RK-460MMCE040501

PROGESZTERON [**I] RIA

KESZLET
(Ref: RK-460M)

A progeszteron [*®1] RIA készlet huméan
szérum progeszteron tartalméanak in vitro
direkt meghatarozaséra szolgdl. A kétott anti-
gén elvdlasztdsa magneses immunoszorbens
segitségével torténik. A készlet 100 meghat&
rozésra elegendo reagenst tartalmaz, amellyel
két parhuzamos mérés esetén 41 minta
progeszteron koncentréacidja hatarozhaté meg,
az 0 -120 nmal/l (0 - 37,7 ng/ml) mérési tato-
many ban.

Bevezetés

A progeszteron a sargatestben keletkezik a
normd menstruécios ciklus masodik fazisaban.
Kis koncentréciéban a mellékvese kéreg is
termeli, mind férfiaknd, mind noknél. A tea-
hesség hetedik hete utan, a progeszteron fo
forrésa a méhlepény. A progeszteron plazma-
szintek vétozasa indikdtora a menstruécios
ciklus egyes fazisanak, a menstruécios rendd-
lenességeknek, és a meddosegnek egyarant.

A méréseve

A készlet mukddése a  kompetitiv
radioimmunoassay elvén aapul. A %I-dd
jelzett dlandd mennyiségu progeszteron vetd-
kedik a mintdban jelenlevo (mérendo) jelzetlen
progeszteronnal a korlatozott szamu antitest
kotohelyekért. A reakcid lejdtszddésa utén a
rendszerhez adott szil&rd fézisi mégneses
immunoszorbens az antitesthez kotoétt jelzett
antigént megkoti. Az antitesthez kotott jelzett
progeszteron radioaktivitasa, amely forditottan
arényos a minta progeszteron koncentracijé
val, gammarszamléoval mérheto. A standardok
relativ kotésértéke és koncentrécioi ismereté-
ben szerkesztett méro-(standard)-gorbérol, a
mintak relativ  kotésértékei aapjan, azok
progeszteron-koncentréci6ja meghatarozhato.

A készlet tartalma

1 TRACER, felhasznédlasra kész.

flak. 11 ml pufferes oldat, 0,1% nétrium-
azid tartositoval radioaktivitésa< 115
kBg

1 ANTISZERUM, felhasznd asra kész.
flak. 11 ml pufferes oldat, 0,1 % natrium-
azid tart6sitoval

6 STANDA RD(1_6), felhaszndlésra

lveg kész human szérum 0,1% nétrium-
azid tartositoval. ;= 1ml, S, =0,5
ml koncentréacigjuk O (Sy), 1,5 (Sy), 4
(S3), 12 (S4), 40 (Sg), 120 (Sg) nmoal
/

1 ELLENORZO SZERUM , felhaszna
Uveg lasrakész. 0,5ml huméan szérum 0,1
% nétrium-azid tartésitoval.

1 MAGNESES IMMUNOSZORBENS

Uveg szuszpenzi6, fehaszndlasrakész, 55
ml puffer-alapl szuszpenzi6,0,1%
nétrium-azid tartésit6val

1db
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Minoségellenorzési bizonylat
Haszndlati utasitas

A készlet felhasznélasahoz sziik séges
anyagok és eszk 6zok

muanyag csdvek és csotartd
adagol 6 pipették, 50, 100, és 500 pl-es
eldobhaté muanyag hegyekkel
orvénykevero (vortex)
magneses Ul epito berendezés kémcesotart 6-
val (pl. Amerlex-M szeparator), vagy hut-
heto centrifuga
papirvatta
gammaszamldo

Ajanlott:
sorozat-adagol 6 (ismétlo) pipetta és orbi-
télis kevero

A mérendo mintak gyujtése éstarolasa

A vizsgdlandd szérummintakat a mas, ugyan-
csak szérumot igénylo laboratoriumi vizsgda
tokndl kovetett modon készitjik el. Amennyi-
ben a progeszteron-meghatérozas a mintavételt
koéveto 1-2 napon bel Ul megtorténik, a mintakat
+2 - +8 °C-on, késobbi felhaszndlés esetén -18
°C-on mélyhutve tartjuk. A  magas
progeszteron koncentracioju mintd a nulla
standarddal  (S;)  higithatjuk.  Lipémias,
hemolizalt, vagy més szempontbdl rendellenes
szérumot ne haszndljunk mérésre.

A reagensek elokészitése

A standard, az antiszérum, a tracer, az ellenor-

z0 szérum oldatok és a magneses
immunoszorbens  szuszpenzi6 hasznalatra
kész.

A meghatar ozas menete
(Id. folyamatabra, 1. tablazat)

1) Hagyjuk az 6sszes reagenst szobahomér-
sékletre melegedni.

2) Jeloljink meg két-két muanyag csovet az
alébbi célra: 6sszes belitésszam (T), nem speci-
fikus kotés (NSB) ,standard (S;.g) (S1=B).
ellenorzo szérum (C),vizsgalando minték (M)
3) Felhaszndlas elott a mintékat és az 6sszes
reagenst al aposan homogenizaljuk, de kertilj ik
el ahabzast.

4) Mérjink 50 ul STANDARDOt (Sq_g),
illetve ELLENORZO SZERUM ot (C), és
szérummintat (M ,) amegfeldlo csovekbe.

5) Mérjiink minden csobe 100 pl 1%1-
TRACER oldatot.

6) Mérjink minden csobe 100 pli
ANTISZERUM oldatot, kivéveaT és NSB

jelu csoveket. A kinetikus effektus kikiisz-
Obolése érdekében az utolsd reagens hozzaadé
sanak idotartamét a lehetséges minimumrakell
szoritani. Altalanos szabélyként ez a lépés bt
percnél nelegyen hosszabb. Ez célszeruen
sorozat -adagol 6 pipettaval biztosithat.

7) Orvénykeverovel homogenizaljuk a csivek
tartalmét, kivéveaT jelu csbveket.

Orhitdlis keverot haszndlva a kémcsovek egy e-
di keverésére, nincs szilkség, azokat a szeparé
tor tartéalvanydban hagyva, a keverés egy-
szerre elvégezheto.

8) Inkubdljuk a csdveket 2 éran keresztil
szobahomérsékleten (20-25°C).

9) Alaposan razzuk éssze a magneses
immunoszorbenst, majd adjunk 500 pl-t min-
den csohoz, kivéve aT jelu csbveket. Ezt a
muveletet legcél szerubb ismétlo pipettaval
végezni.

10) Orvénykeverovel homogenizéljuk a csivek
tartalmat. Amennyiben ismétlo pipettaval
dolgozott, vortexel és helyett elegendo, haa
csoveket a csotarto dlvannyal egyitt enyhén
Osszerdzza. Vortexel és utan inkubdjuk a cso-
veket 15 percig szobahofokon.

11) Mégneses szepardléssal vagy centrifugdés-
sal vélasszuk el az antitesthez kotott frakeidt
az aébbiak szerint.

M agneses szepar alas. Tegyik acsoveket,
kivéve aT jelueket, amagneses szepard 6
csotartdjaba Ugy, hogy mindegyik cso érintse a
magneslapot. Hagyjuk szobahomérsékleten 5
percig dlni. Ulepités utan ne tavolitsuk & a
kémcsod lvanyt amagneslaprdl. A csotartét a
lappal egylitt fejjel lefelé forditva dntsiik le a
fellliisz6t, majd ebben a hely zetben helyezziik
acsoveket papirvattéra. A cso peremén maradt
folyadék-cseppeket itassuk le.

Ugyeljiink arra, hogy ledntéskor a feliilliszd
kivllrol visszafolyva ne szennyezze el a kam-
csovek killso fel Ul etét.

Centrifugalés: Centrifugéljuk a csoveket
+4°C-on, 1500-2000 g-vel, legaldob 15 percig.
Szivjuk le (ne dekantdljuk) afellilszét, vi-
gyazvaarra, hogy a csapadék ne keveredjen fel.
12) Mérjuk meg az egyes csovek akitvitésat
gamma-szamldéval, legal abb 60 mésodperc
szamldés idovel.

13) Szamitsuk ki az eredményeket a kdvetkezo
fejezet szerint.

1. tablazat. A vizsgdat folyamatébrgja (az

adatok mikroliterben értendok) T=teljes be-

Utésszam, NSB=nem specifikus kotés, S.¢
standardok,C=€llenorzo szérum, Mx=mintak)

Reagens T NSB | S C My
Standard  1-
6 50
Ellenorzo
zériim 50
Minték
50
| Tracer
100 [ 100 | 100 100 [ 100
Antiszérum
100 100 [ 100




Keverés, inkubélés szobahomérsékleten 2 6ran &.

Mégneses
immunosz.

500 | 500 | 500 | 500

Keverés, inkubdas szobahomérsékleten 15 percig

Mégneses elvéasztas (5 perc), vagy centrifugalés
(15 perc,1500xg)

Fellilsz6 eltavolitasa, radioaktivitas mérése, eredmé-
nyek kiértékelése

Az eredmények szamitasa

Szamitsuk ki a parhuzamos csovek belitéssza
mainak kozépértékét (CPM).

A kapott CPM értékek alapjan szamitsuk ki a
B/T-t az alabbi egyenlettel:

Bo/T % =100*( S1-NSB)/( T-NSB)

(Ez az érték a mérés egyik minoségi mutatdja,
amelynek kiszamitédsa a mintakoncentréciok
meghatérozasahoz nem feltétlenll szilkséges.)
Szamitsuk ki a standardok, az ellenorzo szé
rum és a minték kotés szazalékat az aldbbi
egyenlettel:

B/By %=100* (Sx¢ ; C ; M -NSB)/ (S;-
NSB)

Eqgy jellegzetes mérési adatsort foglal dssze a 2.
téblazat.

Abrézoljuk a standardokra mért belitéssza
mokbol szamitott B/B, értékeket a standard
koncentrécigjanak fuggvényében (lasd az 1.
abrét). Az igy kapott standard gorbérol (méro-
gorbérol) olvassuk le a vizsgat minta B/Bg
értékeihez tartozd koncentréciét. A korszeru
mérokészilékek khetové teszik a radioaktivi-
téds-mérést koveto azonnali ("on-line") szami-
togépes adatfeldolgozast is.

2.tabléazat. Jellemzo mérési adatok

Beiités | Beiités | Atlag B/Bo
Csovek | CPML1 |CcPM2 [cPM BT % | %
T 45230 (46214 | 45722
S1 1851718728 18623 | 38,7]100,0
S2 1628116068 [16175| 33,4| 86,2
S3 13515]13284 (13400| 27,3| 70,5
S4 9294 8980 | 9137| 18,0| 46,4
S5 5003| 4844 | 4924 8,8( 22,6
S6 2694| 2880| 2787 4,1| 10,6
C 5858| 5790 | 5824 10,7 | 27,7
NSB 869 962 | 915,5 2,0
lébra
Jellemzo standard gorbe
(mintamérésre nem hasznél hat6)
100,0
80,0
f 2
& ,
20,0
0,0 + T T 1
1 10 100 1000

Progeszteron koncentracio (nM)

Minoségi jellemzok

Az assay jellemzo paraméterei (n=20).

Bo/T 47+9%

NSB/T <3%

ED-50 14 + 6 nmal/l
kimutatési hatar 0,44 +0,12 nmol/I

A feltiintetett kimutatasi hatar (érzékenység) a
O-standard @& 2*SD szdras ata meghataro-
zott) konfidencia-intervallumétol szignifikan-
san megkilonboztetheto legkisebb koncent-
raciot jelenti.

Specificitas

A specificitast a keresztreakcioval jellemezziik,
Ugy, hogy az 50 %-o0s gatlést okozo
progeszteron koncentracié szédzszorosat oszt-
juk a keresztreagdl6 anyag ugyancsak 50 %-0s
gétlést eredményezo koncentrécidjaval.

Ker eszt-
Anyag reakcio %
Progeszteron 100
17-a-hidroxiprogeszteron | 13
pregnenolon 0,03
kortizol 0,07
kortikoszteron 0,6
11-dezoxi-17- 0,08
hidroxikortikoszteron
tesztoszteron 0,01
5-a-dihidrotesztoszteron | <0,001
osztriol 0,003
17-a-0sztradiol <0,001
dehidroepiandroszteron <0,001

I smert mennyiseg visszanyer ése

Egyéni szérummintékhoz ismert mennyiségu
progeszteront adva, a visszanyerés (recovery)
97,3 + 5,7 % (kOzépérték + SD, n= 21).
Higitasi teszt (linearity)

Egyéni szérummintak nulla standarddal végzett
sorozat-higitasakor a vart (x) és a mért (y)
koncentrécio érték kozott az aldbbi linedris
Osszefliggés adddott:

y =1,02x —0,27, R = 0,9988

Pontossag ésreprodukalhat6sag

Az intraassay pontossagot 9 parhuzamossal
egy sorozaton belll, az interassay pontossagot
2 pérhuzamossal, 9 fliggetlen méréshen érté-
kelve az aldbbi adatokat kaptuk.

I ntra-assay I nter-assay
&lag CV% | alag CV %
(nmol/l) (nmol/l)
251 10,2 2,7 11,8
229 32 23,6 6,4
54,9 3,5 55,8 5,8
Vérhaté referenstartomany:

follikularis fézis 0,6-3,8 nmal/l (0,2-1,2 ng/ml)
lutedlis fazis 10,5-58 nmol/l (3,3-18,2 ng/ml)

A megadott referens tartomany csak tgjékozta
t6 adatnak tekintendo, és nem helyettesitheti a
készletet felhaszndld laboratériumok sgjét
terlletiikre jellemzo normélértékének megdlla
pitasat.

Atszémitasaz Sl mértékegységrol

1nmol/l = 0,3145 ng/ml
1 ng/ml = 3,18 nmol/l

Egyéb tudnivalok

Térolés

A készlet komponensel felnyités elott és utan
2-8 °C kozott tarolhatok algjarati idon belll.

A kézlet lejérati idgje

A reagensek a gyartastdl szamitva dtalaban
legaldbb 8 hétig felhasznalhatok. A pontos
lej&rati ido a kiséro bizonylaton és a doboz-
cimkén van feltlintetve. A tartdssag optimalis



kihasznalaséra javasoljuk a laborat 6riumoknak,
hogy rendeléseiket a készlet-gyartasi naptar-
hoz igazitsdk. Felhivjuk a figyelmet arra, hogy
a kllénbdzo gyartasi szdmu készletek egyes
komponensel nem helyettesithetok sem egy -
méssal, sem més gyart6 progeszteron készleté-
nek komponenseivel.

Biztonsagi 6vorendszabalyok

Radioaktivitas

A készlet radioaktiv anyagot tartaimaz. A
felhasznd 6 laboratériumok felelossége, hogy
munkgjuk sorén a radioaktiv anyagok tarolasé
ra, felhaszndlaséra, és kezelésére vonatkozd
torvényi szabdlyozés és hatdsagi eloirasok
szerint jarjanak €.

Fertozésveszély

A kitben lévo human szérumot tartalmazé
komponensek elodlitdsahoz felhaszndlt szé
rum HIV-Ab és HBsAg vizsgdlatra negativ
eredményt adott. Ennek dlenére a humén
szérumot tartalmazd komponenseket potencié
lisan fertozoként kell kezelni, és az erre vonat-
koz6 dtdanos laboratériumi higiénés szaba
lyokat be kell tartani.

M ér gezo anyagok

A készlet komponensei tartositoszerként
natrium-azidot tartalmaznak. A készlet dsszes
natrum-azid tartalma 81 mg. A nétrium-azid
nemcsak mérgezo anyag, de belole rézzel, vagy
6lommal érintkezve robbanasveszélyes azidok
is keletkezhetnek. A mérgezés a laboratdriumi
munkak Atalanos biztonsagi eloirasainak betar-
tésaval kerllheto el. A nehézfém-azidok kelet-
kezésének megakadalyozasara a nem-radioaktiv
hulladék reagenseket nagy mennyiségu vizzel
oblitve juttassuk a csatorna hal 6zatba.
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WEB oldal: http://www.izotop.hu
Technikai e-mail: immuno@izotop.hu
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