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C-PEPTID [*2I] IRMA készlet
(REF: RK-84CT)

A GPEPTID IRMA {25)] készlet humén
szérum, vagy vizelet C-peptid tartalmanak
direkt meghatérozésara szolgd. A készlet 100
meghatérozésra elegendo reagenst tartalmaz,
amellyel két parhuzamos mérés esetén 42
minta C-peptid koncentrécigja hatérozhat6
meg a 0-30 ng/ml (szérumban), illetve a 0-300
ng/ml (vizeletben) mérési tartomanyban.

Bevezetés

A C-peptid 31 aminosavbdl alo, 3600-as
molekulatémegu polipeptid. A hasnydmirigy
bétasgjtjeiben szintetizalt proinzulinbdl 1:1
molaranyban inzulin és Gpeptid keletkezik,
amelyek a portdlis keringésbe kertiinek. A
m§ az inzulin jelentos részét visszatartja, mig
a  C-peptid Iényegében vétozatlan
mennyiségben bejut a szisztémas keringésbe.

Fentiekbol kdvetkezoen a C-peptid pontosabb
mutat6ja az inzulin-szekrécionak, mint maga
az inzulin. Tovébbi €elonye, hogy
koncentrécidja nem befolyasoljék az inzulin-
terdpian lévo betegekben gyakran létrgjévo
anti-inzulin antitestek, amelyek az inzulin-
mérést  teljesen  meghamisithatjak. A
cukorbetegség diagndzisdban és terapigjdban
tehat a Gpeptid nélkil6zhetetlen mutatdja a
szigetsejtek maradék aktivitasanak.

A méréselve

A  készlet mukodése a szilard fézisd
immunoradiometrikus assay (IRMA) elvén
alapul. Ehhez két olyan monoklondlis antitest
sziikséges, amelyek a molekula két killonbdzo
epitopjat ismerik fel. A két antitest egyike
radiojoddal jelzett (jelzo antitest), a mésikuk
jeloletlen (Gn. "capture" antitest).

A bevont csives rendszerek  jelen
valtozatdban az antigénnek a két antitesttel
kialakult immunkomplexe (,szendvics') a
reaktiv kémcso feltleten, mint szilard féazison
kétodik meg. 3 dras reakcididot kdvetoen a
reakciéelegyet a kémcsobol kiontjuk, és
pufferes mosds utan gamma-szamlédoval
mérjik aradioaktivitést.

A szildd fézison mért  radioaktivitds
egyenesen ardnyos a rendszerben lévo C-
peptid koncentrécijaval. Az ismert koncent-
récioju standardok kotési értékei  aapjan
szerkesztett kalibrécids gorbérol az ismeretlen
mintak koncentrécidit kotési értékeik alapjan
visszaol vassuk.

A készlet tartalma

1. 1 flakon *I-TRACER, felhasznél asra kész.
21 ml pufferes oldat, piros szinezékkel , 0,1 %
natrium-azid tartésitéval.

Radioaktivitasa < 740 kBq,

2.6 vey STANDARD(S0-S5),

1x 2,5ml (S0), felhaszndlasra kész.

5x 0,5 ml (S1-S5), liofilizalt.
Human szérum, 01 %
tartésitoval.
Rekonstitudlanddk 0,5 ml desztilldlt vizzel
Konc.: 0,025,09,3,9, 30 ng/m.
Kalibrédlva a 84/510 WHO standardra.

3. 1 iveg ELLENORZO SZERUM, liofilizalt.
Human szerum 01 % nétrium-azid
tartésitoval.

nétrium-azid

Rekonstitudlandé 0,5 ml desztilldlt vizzel.
Véahat6  értékét a  minoségellenorzési
bizonylat tartalmazza.

4. 2 doboz BEVONT CSO, 2x50 db, 12x75
mm-es szabvany RIA kémcso.

5. 1flakon

MOSOPUFFER KONCENTRATUM.

20 ml, 0,2 % né&trium-azid tartdsitoval.

700 ml desztilldlt vizzel higitando.

1 db Minosegellenorzési bizonylat

1 db Haszndlati utasités

A készlet felhasznalasahoz sziikséges
anyagok és eszk8zok

Kémcsotarto, rugalmas  kémcsordgzito

kiképzésben, 50 pl-es precizids mikropipetta,

200 pl-es és 1,5 ml-es ismétlo pipetta,

orvénykevero (vortex), orhitdlis kevero,

papirvatta, gamma-szamlalé.

Ajanlott: folyadékiiveges leoszt6 (diszpenzer),

1 literes folyadék-edénnyel, 1,5 ml adagolas

térfogatra (ekkor az 1,5 ml ismétlo pipettara

nincs szikség).

A mérendo mintak gyujtése éstarolasa
A vizsgdandé szérummintékat a mas,
ugyancsak szérumot igénylo laboratériumi
vizsgdlatokndl kovetett moédon készitjuk el.
Amennyiben a C-peptid-meghatarozés a
mintavételt kdveto 1 napon bel il megtorténik,

a mintdkat +2-+8 °C-on, késobbi felhasz-
nadlas esetén -18 °C-on mélyhutve tartjuk. A
fagyasztott minta legfeljebb 60 napig
tarolhato. Kertljuk az ismételt
visszaf agyasztast.

Lipémias, hemolizdlt, vagy mas szempontbdl
rendellenes szérumot ne haszndljunk mérésre.
A legmagasabb standard értéknél magasabb
koncentrécigjic  mintékat  higitas  utan
ismételten mérjuk meg. Higitashoz a nulla
standard (SO) haszndlhaté fel.

Napi gyujtott vizelethez a mintakat azonnal
fagyasszuk le. A gyujtés végeztével, a merés
eott olvaszuk fel a mintékat, és egyesités,
homogenizdlds utan hatérozzuk meg a
koncentréaciot. A fagyasztott minta legfeljebb
60 napig tarolhat6 —18 °C-on.

A reagensek elokészitése, tarolas

A készlet komponensei 2-8 °C kozott
térolhatok alejarati idon beltl. A rekonstitudlt
standardok valamint az ellenorzo szérum az
adott assayben vad haszndlat utdn a
legrovidebb idon belll lefagyasztandok. A

lefagyasztott komponensek - 20 9C-on 2
honapig térolhaték. A feloldott komponensek
kétszeri fagyasztésa a mérési eredményekben
10 %-ndl nagyobb hibat nem okoz

Adjunk a liofilizalt standardhoz(S1-S5) és
ellenorzo szérumhoz 0,5 ml desztillalt vizet,
homogenizéljuk orvénykeverovel. Ugyeljiink
a habzés elkeriilésére. A rekonstitudlt oldatot
legaldbb 20 percig még ne haszndljuk fel.

A mosbpuffer koncentratumot ontsiik 700 ml
desztilldlt vizhez. A kész oldat 28 °C-ona
készlet |ejérati idejéig térolhato.

A vizdetmintékat higitsuk SO0-a. 20 pl
vizelethez adjunk 180 pl SO oldatot, majd
vortexeljUk.

FIGYELEM!

A mérés megkezdése e€lott a reagens
oldatokat, és a mérendo mintékat is engedjik
szobahomérsékletre melegedni majd alaposan
homogenizaljuk oket, de keriiljik el a habzést.

A meghatér ozas menete
Folyamatabra

1. Jddljink meg két-két csbvet az aldbbi
célra
- Osszes belitésszam (T)

- standard (S0-5)(S0=NSB)
- ellenorzo szérum (C)
- vizsgaland6 mintak (M )

2. Mérjink 50 pl  Standardot (SO0-S5),
illetve Ellenorzo szérumot (C), és
sz&rummintd  (Mx) a megfeeo
csovekbe.

3. Méjunk minden csobe 200 pl Tracer
oldatot.

4.  Orvénykeverovel homogenizaljuk a

csbvek tartalmat, kivéve a T jelu
csoveket.
Ha inkubdéshoz orbitdis keverot

haszndlunk, a kémcsdvek egyedi
keverésére nincs szikkség. A csbveket —a
T jelu csbvek kivételével - helyezzik
olyan dlvanyba, mely biztosan rogziti
azokat, majd fedjik le oket zaréfoliaval.
Rogzitsiik az dllvanyt arézégépre.

5. Inditsuk el a rézégépet, és dlitsuk be a
sebesseget  Ugy, hogy a folyadék
valamennyi csoben mozgéasban legyen.
Ezzel a kevertetéssel inkubdjuk a
csoveket 3 orén keresztl
szobahomérsékleten.

6. Adjunk minden csohdéz 15 ml

mosopuffert, majd a csoveket az

dlvannyal egyltt fejjel lefelé forditva,
egyetlen hatérozott, gyors mozdulattal
ontsitk le a fellldszot. A tartoét
véltozatlan helyzetben (visszafordités
nélkil!) tegylk papirvattara 2 percig.

Gyozodjink meg arrél, hogy a csbvek

peremén nem maradtak folyadék-

cseppek, majd forditsuk vissza a

szepard 6 dlvanyt.

Ismételjik meg a 6. |épést.

Ismételjiik meg a 6. |épést.

Mérjik meg az egyes csOvek

radioaktivitésat gammarszamlaéval,

legaldbb 60 méasodperc szamlélési idovel.

© ™~y

Az eredmények szamitasa

Loglog papiron é&brézoljuk a standard
koncentréaciokhoz tartozo atlag cpm értékeket.
Olvassuk le a mérendo minték koncentrécidit
a standard gorbérol az édlag cpm értékek
aapjan.

Egyes adat-kiértékelésekhez szilkkség lehet a
specifikus kotési értékekre. Erre a B/T értékek
haszndhatok, amelyek szamitdsshoz a
standardok, illetve minték NSB-vel (azaz az
S0 belitésszamaval) korrigdlt értékeit osztjuk
atotdl aktivitassal az aldbbi egyenlet szerint:
B/T%=S1-5,C,M(cpm)-S0 (cpm)/T(cpm)x100
A korszeru mérokésziilékek lehetové teszik a
radioaktivitas-mérést koveto azonnali ("on-
line") szamitdgépes adatfeldolgozast is. A
sokféle feldolgoz6 program kozil jelen
készitményhez a simitott spline eljarést
gjanljuk. Ugyeljink arra, hogy vannak olyan
kiértékelo programok, amelyek a Ostandard
és az elso standard kozétt is interpoldnak, de
a szémitott koncentraciok kozil csak azok
tekinthetok  valdosnak, amelyek értéke
magasabb, mint a mérés dtatisztikailag
meghatarozott kimutatasi hatéra.




Folyamatébra, pipettdzasi kalauz
(térfogatok mikroliterben)

T | S0-S5 C M
Standard 50
Ell. szérum 50
Minta 50
Tracer 200 | 200 200 200

Kevertetés, 3 6ran & szobahomérsékleten

MosGpuffer | 1500 | 1500 | 1500

Folyadék ledntése, szérités itatds papiron

Mos6puffer | 1500 | 1500 | 1500

Folyadék lebntése, széritas itatds papiron

MosGpuffer | 1500 | 1500 | 1500

Folyadék lebntése, széritas itatds papiron

Radoaktivitas mérés (min. 60 sec/cso)

standard Bo+2*SD kotési értékéhez tartozo
koncentréciéval, mely értéket SO és S1 kozt
linedris interpol &cioval szamoltuk.
Funkcionalisérzékenység

A funkciondlis érzékenységet alacsony
koncentracioju mintdk inter-assay CV profil
mérésébol hatdroztiuk meg. 10 assayboal,
spline gorbeillesztés eljarast akamazva, a
0,072 és 0,126 ng/ml koncentréciéju minta
kozt lineéris interpolécidt végezve, a 20 %
CV-hez tartozé koncentraciora 0,105 ng/ml-t
kaptunk.

Nagy-dézisa Hook effektus

Higitds nékidli mintékra 90 ng/ml-ig Hook
effektust nem tapasztaltunk.

Specificitas

A Kkeresztreakci6t az assayben azonos jelet
add C-peptid és keresztreagdld anyag
témegeinek arényabdl szamoltuk.

Jellemzo mérési eredmények

Keresztreagdl 6 anyag | Keresztreakcid %
Human inzulin <0,04
Proinzulin 27,1

Co Belités Atlag | BoT | ng/ml
cpm cpm %
273835
T 274213 274024
[ 0,00
D 68 71 ,
1363 047
SL 1378 1370 ,
4744
1,72
% 4815 4780
17158 6.39
3 18023 17591 )
S 53632 52285 ,
115771
$ 118580 117176 | 42,74
27956
C 26006 26981 45
Jellemzo standard gorbe
1000000 -
cpm
100000 A
10000 A
1000 T T ]
0,1 :h gml 10 100
Minoségi jellemzok
A miNoségi jellemzoket optimalis

kérilmények kozoétt, 05 napos tracerrel, 3
moséssal nyertik. Az adatok a higitéas nélkli
assayre vonatkoznak (szérum mérése). Ha a
moséshoz  nem  rendelkeziink  automata
mosodval, Ugy a munkaigény cstkkentésére az
utolsd mosas ehagyhat6. E 1épés elhagyasa
érzékelheto vétozast cssk az  assay
érzékenységében okoz.

Az assay jellemzo paraméterei

NSB/T <0,05% (2 mosés esetében <0,08 %)
Bmax/T>35%

Aalitikai érzékenység

Jelen készlettel az analitikai érzékenység a O
standarddal 20 péarhuzamos  méréshol
meghatérozva  0,0056 ng/ml (2 mosas
esetében 0,0186 ng/ml). Ertéke egyenlo a O

Nem diabéteszes személyek éhgyomri mintaiban a
proinzulin moléris koncentracija mintegy 5%-a a
C-peptidének, ezért a keresatreakciobdl szarmazd
C-peptid meghatérozasi pontalansag mintegy 24
%-ra becsiilheto.
I smert mennyiség visszanyer ése
9 egyéni szérummintédhoz ismert mennyiségu
C-peptid-¢¢  adva, a koncentréaciokat 3
fokozatban emelve, a visszanyerés é&tlaga
97,2+8,5% volt.
Higitasi teszt
4 egyéni szérumminta nulla standarddal
végzett sorozat-higitésakor (higitas 2, 4, 8,
16) avart (x) és amért (y) koncentracio érték
kozott az aldbbi linedris 6sszef liggés adddott:
y =1,014x-0,011 R=0,9973, n=16
Pontosség ésreprodukéalhatosag
Az intra-assay pontossagot 20 parhuzamossal
egy sorozaton belul, az inter-assay
pontossagot 2 péarhuzamossal, 12 fiiggetlen
mérésben értékelve, 7 mintdra az aldbbi

adatokat kaptuk.
Intra-assay Inter-assay
élag CV % élag CV %
(ng/ml (ng/ml)
0,52 4,87 0,52 3,31
1,55 2,12 1,41 4,65
2,33 5,03 3,03 4,07
381 3,56 3,10 5,88
5,64 2,09 4,36 2,28
7,57 5,09 6,57 3,25
23,46 4,04 11,96 3,96

Varhato referenstartomany
Ehgyomri szérum egészséges onkéntesekben
(n=27)
1,77 £0,62 ng/ml, min 1,07 max 3,51
Nappali szérum egészséges dnkéntesekben
(n=71)
4,88 +2,60 ng/ml, min 1,37, max 11,8
Ehgyomri vizelet egészséges dnkéntesekben
(n=29)
35,8 £19,2 ng/ml, min 2,72, max 78,3.
A megadott referens tartomany csak
tgékoztatd adatnak tekintendo, és nem
helyettesitheti a készletet felhasznald
laboratériumok sgjat teriletiikre jellemzo
normél értékének megdllapitésat.
Atszémitasaz S| mértékegységrol

Inmol/l =3,617 ng/ml

1 ng/ml =0,276 nmol/I

a standardizal ashoz hasznalt preparatummolekula
témege alapjan szamolva

Egyéb tudnival 6k

A reagensek a gyartéstdl szamitva ataldban
legaldbb 8 hétig felhasznalhatok. A pontos
lgjarati ido a kiséro bizonylaton és a
dobozcimkén van feltiintetve.

Felhivjuk a figyelmet arra, hogy a killénbdzo
gyartds szamu készletek egyes komponensei
nem helyettesithetok sem egyméssal, sem més
gyartd C-peptid készletének komponenseivel.
Biztonsagi 6vorendszabélyok
Radioaktivitas

A készlet radioaktiv anyagot tartalmaz. A
felhasznalé laboratoriumok felelossége, hogy
munkguk sordn ill. a védocsomagolés
esetleges sérillése esetén a radioaktiv anyagok
tarolédséra, felhaszndldsara, és kezelésére
vonatkozd torvényi szabdlyozas és hatdsagi
eloirdsok szerint jarjanak el.

Fertozésveszély
A készletben |évo human szérumot tartal mazo
komponensek  elodllitaséhoz  felhasznalt

szérum HIV-Ab és HBsA(g vizsgélatra negativ
eredményt adott. Ennek ellenére a huméan
szérumot tartalmazo komponenseket
potencidlisan fertozoként kell kezelni, és az
erre  vonatkoz6 dtaanos  laboratdriumi
higiénés szabdlyokat be kell tartani.

M ér gezo anyagok

A készlet komponensei tartésitoszerként
natrium-azidot tartalmaznak. A készlet dsszes
natrium-azid tartalma 66 mg A natrium-azid
nemcsak mérgezo anyag, de belole rézzel,
vagy 6lommal érintkezve robbanésveszélyes
azidok is keletkezhetnek. A mérgezésa
laboratoriumi  munkdk altaldnos biztonségi
eloirésainak betartdsdval kerllheto €. A
nehézfém-azidok kel etkezésének
megakaddlyozésara a nem-radioaktiv hulladék
reagenseket nagy mennyiségu vizzel oblitve
juttassuk a csatornahd 6zatba.
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