peroxidase-(HRP) substrate,

S e e 1x12mL
stabilised Tetramethylbencidine.
Stop Solution, ready for use,

STP | 5.2 M sulphuric acid. 1x12mL

- Sealing Tape, for covering the microtiter plate. 2x
Uﬂ Instructions for use 1x
- Quality Certificate 1x

6.2 Materials required, but not provided

Distilled (Aqua destillata) or deionized water for dilution of the Washing Buffer WB

(A. dest.), 950 mL.

Precision pipettes and multichannel pipettes with disposable plastic tips

Polyethylene PE/Polypropylene PP tubes for dilution of samples
Vortex-mixer

Microtiter plate shaker (350 rpm)

Microtiter plate washer (recommended)

Micro plate reader ("ELISA-Reader") with filter for 450 and >590 nm
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7 TECHNICAL NOTES

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.

Storage Life

The shelf life of the components after initial opening is warranted for 4 weeks, store the unused strips and microtiter wells airtight
together with the desiccant at 2-8°C in the clip-lock bag, use in the frame provided. The reconstituted components Calibrators A-E
and Control CTR must be stored at —20°C (max. 4 weeks). For further use, thaw quickly but gently (avoid temperature increase
above room temperature and avoid excessive vortexing). Up to 3 of the freeze-thaw cycles did not influence the assay. The 1:20
diluted Washing Buffer WB is 4 weeks stable at 2-8°C

Preparation of reagents

Bring all reagents to room temperature (20 - 25°C) before use. Possible precipitations in the buffers have to be resolved
before usage by mixing and / or warming. Reagents with different lot numbers cannot be mixed.

Reconstitution

The Calibrators A — E and Control CTR are reconstituted with the Dilution Buffer DIL. It is recommended to keep- reconstituted
reagents at room temperature for 15 minutes and then to mix them thoroughly but gently (no foam should result) with :a Vortex mixer.

Dilution

After reconstitution dilute the Control CTR with the Dilution Buffer DIL in the same ratio (1:26) as the sample.
The required volume of Washing Buffer WB is prepared by 1:20 dilution of the provided 20fold concentrate with Aqua dest..

Assay Procedure

When performing the assay, Blank, Calibrators A-E, Control CTR and the samples should be pipette as fast as possible (e.g. <15
minutes). To avoid distortions due to differences in incubation times, Antibody Conjugate DET and the Enzyme Conjugate EC as
well as the succeeding Substrate S should be added to the plate in the same order and in'the same time interval as the samples.
Stop Solution STP should be added to the plate in the same order as Substrate S.

All determinations (Blank, Calibrators A-E, Control CTR and samples) should be assayed in duplicate. For optimal results, accurate
pipetting and adherence to the protocol are recommended.

Incubation

Incubation at room temperature means: Incubation at 20 - 25°C. The Substrate S, stabilised Tetramethylbencidine, is
photosensitive—store and incubation in the dark.

Shaking

The incubation steps should be performed at mean rotation frequency of a particularly suitable microtiter plate shaker. We are
recommending 350 rpm. Due to certain technical differences deviations may occur, in case the rotation frequency must be adjusted.
Insufficient shaking may lead to inadequate mixing of the solutions and thereby to low optical densities, high variations and/ or false
values, excessive shaking may result in high optical densities and/ or false values.

Washing

Proper washing is of basic importance for a secure, reliable and precise performance of the test. Incomplete washing is common
and will adversely affect the test outcome. Possible consequences may be uncontrolled unspecific variations of measured optical
densities, potentially leading to false results; calculations of the examined samples. Effects like high background values or high
variations may indicate washing problems.

All washing must be performed with the provided Washing Buffer WB diluted to usage concentration. Washing volume per washing
cycle and well must be 300 L at least.

The danger of handling with potentially infectious material must be taken into account.

When using an automatic- microtiter plate washer, the respective instructions fur use must be carefully followed. Device
adjustments, e.g. for plate.geometry and the provided washing parameters, must be performed. Dispensing and aspirating manifold
must not scratch theinside well surface. Provisions must be made that the remaining fluid volume of every aspiration step is
minimized. Following the last aspiration step of each washing cycle, this could be controlled, and possible remaining fluid could then
be removed, by inverting the plate and repeatedly tapping it dry on non-fuzzy absorbent tissue.

Manual washing is an adequate alternative option. Washing Buffer may be dispensed via a multistepper device, a multichannel
pipette, or a squirt bottle. The fluid may be removed by dynamical swinging out the microtiter plate over a basin. If aspirating devices
are used; care has to be taken that the inside well surface is not scratched. Subsequent to every single washing step, the remaining
fluid should be removed by inverting the plate and repeatedly tapping it dry on non-fuzzy absorbent tissue.
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8 ASSAY PROCEDURE

Preparation of reagents Reconstitution: Dilution

CAL A-E Calibrators in 750 pL Dilution Buffer DIL -

CTR Control in 500 pL Dilution Buffer DIL | 1:26 with DIL

WB Washing Buffer ) 1:20 with Aqua dest.
concentrate > WB 1:20

Sample dilution: with Dilution Buffer DIL 1:26

Before assay procedure bring all reagents to room temperature 20-25°C.

Assay Procedure in Double Determination:

Pipette Reagents Position

100 uL Dilution Buffer DIL (Blank) A1/A2

100 pL Calibrator A (0.05 ng/mL) B1/B2

100 pL Calibrator B (0.15 ng/mL) C1/C2

100 pL Calibrator C (0.30 ng/mL) D1/D2

100 pL Calibrator D (0.6 ng/mL) E1/E2

100 pL Calibrator E (1.0 ng/mL) F1/F2

100 uL Control CTR (1:26 diluted) G1/G2

100 plL Sample (1 -26 diluted) Zcméﬁz ’::eﬂ;gqvt\j?r”esments

Cover the wells with the sealing tape.

Sample Incubation: 2 h at 20-25°C, 350 rpm

5x 300 uL |Aspirate the contents of the wells and wash 5 x with 300 pL In each well
each Washing Buffer (WB 1:20// well

100 pL Antibody Conjugate DET In each well

Cover the wells with the sealing tape.

Incubation: 30 Minutes at 20-25°C, 350 rpm

100 L Enzyme Conjugate EC, without washing the wells (!) — add |In each well
to.the previously pipetted Antibody Conjugate DET-solution
thereto mix shortly through cautious tapping on the side of
the MTP. Attention: high filled volume of the wells!

Cover the wells with the sealing tape.

Incubation: 30 Minutes at 20-25°C, without shaking

5y 300 LL Aspirate the contents of the wells and wash 5 x with 300 pL In each well

M- | each Washing Buffer WB 1:20]/ well

100 uL Substrate S In each well

Incubation: 15 Minutes in the Dark at 20-25°C

100 pL Stop Solution STP In each well

Measure the absorbance within 30 min at 450 nm
with =2 590 nm as reference wavelength.
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9 QUALITY CONTROL

Good laboratory practice requires that controls are included in each assay. A statistically
significant number of controls should be assayed to establish mean values and acceptable
ranges to assure proper performance. The test results are only valid if the test has been
performed following the instructions. Moreover, the user must strictly adhere to the rules of
GLP (Good Laboratory Practice) or other applicable federal, state or local standards/laws. All
calibrators and 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. Each
laboratory should use known samples as further controls.

9.1 Quality criteria

For the evaluation of the assay, it is required that the absorbance values of the blank should
be below 0.25, and the absorbance of Calibrator E should be above 1.00.

Samples, which yield higher absorbance values than Calibrator E, should be re-tested with a
higher dilution.

10 EVALUATION OF RESULTS

10.1 Establishing of the calibration curve

The 2nd International Standard for hGH, NIBSC Code 98/574 (6), was used as calibration
material. This was defined in an international study in the year 2001 with 3 International units
per mg Protein (3 IU/mg). The exclusive applicationof this calibration material is
recommended in line with the current standardisation efforts for hGH Immunoassays. (7,8)

Calibrator A B C D E

ng/mL 0.05 0.15 0.30 0.60 1.0
pg/mL 50 150 300 600 1000
plu/mL 0.15 0.45 0.9 1.8 3.0

1)  Calculate the mean absorbance value for the blank from the duplicated determination
(well A1/A2).

2) Subtract the mean absorbance of the blank from the mean absorbances of all other
samples, calibrators and control.

3) Plot the calibrator concentrations on the x-axis versus the mean value of the
absorbance of the calibrators on the y-axis.

4) Recommendation: Calculation of the calibration curve should be done by using a
computer. program, because the curve is in general (without respective transformation)
not ideally described by linear regression. A higher-grade polynomial, or four
parametric logistic (4-PL) curve fit or non-linear regression are usually suitable for
the evaluation (as might be spline or point-to-point alignment in individual cases).

5) <. The hGH concentration in ng/mL (or pg/mL, or plU/mL, according the chosen unit for
the calibrators) of the samples can be calculated by multiplication with the respective
dilution factor.
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10.2 Example of a typical calibration curve

The following data is for demonstration only and cannot be used in place of data generation

at the time of assay.

Calibrator Blank A B C D E
Ing/mL 0.0 0.05 0.15 0.3 0.6 1.0
|OD(450-620 nm) 0.08 0.2955 0.5885 1.1045 1.9935 2.761

3,00 -
0 y =-1,2868x% + 0,8619x2 + 3,0523x + 0,0532
‘3 2,50 - R2=0,9999
é ,
8
s 2,00 -
S
E3150 -
E, 1,00 -
®
E 0,50 -
E
@ 000 : : : : : .
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
CAL Concentration [ng/mL]

Figure 1: Examplary calibration curve
The exemplary shown calibration curve in Figure 1 cannot be used for calculation of your

test results. You have to establish a calibration curve for each test you conduct!

10.3 Exemplary calculation of GH concentrations
Sample dilution: 1:26

Measured extinction of your sample 0.25
Measured extinction of the blank 0.08

Your measurement programm will calculate the hGH concentration of the diluted sample
automatically by using the difference of sample and blank for the calculation. You only have
to determine the most suitable curve fit (here: polynomial 3™ degree).

In this'exemplary case the following equation is solved by the program to calculate the hGH
concentration in the sample:

0.17 = -1.2868x3 + 0.8619x? + 3.0523x + 0.0532
0.035 =x
If the dilution factor (1:26) is taken into account the hGH concentration of the undiluted

sample is
0.035 ng/mL x 26 = 0.91 ng/mL
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10.4 Interpretation of results

The test results should not be the only base for therapeutic decisions. The results should be
interpreted in regard to anamnesis, further clinical observations and results of other
diagnostic investigations. Further, it is recommended to establish reference and cut-off
values corresponding to the relevant group of patients for each laboratory.

Usually, the cut-off value is determined as a maximal peak of growth hormone secretion in at
least 2 independent stimulation assays (e.g., insulin or arginine stimulation). If the used test
system is calibrated to WHO standard 98/574 a secretion peak of less than 8 ng/mL
indicates a possible growth hormone deficiency. But as growth hormone secretion is
continuous between normal and pathological any cut-off is only a non-binding benchmark.

It is recommended to consider the international and national guidelines for diagnosis and
treatment of growth hormone deficiency / acromegaly.

10.5 Limitation of procedure

The Mediagnost sensitive human Growth-Hormone ELISA, E022 is based on polyclonal
rabbit antibodies. Generally, this technique is sensible to heterophilic antibodies in the
sample. The influence of heterophilic antibodies is reduced by assay design, but cannot be
excluded completely.

Interference of several physiological and pharmaceutical substances has been tested for the
indicated concentrations. Higher concentrations or other substances may interfere with the
measurement.

If a cut-off of 8 ug/L is used in the growth hormone stimulation test for diagnosis of growth
hormone deficiency and the test system is calibrated against the WHO 98/574 standard,
literature states a diagnostic sensitivity and specificity about 80%, if all clinical preconditions
for testing are fulfilled (10).

10.6 Reference values

As growth hormone is secreted pulsatile mainly enduring the night sleep valid normal values
can hardly be determined. Standard procedures are arginine or insulin stimulation tests, after
injection of stimulating substance growth hormone concentration is measured over a period
of time. We investigated hGH serum concentration of 104 healthy blood donors in the age of
18-69 years without any stimulation and undefined sampling time.

Table 1: Reference values hGH serum concentration of 104 healthy blood donors

female male
number 54 50
median [ng/mL] 0.81 0.28
minimal concentration [ng/mL] 0.19 0.15
maximal concentration [ng/mL] 10.45 4.34

The results alone should not be the only reason for any therapeutic consequences. The
results should be correlated to other clinical observations and diagnostic tests. Furthermore,
we recommend that each laboratory determine its own range for the population tested.
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11 PERFORMANCE CHARACTERISTICS

11.1 Sensitivity

Sensitivity was assessed by measuring the blank and calculating the theoretical
concentration of the blank + 2SD. The analytical sensitivity of the E022 is 0.0115 pg/L.

11.2 Specificity

Cross reactivity with recombinant human Prolactin has been tested and no significant signal
was measured in an enriched serum sample containing 200 pg/L Prolactin.

Further, Pegvisomant (trade name Somavert), a growth hormone analogue and drug used.in
acromegaly therapy, has been tested for cross-reactivity in assay buffer in different
concentrations. Here no significant influence of Pegvisomant was detected (Table 2).

Table 2: To determine the specificity Pegvisomant (trade name Somavert) was diluted in
the Dilution Buffer (DIL) at the indicated concentrations and used as a samplein E022. The
cross-reactivity of Pegvisomant is presented.

Pegvisomant [mg/L] Concentration measured in E022 % Cross-reactivity
[mg/L]
100 0.0114 0.0114
10 0.00845 0.0845
1 0.00436 0.436
0.1 0.00103 1.03
0.01 0.00017 1.7
0.001 0.00006 6
0.0001 0.00004 40

However, a study (9) showed that, after the addition of Pegvisomant (100 mg/L) to serum
samples with enriched with hGH (2.6 and-10.1 g/L), the measured concentrations of hGH
were 154% and 108% of the expected values.

11.3 Precision

Intra-Assay-Variation

One sample has been measured 14 times in the same assay. The results are shown in Table
3. The measured coefficient of variation (CV) is 5.46%. Intra assay variance has also been
evaluated externally (9), two serum samples with 0.45 and 5.94 ug/L hGH were measured 10
times within the same assay. The resulting coefficients of variation were 3.65% and 2.16%

Table 3: Intra-Assay Variation

Number of Mean value Standard deviation VvC

determinations (ng/L) (ng/L) (%)

Sample 1 16 2.41 0.19 7.99
Sample 2 16 5.84 0.27 4.70
Sample 3 16 14.98 0.55 3.70
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Inter Assay Variance

Serum samples were measured in independent assays. On average the coefficient of
variation was 4.34%. Results are shown in detail in table 4. Here also externally acquired
data are available: The mean coefficient of variation for inter-assay variance at 2.39; 5.37
and 14.33 pg/L hGH was 5.98%; 3.93% and 3.12%, respectively (9).

Table 4: Inter-Assay Variation

Number of single Mean value Standard deviation VvC

determinations (ng/L) (ng/L) (%)

Sample 1 14 5.37 0.21 3.93
Sample 2 10 2.39 0.14 5.98
Sample 3 11 14.33 0.45 3.12

11.4 Linearity

Linearity of the E022 was tested by dilution of 2 different serum samples. The samples were
diluted in the range of 1:10 to 1:76800. Linearity of sample dilution was shown by linear

regression in the dilution range of 1:10 - 1:9600 (Figure 2).

1,4 -
y = 729,48x+ 0,0097
R%=0,9999

human GH [pg/L]
o o s
(=2} ] - N

o
~

2
o
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0 T T T T T T T T |
0 0,0002 0,0004 0,0006 00008 0,001 0,0012 00014 0,0016 0,0018
Sample 1 Dilution [1/ Dilution]
16 -
1,4 -
1,2
_ y = 13,464x%+ 0,0031
3 1 R? = 0,9995
oo
=
5os
c
[}
£
206
04
0,2 b)
0 T T T T T |
0 0,02 0,04 0,06 0,08 0,1 0,12

Sample 2 Dilution [1/ Dilution]

Figure 2: Linearity sample dilution. Two samples with different hGH concentrations were
diluted a) 1:600 - 1:9600 b ) 1:10 - 1:320. The hGH concentrations were recalculated.
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11.5 Recovery and Accuracy

Recombinant human Growth Hormone (NIBSC 98/574) was added in different amounts to
human serum. The hGH content of the so enriched samples was measured and recovery in
comparison to enriched Dilution Buffer (DIL) calculated. Results are shown in table 5.

Table 5: Recovery of recombinant human GH in Serum

NIBSC DIL Serum 1 Serum 2
Rec. hGH PAA539 PAA 574
ng/mL ng/mL % ng/mL % ng/mL %
20 19.34 96.7 17.51 83.2 17.53 81.9
10 9.81 98.1 9.28 84.0 9.18 80.4
5 5.34 106.7 4.99 82.67 5.9 92.0
0 0 - 1.04 - 1.41 -

11.6 Interference

Interference of bilirubin and triglycerides has been tested in [9]. Here neither bilirubin (up to
200 mg/L) nor triglycerides (up to 100 g/L) showed a significant interference with hGH
measurement (Table 6). The authors also tested the influence of growth hormone binding
protein up to 10 pg/L on hGH measurement and haven't seen a significant effect (mean
recovery 98%). Mediagnost data are shown in Table 7.

Table 6: Interference of GHBP on GH measurement

hGH [ug/L]

2 8 20

GHBP [ug/L] 1 1 1
hGH Recovery [%] 95 95 99
GHBP [pg/L] 5 5 5
hGH Recovery [%] 87 95 97
GHBP [ug/L] 10 10 10
hGH Recovery [%] 87 93 95

Table 7: Interference of Bilirubin and Triglycerides on GH measurement

Bilirubin hGH Recovery Triglycerides hGH Recovery
[mg/L] [%] [g/L] [%]
25 111 12.5 89
50 116 25 109
100 112 50 85
200 108 100 110
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12 COMPARISON STUDIES

Langkamp et al Growth Horm IGF Res 18 (2008) 526-532 compared an in-house assay used
for hGH measurements for years with the Mediagnost E022 (9). Results show a very good
comparability and thus cut-off values established by the in house-assay can also be used
with the Mediagnost E022 (see Figure 3).
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=]

ELISA hGH [ug/L]
=

5 - y=112x-0.99
Rz =0.96
n =362

0 -

-5

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20
RIA hGH [ug/L]

Figure 3: Assay Comparison
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Instructions for use for scientific application

13 SCIENTIFIC APPLICATION

In addition to serum and plasma samples hGH can be determined in other human body fluids
and in cell culture supernatants of various human cell lines for research purposes.
Additionally this hGH Sensitive ELISA E022 can be used for measurement of hGH in filter
paper samples, which has been validated externally (9).

13.1 Samples suitable for scientific application

Serum, plasma, saliva, whole blood spots on filter paper, cell culture supernatant of
different human cell lines and urine (e.g. hGH urine—excretion test)

The recommended dilution for serum and plasma samples in Dilution Buffer DIL:(1:26).

In the other samples, the hGH levels can vary considerable, the optimal dilution must be
found out by the customer.

13.2 Species Cross-Reactivity

Several commercially available animal sera have been tested as samples in different
dilutions (1:5 or 1:26) in this assay.

No signal was detected in serum of the following species: donkey, dog, goat, guinea pig,
horse, rat, mouse, rabbit, sheep, cat, chicken and horse.

Whether this obvious non-reactivity is species specific should be assessed individually by
each customer. We remind each customer that hGH secretion is pulsatile and thus
commercially available animal serum samples may not be taken at the ideal daytime. An
external laboratory was able to find good measurable signals in bovine serum.
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15 Internationale Assay Description

International Test description|

CAL A-E 750 uL DIL
CTR 500 pL DIL 1:26 DIL

1:20 A. dest.
wB >
1:26 DIL
20-25°C
100 pL DIL A1/A2
100 pL CALA (0.05ng/mL) B1/B2
100 pL CALB (0.15ng/mL) C1/C2
100 pL CALC (0.30 ng/mL) D1/D2
100 pL CALD (0.60 ng/mL) E1/E2
100 pL CALE (1.00 ng/mL) F1/F2
100 pL CTR 1:26 DIL G1/G2
100 pL 1:26 DIL

TAPE|

©] 2h Pcj20-25°C| < | 350 rpm

5x 300 pL

5x WB 1:20

100 pL

DET

TAPE|

[©] 0.5 h Pc/20-25°C| <> | 350 rpm

100 L

EC

TAPE|

[©] 0.5 h [°c|20-25°C

5% 300 L

5x WB 1:20)

100 pL

S

@] 0.25 h [°c|20-25°C

STP
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16 ASSAY PROCEDURE
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Preparation of reagents Reconstitution: Dilution

CAL A-E |Calibrators in 750 pL Dilution Buffer DIL -

CTR Control in 500 pL Dilution Buffer DIL | 1:26 with DIL

WEB Washing Buffer ) 1:20 with Aqua dest.
concentrate. > WB 1:20

Sample dilution: with Dilution Buffer DIL 1:26

Before assay procedure bring all reagents to room temperature 20-25°C.

Assay Procedure in Double Determination:

Pipette Reagents Position

100 uL Dilution Buffer DIL (Blank) A1/A2

100 pL Calibrator A (0.05 ng/mL) B1/B2

100 pL Calibrator B (0.15 ng/mL) C1/C2

100 pL Calibrator C (0.30 ng/mL) D1/D2

100 pL Calibrator D (0.6 ng/mL) E1/E2

100 pL Calibrator E (1.0 ng/mL) F1/F2

100 pL Control CTR (1:26 diluted) G1/G2

100 L |Sample [SPE|(1:26 diluted) itﬂéhrz(;iisrte‘r’;gr‘]fswe”s according

Cover the wells with the sealing tape.

Sample Incubation: 2 h at 20-25°C, 350 rpm

5 x 300 uL |Aspirate the contents of the wells and wash 5 x with 300 L In each well
each Washing Buffer (WB 1:20// well

100 pL Antibody Conjugate DET In each well

Cover the wells with the sealing tape.

Incubation: 30 Minutes at 20-25°C, 350 rpm
Enzyme Conjugate EC, without washing the wells (!) — add
to.the previously pipetted Antibody Conjugate DET-solution

100 L thereto mix shortly through cautious tapping on the side of In each wel
the MTP. Attention: high filled volume of the wells!

Cover the wells with the sealing tape.

Incubation: 30 Minutes at 20-25°C, without shaking

5 300 LL Aspirate the contents of the wells and wash 5 x with 300 pL In each well

H- | each Washing Buffer WB 1:20]/ well

100 pL Substrate S In each well

Incubation: 15 Minutes in the Dark at 20-25°C

100 pL Stop Solution STP In each well

Measure the absorbance within 30 min at 450 nm
with = 590 nm as reference wavelength.

Copy of the Page 27.



