RK-51CTMCEQ040501
125

hTg [ I] IRMA készlet
(REF: RK-51CT)

A hTg [**1] IRMA készlet humén szérum novekedési hormon (hTg)
tartalmanak in vitro direkt meghatérozaséra szolgdl, a 0 - 250 ng/ml
mérési tartomanyban.

Bevezetés

A tiroglobulin egy jodglikoprotein, a glikozidos oldallancok szerkezete
6s a jodozottsag szempont jabol eltéro mikroheterogenitéasii molekul &k
egylittesét jelenti.

A leggyakoribb vérben elofordulé fomgja a 660kDaos dimer forma,
(két azonos alegyseg, méasodliagos kotésekkel dsszekapcsoldva) de a
pajzsmirigyben nagyobb (tetramer) és kisebb (monomer) formék is
megtaldhatok. A Tg a pajzsmirigyhormonok szintézisének és
raktérozasanak helye. A pajzsmirigyben képzodo Tg egy része a TSH
stimul&cio hatésara, a T4, T3 molekuldkkal egyditt keriil a vérédramlésba.
A Tg mérés segitséget nyUjt a pajzsmirigybetegségek diagnézisahoz.
Segitségével, més készletekkel egydtt differencidt diagnozis alithatd
fel. Segit a Graves's szindrdma, a Hashimoto tireoditisz, tiroid
adenoma, DTC (differencidlt tiroid karcindbma) felderitéseben.

A készlet érzékenysége lehetové teszi az alacsony Tg tartalmi mintak
pontos mérését is, ezzel atumor kiUjulast idoben észre Iehet venni.

A mérés elve

A mérokészlet a szilard fazisi immunoradiometrikus assay (IRMA)
mukodési elvét alkalmazza. Ehhez két olyan monoklondlis antitest
szilkséges, amelyek a molekula két kilénbozo epitopjat ismerik fel. A
két antitest egyike radiojoddal jelzett (jelzo antitest), a mésikuk
jeloletlen (Gn. "capture" antitest).

A bevont csdves rendszerek jelen véltozatdban az antigénnek a két
antitesttel  kialakult immunkomplexe ("szendvics') reaktiv kémcso
feliletén mint szilard fazison kotodik meg. 15-24 érés reakcididot
kévetoen a reakcioelegyet a kémcesobol kiontjik, és pufferes mosas
utan gamma-szamldoval mérjik a radioaktivitast. A kémcsovekben
mért radioaktivitas egyenesen adnyos a rendszerben l1évo hormon
koncentrécidjaval. Az ismert koncentrécidju standardok kotési értékei
dapjdn szerkesztett kalibracios gorbérol az ismeretlen minték
koncentrécioit kotési értékeik alapjan visszaolvassuk.

A készlet tartalma

1. 1 flakon ®|-TRACER (21 ml), pufferes oldat radioaktivitasa
<740kBq, 0,1 % nétrium-azidot tartalmaz.

2. 6 Uveg STANDARD (6 x 1 ml), 0,1 % natrium-azid tartésitoval.
Koncentréciéjuk (S1 - S6): 0,3,1, 4,0, 20, 100, 250 ng/ml. BCR
CRM457 -rekalibralva

3. 2 iiveg H.LENORZO SZERUM, (2 x 1 ml) 0,1 % nétrium-azid
tartésitéval. Koncentréciojat a kiséro minoségellenorzési  bizonylat
tartalmazza.

4. HIGITO SZERUM, 5ml 0,1% nétrium-azid tartdsitoval.

5. RECOVERY SZERUM, 1ml kékre szinezett szérumban, 0,1%
natrium-azid tartositoval.

6. 2 doboz BEVONT CSO, 2x50 db, 12x75 mm-es szabvany RIA
kémcso, zart muanyag dobozban.

7. MOSOPUFFER KONCENTRATUM, (20 ml), 0,1 % nétrium-azid
tartositoval, 700 ml desztillalt vizzel higitandd.

1 db Minoségellenorzési bizonylat

1 db Haszndlati utesités

A készlet felhasznalasahoz sziikséges anyagok és
eszkdzok

Kémcsotartd, rugalmas kémcsordgzito kiképzéshen; pipették (10, 100,
200 pL és2 ml térfogatra, eldobhaté muanyag hegyekkel); kémcsozard
muanyag félia; papirvatta vagy itatdspapir; gamma-szamlao

Ajanlott:

Sorozat-adagol6  (ismétlo)  pipetta;  folyadékliveges  leosztd
(diszpenzer), 1 literes folyadékedénnyel, 2 ml adagolasi térfogatra

A mérendo mintak gyujtése és tarolasa

Amennyiben az Tg meghatarozas a mintavételt koveto 1-2 napon bel il
megtorténik, a mintékat 2-8°C-on, késobbi felhasznalés esetén —20°C-
on mélyhutve tartjuk. A fagyasztott mintakat hagyjuk felolvadni, és
felhaszndlds elott alaposan homogenizdljuk. Kerlljuk az ismételt
visszafagyasztast.

Lipémiés, hemolizalt, vagy més szempontbdl rendellenes szérumot ne
haszndljunk mérésre.

A reagensek elokészitése, tarolasa

A mosboldat koncentratumot éntsiik hozza 700 ml desztilldlt vizhez. A
higitott mosdoldatot 2-8°C -on téroljuk a készlet lgjaratéig.

A recovery szérum az elso felnyitast kévetoen -20 °C-on tarolandd
készlet Igjérati idején beldil.

A készlet komponensel az €lso felnyitast kdvetoen 2-8°C -on tarolhatd
akészlet lgjérati idgjén bellil. A pontos lgjérati ido a kiséro bizonylaton
és a dobozcimkén van feltiintetve.

A recovery teszt végrehajtasa:

Az anti-Tg antitestek jelenléte a szérumban befolyasolhatja a mért Tg
koncentréciot, a vals koncentréaciond alacsonyabb értéket kapunk. Az
anti-Tg antitestek zavar6 hatadsa kimutathatd recovery méréssel. A
recovery mérést a “ meghatarozas menet-ében” leirtaknak megfeleloen
kell végrehajtani.

A recovery minta koncentracigjat (500 ng Tg/ml kordli érték) minden
mérés esetén meg kell haté&rozni a higitd szérummal (recovery
referencia cso (HR)), legaldbb 2 parhuzamosban.

Recovery a szérum mintaban:

ng Tg/ml Rx - ng Tg/ml Mx

- 0,
ng Tgml AR x100 = Recovery%

75 és 12504 kozotti recovery megfelelo 2 parhuzamos mintamérés
esetén!!). A <70% és >130% recovery estén a mintara mért Tg
koncentréacié nem tekintheto val 6s adatnak.

A meghatédrozas menete

(Id. Folyamatabra, 1. Tablazat)

1. Jedljink meg két-két muanyag csovet az alabbi célra
- Osszes belitésszam (T) mérésére, valamint két-két bevont csovet
az aldbbiak szerint:
- standard (H, S1-6)(H=NSB, higitészérum)
- recovery referenciacso (HR)
- ellenorzo szérum (C)
- vizsgélandd mintak (M x)
- mintarecovery (Rx)

2. Pipettazzunk 10l RECOVERY MINTAT a recovery referencia
csobe (HR) és aminta recovery csovekbe (Rx)

3. Méijunk 100 pl HIGITO SZERUMot (H (NSB), HR),
STANDARDot (S1-6), illetve ELLENORZO SZERUMot (C), és
szérummintét (Mx és Rx) a megfelelo csivekbe.

4. Mérjink minden csobe 200 pl TRACER oldatot.

5. Orvénykeverovel homogenizéljuk a csovek tartalmét, kivéve a T
jelu csbveket.

6. Fedjik le a kémcsoveket zaré-féliaval, majd inkubdjuk a
csbveket 15-24 orén keresztil szobahomérsékleten.

7. Helyezzik a kémcsoveket régzitos kémcesotartd alvanyba, a T
jelu csdvek kivételével.

8. Adjunk minden csohtz 2 ml mosopuffert, majd a csotartét fejjel
lefelé forditva, egyetlen hatérozott, gyors mozdulattal ontsik le a
fellliszét, majd a tart6ét vétozatlan helyzetben (visszafordités
nélkul!) tegyik papirvattéara 2 percig.

9. Ismételjik meg amosas 1épést kétszer, a 8.pontnak megfelel oen.

10. Mérjik meg a csbvek radioaktivitasdt gammaszamlaéval és
szamitsuk ki az eredményeket az aldbbiak szerint.




1. Téblazat Folyamatébra, pipettézas kalauz (térfogatok mikroliterben)

Kémcso
Reagens | | H S-S | My R Hr cl-cll
Standarc 100
Minta 100 | 100
antroll 100
szérum
Recovery 10 10
minta
Higité 100
szérum 100
Vortex, inkubacio 15-24 6ra25°G-on
Mosapuffer [2000 | 2000 | 2000 [ 2000 | 2000 | 2000
Folyadék ledntése, szarités itatds papiron
A mosas 1epést 2x megismeételj ik
Radioaktivitds mérés (60 mp/cso)

Az eredmények szamitasa

A szémitas menetét jellemzo mérési adatokkal szemléltetjik. A kapott
szamadatoknak, és a kalibraciés gorbének hasonlitaniuk kell a 2.
téblazathoz, illetve az 1. dbréhoz.

Loglog papiron dbrézoljuk a standard koncentrécidkhoz tartozé étlag
cpm értékeket.

Olvassuk le a mérendo minték koncentrécidit a standard gorbérol az
atlag cpm értékek aapjan.

Egyes adat-kiértékelésekhez, rendszerint minoségellenorzési célbdl,
szilkkség lehet a specifikus kotési értékekre. Erre a B/T értékek
hasznalhatok, amelyek szdmitéséhoz a standardok, illetve mintdk NSB-
vel (azaz a H beiitésszamaval) korrigdlt értékeit osztjuk a totd
aktivitéssal az aldbbi egyenlet szerint:

S1-6/Mx/ (cpm) - H(cpm
BIT (%) = (cpm) - Hiepm)

100
T (cpm)

Egy jellegzetes mérési adatsort foglal Ossze a 2. téblazat, mig az 1. dbra
egy jellemzo standard gorbét mutat.

A korszeru mérokésziilékek lehetové teszik a radioaktivités-mérést
koveto azonnali ("on-line") szamitdgépes adatfeldolgozast is. A sokféle
feldolgoz6 program kozil jelen készitményhez  specidlisan
immunometrikus assayre kifegjlesztett spline illeszto program
haszndlatét javasoljuk. Ugyeljiink arra, hogy vannak olyan kiértékelo
programok, amelyek a O-standard és az elso standard kozott is
interpolanak, de a szamitott koncentréaciok kozll csak azok tekinthetok
valosnak, amelyek értéke magasabb, mint a mérés statisztikailag
meghatérozott kimutatasi hatéra (Id. érzékenység).

2.Téblazat Jellemzo mérés eredmények

Tg cpm cpm cpm Tg

ngm | 1 2 | amg | ngm
Total . 393128 | 394123 | 393626 i
H (NSB) 0 167 178 171
Sos 0,3 552 559 556 i
Sio 1,0 1448 1476 1462 i
Sio 4,0 5517 5500 5509 i
So 20 24756 24712 24734 )
Sio 100 90031 90207 90119 i
S0 o50 | 158821 | 162358 | 160590 i
Cl . 2458 2502 2480 1,99
cll . 70250 70511 70380 | 49g
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1. dbra
Tipikus standard gorbe, (Mintameghatarozasra nem hasznalhatd!)

Minoségi jellemzok
Az assay jellemzo paraméterei

>500
<0,075%

Bmax/BO
NSB

Erzékenység

Jelen készlettel az analitikai érzékenység a O-standarddal 20
parhuzamos méréshol meghatarozva < 0,06 ng/ml, és 1 hénapos
tracernd sem emelkedik 0,1 ng/ml folé. Ertéke egyenlo a O-standard
B0+2* SD kotési értékéhez tartozd koncentracioval.

Nagy-do6zisu Hook effektus

Az effektus 20000 ng/ml alatt nem jelentkezik. Barmely mintanak,
amelynek koncentrécidja a 250 - 20000 ng/ml tartoméanyba esik, ezzel
a készlettel mérve, akoncentréciojat tébb mint 250 ng/ml-nek fogjuk
taldni.

Higitési teszt

Minta | Higitasi Vart Mért Higitasi
sorszam faktor érték érték | recovery
ng/ml ng/ml %
1 68,5 68,5
1 2 34,0 34,3 101,0
1 4 16,7 17,0 101,6
1 8 8,2 8,3 101,0
1 16 41 4,2 104,2
2 93,6 93,6
2 2 46,4 45,2 97,5
2 4 22,9 22,0 96,3
2 8 11,3 10,7 95,2
2 16 5,6 53 95,2
3 67,5 67,5
3 2 33,6 31,8 94,7
3 4 16,6 154 93,0
3 8 8,2 75 92,3
3 16 4,0 3,7 93,0




Ismert mennyiség visszanyerése ( "recovery")

Egyéni szérummintakhoz ismert mennyiségu hTgt adva, a
visszanyerés (recovery):

A minta ) Koncentracio Recovery
alapkoncentra- recovery %
cigja (ng/ml) | mintaval (ng/ml)

minta 1 6,9 60,6 101
minta 2 15,5 69,9 103
minta 3 99,5 152,6 100
minta 4 2,3 58,8 107
minta5 10,4 63,5 100
minta 6 57,3 109,0 97
minta7 6,5 62,0 105
minta 8 7,0 61,0 102
minta 9 25 52,8 95
minta 10 106,0 159,4 101
minta 11 32,4 83,8 97
minta 12 74 60,8 101
minta 13 41,0 88,2 89
minta 14 8,8 63,9 104
minta 15 0,9 56,9 106
minta 16 12,9 61,0 91
mintal? 0,3 51,1 96
minta 18 6,2 61,3 104
minta 19 3,9 58,7 103
minta 20 2,0 51,6 94
minta 21 34 52,2 92
minta 22 33 55,7 99
minta 23 43,9 91,8 90
minta 24 10,1 62,7 105
minta 25 8,6 62,9 109
minta 26 0,6 36,8 72
minta 27 0,3 54,8 109
minta 28 11,4 52,3 82
minta 29 10,3 63,8 107
minta 30 79 64,5 113
minta 31 0,6 57,2 113
minta 32 333 76,3 86
minta 33 50 64,8 120
minta 34 115 68,3 114
minta 35 22,9 71,0 96
minta 36 2,3 50,4 96
minta 37 79 53,9 92
minta 38 0,5 39,5 78
minta 39 54 48,2 86
minta 40 17,2 73,7 113
minta 41 190,8 235,4 89
minta 42 775 132,1 109
minta 43 51 61,5 113
minta 44 23,1 66,2 107
minta 45 76,4 1194 107
minta 46 47 47,2 106
minta 47 154,2 199,1 112
minta 48 2,3 44,2 104

Pontossag
Az intra-assay pontossagot 15 parhuzamossal egy sorozaton belil, az

inter-assay pontossdgot 2 péarhuzamossal, 20 fliggetlen mérésben
értékelve, 4 mintéra az aldbbi adatokat kaptuk.

intra-assay inter-assay
atlag (ng/ml) CV % atlag (ng/ml) CV %
114 18 115 2,2
118,7 19 117,8 2,7
854 2,2 86,2 19
59 2,6 6,0 17
49 2,0 51 2,0
13 2,7 13 3,0
0,7 59 0,7 6,3

Varhat6 referens tartomany:

Egészséges felnott: 2 - 70 ng/ml

A megadott referens tartomany csak tgékoztatd adatnak tekintendo, és
nem helyettesitheti a készletet felhaszndd laboratériumok sajét
tertletiikre jellemzo normal értékének megallapitasat.

Megjegyzések, tanacsok

1) Figyelem, hibaforrasl A bevont kémcsdvek nem tartalmaznak
kilon feliratot. Kozonséges kémcsovekkel valé Osszetévesztésik
komoly mérési hibékhoz vezethet! Ennek elkeriilésére a muanyag
dobozbdl soha ne vegyiink ki tdbbet a szilkséges mennyiségnél, illetve
a felhaszndatlan kémcsbveket azonnal tegyilk vissza eredeti
tartédobozukba. Ha az 6sszekeverés veszélye a feldolgozés alatt is
fenndll, célszeru a bevont csdveket mas modon is megjeldini (pl.
Uvegre iré tolla “meggyuruzni™).

2) A mosdpuffer adagolasa. A mosdpuffer legcélszerubben hajlékony
kivezeto csovel felszerelt diszpenzerbol adagolhat6, amelyhez legaldbb
1 l-es folyadék-edény csatlakozik. A hajlékony csovéggel az asztalon
fekvo kémcsodllvany folott végighaladva a mosdpuffer hozzéadasa
gyors és hibamentes. Diszpenzer hidnydban kelloen nagy térfogatt
fecskendovel elléatott ismétlo pipetta hasznél hato.

Egyéb tudnivalék

Felhivjuk a figyelmet arra, hogy a kilénbdzo gyartési szami készletek
egyes komponensei nem helyettesithetok sem egymassal, sem més
gyart6 Tg készletének komponenseivel.

Biztonsagi 6vorendszabalyok

Radioaktivitas

A készlet radioaktiv anyagot tartalmaz. A felhasznd 6 laboratériumok
felelossége, hogy munkajuk soréan ill. a védocsomagolés esetleges
sériilése esetén a radioaktiv anyagok térolaséra, felhaszndlaséra, és
kezel ésére vonatkozo térvényi szabalyozas és hatosagi eloirasok szerint
jérjanak €.

Fertozésveszély

A készletben lévo humén szérumot tartalmazd komponensek
elodllitésdhoz felhaszndlt szérum HIV-Ab és HBsSAg vizsgdatra
negativ eredményt adott. Ennek ellenére a humén szérumot tartalmazo
komponenseket potencidlisan fertozoként kell kezelni, és az erre
vonatkoz6 éltalanos laboratdriumi higiénés szabalyokat be kell tartani.
M ér gezo anyagok

A készlet komponensel tartésitoszerként nétrium-azidot tartalmaznak.
A készlet Osszes nétrium-azid tartalma 250 mg. A nétrium-azid
nemcsak mérgezo anyag, de belole rézzel, vagy élommal érintkezve
robbanasveszélyes azidok is keletkezhetnek. A mérgezés a
laboratériumi munkak altalanos biztonsagi eloirasainak betartasaval
kertlheto €. A nehézfém-azidok keletkezésének megakadalyozaséra a
nem-radioaktiv hulladék reagenseket nagy mennyiségu vizzel oblitve
juttassuk a csatornahd 6zatba.
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