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Szabad PSA [ 2°]] IRMA

készlet
(REF: RK-85CT)

A szabad PSA [1251] IRMA készlet human
szérum szabad prosztata specifikus antigén
(szabad PSA) tartalmanak in vitro direkt
meghatarozasara szolgal, a 0 - 50 ng/ml
mérési tartomanyban.

Bevezetés

A PSA (Prostate Specific Antigen) koriilbeliil
30 kDa molekula—tomegii, 237 aminosavbol allo
egylancu glikoprotein. Szerkezete hasonld a
tripszinszer(i kallikreinekhez, enzimaktivitasat
tekintve a kimotripszinnel analdg, szerin-
proteaz.  Keletkezése  szovet-specifikus, a
prosztata termeli, az ondd nagy koncentracidban

tartalmazza. Protedz-aktivitdsanak az ondo
elfolyositasaban funkcionalis szerepet
tulajdonitanak.

A vérben levé PSA  70-95%-a Olq-

antikimotripszinhez kotott formaban van jelen.
Mind malignus prosztata karcindma, mind
benignus prosztata hiperplazia esetében a vér
PSA szintje megnd, de malignus prosztata
karcindma esetében a komplex, mig benignus
prosztata hiperplazia esetében a szabad PSA
szint emelkedése figyelheté meg a vérben.

A PSA meghatarozas egységes modszertananak
kialakulasat, elfogadasat mindmaig
megnehezitik a kétféle molekularis formabol
kovetkez6 mérési, standardizalasi nehézségek. A
PSA szabad/komplex formainak ardnya egyedrol
egyedre valtozik.

nélkiilozhetetlen modszer a prosztata karcindma
diagnosztikdjaban ¢és a staddium meghata-
rozéasaban.

Az irodalom szerint az optimalis szabad/total
PSA cut-off érték: 25 %

A mérés elve

A mérokészlet a szilard fazisa
immunoradiometrikus assay (IRMA) miikodési
elvét alkalmazza. Ehhez két olyan monoklonalis
antitest sziikséges, amelyek a molekula két
kiilonb6zd epitopjat ismerik fel. A két antitest
egyike radiojoddal jelzett (jelz$ antitest), a
masikuk jeldletlen (Un. "capture" antitest).

A bevont csoves rendszerek jelen valtozataban
az antigénnek a két antitesttel kialakult
immunkomplexe ("szendvics") reaktiv kémcso
feltiletén mint szilard fazison kotédik meg. 2
oras reakcioidot kovetéen a reakciodelegyet a
kémcs6bol kiontjik, és pufferes mosas utan
gamma-szamlaloval mérjilk a radioaktivitast. A
kémcsdvekben mért radioaktivitds egyenesen
aranyos a  rendszerben  1évd  hormon
koncentracidjaval. Az ismert koncentracioju
standardok kotési értékei alapjan szerkesztett

kalibracios gorbérél az ismeretlen mintak
koncentracioit kotési értékeik alapjan
visszaolvassuk.

A készlet tartalma

1. 1 flakon '"I-TRACER (21 ml), pufferes
oldat radioaktivitaisa <740kBq, 0,1 %
natrium-azidot tartalmaz.

2. 6 iiveg STANDARD (6 x 1 ml), 0,1 %
Kathon CG tartésitoval. Koncentracidjuk (SO
- S85): 0, 0,1, 0,5, 2, 10, 50 ng/ml, WHO
ECBS 96/668 -ra kalibralva.

3. 1 iiveg ELLENORZO SZERUM (1 ml), 0,1
kisér6
tartalmazza.
4. 2 doboz BEVONT CSO, 2x50 db, 12x75
mm-es szabvany RIA kémcs6, zart milanyag
dobozban.

5. MOSOPUFFER KONCENTRATUM, (20
ml), 0,1 % natrium-azid tartositoval, 700 ml
desztillalt vizzel higitando.

1 db Mindségellendrzési bizonylat

1 db Hasznalati utasitas

mindségellendrzési bizonylat

A készlet felhasznalasahoz
sziikséges anyagok és eszk6z6k

Kémcsobtarto, rugalmas kémcsoérogzitd
kiképzésben; pipettak (0,1, 0,2 és 2 ml
térfogatra, eldobhatd milanyag hegyekkel);
razogép; kémcszar6  milanyag  folia;
papirvatta vagy itatospapir; gamma-szamlalo

Ajanlott:

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

A mérendd mintak gyiijtése és
tarolasa

Amennyiben a szabad PSA meghatirozas a
mintavételt kdvetd 1 napon beliil megtdrténik,
a mintakat 2-8°C -on, késébbi felhasznalas
esetén —20°C -on mélyhiitve tartjuk. A
fagyasztott mintakat hagyjuk felolvadni, és
felhasznalas el6tt alaposan homogenizaljuk.
Keriiljiik az ismételt visszafagyasztast.

A reagensek el6készitése, tarolasa

A mosooldat koncentratumot oOntsiik hozza

700 ml desztillalt vizhez. A  higitott
mosooldatot 2-8°C -on taroljuk a készlet
lejarataig.

A készlet tobbi komponense az elsd felnyitast
kovetden 2—8°C -on tarolhato a készlet lejarati
idején beliil. A pontos lejarati id6 a kisérd
bizonylaton és a dobozcimkén van feltiintetve.

A meghatarozas menete
(ld. Folyamatabra, 1. Tablazat)

7. Meérjiik meg a csovek radioaktivitasat
gamma-szamlaloval és szamitsuk ki
az eredményeket az alabbiak szerint.

1.Tablazat Folyamatabra, pipettazasi kalauz
(térfogatok mikroliterben)

T S0-S5 Ell szérum | Minta
Standard 100
Ell szérum 100
Minta 100
Tracer 200 200 200 200

Kevertetés, 2 6ra szobahdmérsékleten

Mosopuffer | | 2000 | 2000 | 2000

Folyadék ledntése, szaritds itatds papiron

Mosopuffer | | 2000 [ 2000 [ 2000

Folyadék ledntése, szaritas itatds papiron

Mosépuffer | [ 2000 [ 2000 [ 2000

Folyadék ledntése, szdritds itatds papiron

Radioaktivitas mérés (min. 60 sec/cs0)

Adatfeldolgozas

1. Jeloljink meg két —két csovet: Gsszes
beiitésszam (T), standard (SO-SS5),
ellen6érz6 szérum (C); vizsgalandd
mintak (M).

2. Mérjiink 100 ul STANDARDot, ill.

ELLENORZO  SZERUMOT, és
szérummintat a megfeleld csdvekbe.
3. Mérjiink minden csébe 200 pl
TRACER oldatot.
4. Helyezziik a csoveket rogzitds

kémes6tartd allvanyba. Allitsuk be a
sebességet ugy, hogy a folyadék
valamennyi kémcsében mozgasban
legyen. Kevertessik 2 o6ran at
szobahémérsékleten.

5. Adjunk minden c¢s6héz 2 ml
mosopuffert, majd a csétartot fejjel
lefel¢ forditva, egyetlen hatdrozott,
gyors mozdulattal ontsik le a
feliiliszot, majd a tartét valtozatlan
helyzetben (visszaforditdas nélkiil!)
tegyiik papirvattara 2 percig.

6. Ismételjik meg a mosasi 1épést
kétszer, a 5.pontnak megfelelGen.

Az eredmények szamitasa

Szamitsuk ki a parhuzamos csovek
beiitésszamainak ~ kozépértékét.  Log-log
papiron abrazoljuk a standard

koncentraciokhoz tartozo atlag cpm értékeket.
Olvassuk le a mérendé mintak koncentracioit
a standard gorbér6l az atlag cpm értékek
alapjan.

Egyes adat-kiértékelésekhez,  rendszerint
mindségellendrzési célbol, sziikség lehet a
specifikus kotési értékekre. Erre a B/T értékek
hasznalhatok, amelyek szamitasdhoz a
standardok, illetve mintdk NSB-vel (azaz az
SO beiitésszamaval) korrigalt értékeit osztjuk
a total aktivitassal az alabbi egyenlet szerint:

S1-5/C/Mx/ (cpm) —SO(cpm)

B/T (%) = X
T (cpm)

A korszeri mérdkésziilékek lehetdvé teszik a
radioaktivitas-mérést kovetd azonnali ("on-
line") szamitogépes adatfeldolgozast is. A
sokféle feldolgozd program koziil jelen
készitményhez specialisan immunometrikus
assay-re kifejlesztett spline illeszté program
hasznalatat javasoljuk. Ugyeljiink arra, hogy
vannak olyan kiértékelé programok, amelyek
a O-standard és az els6 standard kozott is
interpolalnak, de a szamitott koncentraciok
kozil csak azok tekinthet6k valdsnak,
amelyek értéke magasabb, mint a mérés
statisztikailag meghatarozott kimutatasi hatara
(1d. érzékenység).

1000000 -

100000 A

m 10000 A

1000 A

100 T T T 1
0,01 0,1 1 10 100

Szabad PSA koncentracio

1. abra
Tipikus standard gorbe,
(Minta-meghatarozasra nem hasznalhato!)




2.Téablazat Jellemzd mérési eredmények Ismert mennyiség visszanyerése
Csivek Beiités-szam Atlag B/T% f“re(,;o.venlr ") - ' o
cpm cpm Egyéni szérummintdkhoz ismert mennyiségii
T 316661 315082 - szabad PSA-t adva, a visszanyerés (recovery)
313504 114 £ 9,4 % (kozépérték + SD, n=11).
S0 150 157 0.05 o o
l64 Higitasi teszt (linearity)
S1 707 720 018 6 db egyedi szérumminta SO standarddal
733 végzett sorozat-higitasakor a vart (x) €s a mért
2916 lineéris Osszefliggés adodott:
S3 10628 10600 331 y =1.0552x - 0.0745 R*= 0,9988 n =29
10572 . . .
4 12512 42455 342 Va,rhatp refe,rens tartomany
42397 Egészséges férfiak: <0,7 ng/ml (n=202)
S5 101687 01766 | 3225 A , mega,dott referens . tartoanan}rl csak
101845 tajékoztatd gdatnak tekintendé, és nem
C 23761 24205 763 helyette,S{thetl a keszlﬂetetu fel}.lasznal(j
24648 laboratériumok sajat teriiletiikkre jellemz6

Mindéségi jellemzdk

Az assay jellemz6 paraméterei

NSB/T <0,3 %
Bmax/T >30%
Specificitas

Az assay-ben felhasznalt antitestek nem
mutatnak  keresztreakcidt a  kovetkezd
anyagokra: CEA, AFP, CA 19-9, CA 125,
PAP, Albumin, Gliikkoproteinek, Bilirubin,
Human IgG.

Erzékenyséq
Jelen készlettel az analitikai érzékenység a 0-

standarddal 15  parhuzamos  mérésbol
meghatérozva 0,011 ng/ml. Ertéke egyenld a
0-standard BO+2*SD kotési értékéhez tartozo
koncentracioval.

A készlet funkciondlis érzékenysége kisebb,
mint 0,047 ng/ml. Meghatarozasa alacsony
szabad PSA tartalmu szérum mintdk 10
fiiggetlen mérés-sorozatban kapott inter-assay
imprecizids profiljabol tortént, értéke egyenld

az imprecizios gorbe 22 %-0s
metszéspontjahoz  tartozd6 szabad PSA
koncentracioval.

Nagy-do6zisu Hook effektus

Az effektus 20000 ng/ml alatt nem
jelentkezik. Barmely mintanak, amelynek

koncentracidja a 50-20000 ng/ml tartomanyba

esik, ezzel a  készlettel mérve, a
koncentraciojat tobb mint 50 ng/ml-nek
fogjuk talalni.
Pontossag

Az intra-assay pontossagot 15 parhuzamossal
egy sorozaton beliil, az inter-assay
pontossagot 2 parhuzamossal, 10 fliggetlen
mérésben értékelve, 5 mintara az alabbi

adatokat kaptuk.

Intra-assay Inter-assay
atlag (0)% atlag Cv
(ng/ml) % (ng/ml) %
0.544 2.8 0.516 7.15
1.021 23 0.967 3.65
2.292 2.2 2.302 4.31
3.190 5.7 3.189 3.83
18.12 1.3 16.84 6.27

normalértékének megallapitasat.
Az assay korlatai

« A készletben
szérumban  torténd
optimalizaltak.

* Lipémias, hemolizalt,
szempontbol  rendellenes
hasznaljunk mérésre.

* A mérések eredményét mas ide vonatkozo
klinikai eredményekkel egyiitt hasznaljuk fel.

talalhatd komponensek
szabad PSA mérésre

vagy  mas
szérumot  ne

Megjegyzések, tanacsok

1) Figyelem, hibaforras! A bevont
kémcsovek nem tartalmaznak kiilon feliratot.
Kozonséges kémcsovekkel valo
Osszetévesztésiik komoly mérési hibakhoz
vezethet! Ennek elkeriilésére a mianyag
dobozb6l soha ne vegylink ki tobbet a
sziikséges mennyiségnél, illetve a
felhasznalatlan kémcsoveket azonnal tegyiik
vissza eredeti tartodobozukba. Ha az
Osszekeverés veszélye a feldolgozas alatt is
fennall, célszerii a bevont csdveket mas
modon is megjeldlni (pl. livegre ird tollal
“meggyliriizni”).

2) Figyelem, hibaforras! Kevertetésre csak
olyan kémcsotartd hasznalhatd, amelyben a
csovek  rogzitve  vannak.  "Lotyogos"
allvanyban a kémcsovek tartalma egyaltalan
nem, vagy egyenetleniil keveredik, annak
ellenére, hogy maga az allvany, és a kémcso
mozgasban van. Egyenetlen, illetve tokéletlen
keverés teljesen hamis (fals alacsony!) mérési
eredményekhez vezethet!

3) A mosopuffer adagolasa. A mosdpuffer
legcélszertibben hajlékony kivezetd csével
felszerelt diszpenzerbdl adagolhato, amelyhez
legalabb 800  ml-es  folyadék-edény
csatlakozik. A hajlékony csOvéggel az
asztalon  fekvé  kémcséallvany — folott
végighaladva a mosopuffer hozzaadasa gyors
¢és hibamentes. Diszpenzer hianyaban kellden
nagy térfogati fecskenddvel ellatott ismétld
pipetta hasznalhato.

Egyéb tudnivalok

Felhivjuk a figyelmet arra, hogy a kiilonb6z6
gyartasi szamu készletek egyes komponensei
nem helyettesitheték sem egymassal, sem mas
gyarto szabad PSA készletének
komponenseivel.

Biztonsagi 6vérendszabalyok

Radioaktivitas

A készlet radioaktiv anyagot tartalmaz. A
felhasznald laboratoriumok feleldssége, hogy
munkajuk soran ill. a védScsomagolas
esetleges sériilése esetén a radioaktiv anyagok
tarolasara, felhasznalasara, és Kkezelésére
vonatkozd torvényi szabalyozas és hatdsagi
el6irasok szerint jarjanak el.

Fertozésveszély
A készletben 1év6 human szérumot tartalmazo
komponensek  eldallitasahoz  felhasznalt

szérum HIV-Ab és HBsAg vizsgalatra negativ
eredményt adott. Ennek ellenére a human
szérumot tartalmazo komponenseket
potencialisan fert6zoként kell kezelni, és az
erre  vonatkozod  altalanos  laboratoriumi
higiénés szabalyokat be kell tartani.

Mérgez6 anyagok

A készlet egyes komponensei
tartositoszerként natrium-azidot tartalmaznak.
A készlet dsszes natrium-azid tartalma 41 mg.
A natrium-azid nemcsak mérgezé anyag, de
beldle rézzel, vagy olommal érintkezve
robbanasveszélyes azidok is keletkezhetnek.
A mérgezés a laboratoriumi munkak altalanos
biztonsagi elbirasainak betartasaval keriilhetd
el. A nehézfém-azidok keletkezésének
megakadalyozasara a nem-radioaktiv hulladék
reagenseket nagy mennyiségii vizzel oblitve
juttassuk a csatornahaldzatba.

A standardok ¢és az ellenérz6 szérum
tartositdsara Kathon CG-t alkalmazunk. A
készlet dsszes Kathon CG tartalma 7 mg. A
Kathon CG erdsen toxikus anyag. A mérgezés
a laboratériumi munkak biztonsagi
eléirasainak betartasaval elkeriilhetd.
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