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INZULIN [I-125] IRMA készlet
(REF: RK-400CT)

Az inzulin [*%1] IRMA készlet human szérum
inzulin tartalmanak direkt meghatarozasara
szolgadl. A készlet 100 meghatarozasra
elegendé reagenst tartalmaz, amellyel két
parhuzamos mérés esetén 42 minta inzulin
koncentracidja hatarozhat6 meg, a 1.8 - 500
pIU/mL mérési tartomanyban.

Bevezetés

Az  inzulin  konny(i  polipeptidhormon
(molekulastly:~6000), amely a hasnyalmirigy
B-sejtjeiben képzodik egy 86 aminosavbol allo
prekurzorbol, a proinzulinbol. A proinzulin
enzimetikusan felhasad inzulinra ¢és C-
peptidre, amelyek ekvimolaris mennyi-ségben
tarolodnak a  hasnyalmirigyben, illetve
szabadulnak ki onnan a véraramba. Az inzulin
két polipeptid molekulabol, az A (21
aminosav) és B (30 aminosav) lancbol tevddik
Ossze, amelyek két diszulfidhiddal
kapcsolédnak egymashoz. Mig a C-peptid
aminosav-szekvencijaban a kiilonb6z6 emlds
fajoknal igen nagy eltérések észlelhetdk, az
inzulinnal ugyanezek az eltérések csekélyek.
fgy példaul a sertés-, illetve marhainzulin
mindossze egy, illetve harom aminosavban
kiilonbozik az emberi inzulintdl.

Az inzulin a legfontosabb anyagcserehormon,
amely szamos kozvetlen és kozvetett hatast
gyakorol a szervezetre. Altaldnos hatasa az,
hogy stimuldlja az energiaellatasban és az
anyagcsere-folyamatok szabalyozasaban
szerepet jatszo makromolekuldk szintézisét és
felhalmozodasat. Noveli a gliikoz ataramlasi
sebességét a sejtmembranokon keresztiil.
Segiti mas monoszacharidok, aminosavak,
zsirsavak, K* és Mg?* ionok bejutdsit a
sejtekbe.

Az inzulin el6segiti tovabba a glikoz
hasznositasat és oxidaciojat, a glikogenezist, a
lipogenezist és proteogenezist, valamint az
ATP, DNS és RNS képzdédését. Az inzulin
stimulalja ezeket a folyamatokat az izmokban,
a majban és a zsirszOvetekben, de nem
stimulalja a glikoztranszportot a voOrosvér-
sejtekbe és az agyba, reabszorpcidjat a vese-
tubulusokban és a bélnyalkahartyan.

A mérés elve

A mérokészlet a szilard fazisi immuno-
radiometrikus assay (IRMA) mikodési elvét
alkalmazza. Ehhez két olyan monoklonalis
antitest sziikséges, amelyek a molekula két
kiilonb6z6 epitopjat ismerik fel. A két antitest
egyike radiojoddal jelzett (“szignal” antitest),
a masikuk jeldletlen (Un. "capture" antitest).

A Dbevont csoves rendszerek jelen valtoza-
taban az antigénnek a két antitesttel Kialakult
immunkomplexe ("szendvics") reaktiv kémcsé
feliiletén, mint szilard fazison kotddik meg. 2
oras reakcioidét kovetden a reakcioelegyet a
kémcs6bol kiontjiik, és pufferes mosas utan
gamma-szamlaloval mérjitk a radioaktivitast.
A kémcesovekben mért  radioaktivitas
egyenesen aranyos a rendszerben 1évé hormon
standardok kotési értékei alapjan szerkesztett
kalibraciés gorbérél az ismeretlen mintak
koncentracidit  kotési  értékeik  alapjan
visszaolvassuk.

A készlet tartalma

1. 1 flakon 12]-TRACER, felhasznélasra kész
Radioaktivitdsa <980 kB¢, 21 mL pufferes
oldat, 0,1 % natrium-azidot tartalmaz.

2. 6 iiveg STANDARD (S0-S5), liofilizalt. L6
szérum, 0,1 % NaNs tartositoval.
Rekonstitudlandé 1,0 mL desztillalt vizzel.

Konc.:0, 5, 15, 50, 150, 500 plU/mL. A
pontos koncentraciok a cimkéken talalhatok.

3. 1 iiveg ELLENORZO SZERUM, liofilizalt,
human szérum, 0,1 % NaN3 tartositoval.
Rekonstitualandé 1,0 mL desztillalt vizzel.
Varhato értékeiket a mindségellenérzési
bizonylat tartalmazza.

4. 2 doboz BEVONT CSO, 2x50 db, 12x75
mme-es szabvany RIA kémcsd, zart miianyag
dobozban.

5. MOSOPUFFER KONCENTRATUM, (20
mL), 0,2 % NaNs tartositoval, 1000 mL
desztillalt vizzel higitando.

1 db Mindségellendrzési bizonylat
1 db Hasznalati utasitas

A készlet felhasznalasahoz sziikséges
anyagok és eszkozok

Miianyagcsévek és kémcesétarto, adagolo
mikropipettak; 100, és 200 pL-es eldobhatd
mianyag hegyekkel, razogép, orbitalis
keverd, papirvatta, gamma-szamlalo.
Ajanlott: folyadékiiveges leosztd (diszpenzer),
1 literes folyadék-edénnyel, 2 mL adagolasi
térfogatra (ekkor a 2 mL-es ismétld pipettara
nincs sziikség)

A mérend6 mintak gyiijtése és tarolasa
A vizsgalandd szérummintakat a mas,
ugyancsak szérumot igényld laboratoriumi
vizsgalatoknal kovetett modon készitjiik el.
Amennyiben a meghatarozds a mintavételt
kévetd 1-2 napon belil megtorténik, a
mintakat 2-8 °C-on, kés6bbi felhasznalas ese-
tén —18 °C-on mélyhiitve tartjuk. Keriiljiik az
ismételt visszafagyasztast.

Lipémias, hemolizalt, vagy mas szempontbol
rendellenes szérumot ne hasznaljunk mérésre.

A reagensek el6készitése, tarolasa

A készlet komponensei az elsé felnyitast
kovetéen 2-8°C -on tarolhatok a készlet
lejarati idején beliill. A pontos lejarati id6 a
kisér6 bizonylaton és a dobozcimkén van
feltiintetve.

A mosoboldat koncentratumot Ontsiik hozza
1000 mL desztillalt vizhez. A higitott moso-
oldatot 2—-8°C -on taroljuk a készlet lejarataig.
Adjunk a liofilizalt standardhoz és ellendrzé
szérumhoz 1 mL desztillalt vizet, és
homogenizaljuk &rvénykeverével. Ugyeljiink
a habzas elkeriilésére. A rekonstitualt oldatot
legalabb 20 percig még ne hasznaljuk fel.

A rekonstitualt standardok és az ellendrzo
szérum  -20°C-on  tarolandé  tovabbi
felhasznalas esetén a kit lejarati ideig.

FIGYELEM! A mérés megkezdése el6tt a
reagens oldatokat, és a mérendé mintakat is
engedjiik szobahémérsékletre melegedni majd
alaposan homogenizaljuk 6ket, de keriiljiik el a
habzast.

A meghatarozas menete

(ld. Folyamatdbra, 1. Tabldzat)

1) Jeloljink meg két-két bevont csdvet a
standardok, az ellen6rzé szérum és a mintak
szamara. A total beiitésszam mérésére két nem
bevont csovet célszerti feliratozni.

2) Homogenizaljunk minden reagenst és a
mérendd mintakat enyhe vortexeléssel,
iigyelve a habzas elkeriilésére.

3) Pipettazzunk be 100 pL standardot,
ellendérzé szérumot és mintat a megfelelden
jelolt bevont csovek aljaba. Hasznaljunk olyan
csOtartd allvanyt, amely szorosan tartja,
elmozgas-mentesen a csoveket.

4) Pipettazzunk be 200 pL tracert minden
csébe. A total csoveket ezutan tegyiik félre,
mert csak a gamma szamlalasnal lesz sziikség
rajuk.

5) A csétartd allvanyt rogzitsik a razogép
talcdjara, gumi leszoritoval vagy mas modon
stabilan. A beallitott RPM 600 felett adja a
legalkalmasabb keverési modot, de a razogép
tipusatol fuggden ettdl eltérhetiink (ajanlott
razatasi sebesség: 200 — 600 RPM).

6) Inkubaljunk 2 Oran at, razatds kozben
szobahomérsékleten (20 — 28 °C).

7) Adagoljunk 2 ml higitott mosopuffert
minden csébe. Ezt kovetden vizsugar szi-
vattyuval leszivathatjuk a csében levd
folyadék elegyet vagy egyszerlien dekan-
talhatjuk a csoveket. Dekantalas: csétartot
fejjel lefelé forditva, egyetlen hatarozott, gyors
mozdulattal ontsiik le a feliiliszot. A tartdt
valtozatlan helyzetben (visszaforditas nélkiil!)
tegytiik papirvattara 2 percig. Gy6z6djiink meg
arr6l, hogy a csé6 peremén nem maradtak
folyadék cseppek.

8) Ismételjitk meg a 7-es 1épést még kétszer.
9) Mérjik meg az egyes csovek radio-
aktivitasat gammaszamlaloval legalabb 1
perces szamlalasi idével.

10) Ertékeljiik ki a minta koncentraciokat
grafikus modon vagy a szamlalé szoftvere
segitségével.

Az eredmények szamitasa

A szamitas menetét jellemz6é mérési adatokkal
szemléltetjiik. A kapott szdmadatoknak, és a
kalibraciés gorbének hasonlitaniuk kell a 2.
Tablazathoz, illetve az 1. abrahoz. Szamitsuk
ki a parhuzamos csdvek beiitésszamainak
kozépértékét. Log-log papiron abrazoljuk a
standard koncentracidkhoz tartozé atlag cpm
értékeket. Olvassuk le a mérendé mintak
koncentracioit a standard gorbérél az atlag
cpm  értekek  alapjan.  Egyes  adat-
kiértékelésekhez,  rendszerint ~ mindség-
ellendrzési célbol, sziikség lehet a specifikus
kotési  értékekre. Erre a B/T értékek
hasznalhatok, amelyek szamitasdhoz a
standardok, illetve mintak NSB-vel (azaz az SO
beiitésszamaval) korrigalt értékeit osztjuk a
total aktivitassal az alabbi egyenlet szerint:
Sy _
BIT (%) = 15/Mx/ (cpm) —So(cpm) X 100
T (cpm)

A korszerti mérékésziilékek lehetdvé teszik a
radioaktivitas-mérést koveté azonnali ("on-
line") szamitogépes adatfeldolgozast is.




Folyamatdbra, pipettazasi kalauz
(térfogatok mikroliterben)

T S0-S5 C M
Standard 100
Ell. szérum 100
Minta 100
Tracer 200 200 200 200

Kevertetés, 2 6ra szobahémérsékleten

Folyadék ledntése, szaritas itatdspapiron

Mosépuffer| | 2000 | 2000 | 2000

Folyadék leontése, szaritas itatdspapiron

Mosopuffer | | 2000 [ 2000 [ 2000

Folyadék leontése, szaritas itatdspapiron

Mosopuffer | | 2000 [ 2000 [ 2000

Folyadék ledntése, szaritas itatdspapiron

Radioaktivitdas mérés (min. 60 sec/cs6)

Adatfeldolgozas
Jellemzé" mérési eredmények
Cstvek ‘zgfng BT | mumL

T 381475

SO 124 0

S1 484 0,1

S2 1650 04

S3 8988 2,4

S4 44294 11,6

S5 169191 | 444

C 6678 40,1

Jellemzo standard gorbe
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Minéségi jellemzok

Kalibracié

A készlet munka-standardjai az NIBSC 66/304
nemzetkdzi
kalibraltak.
Erzékenység
Meghataroztuk a Limit of Blank (LoB), Limit
of Detection (LoD) and Limit of Quantitation

(LoQ) érzékenységi mutatokat is a CLSI EP17
eldiras szerint.

Limit of Blank (LoB): 0,82 pulU/mL
Limit of Detection (LoD): 1,23 plU/mL
Limit of Quantation (LoQ): 1,8 ulU/mL

Specificitas

A keresztreaktivitds a human proinzulinnal <
0,5%, ¢€s 986 ng/ml koncentracioig nincs C-
peptid interferencia. A Degludec, Lispro,
Glulisine, Aspart ¢és Detemir esetében az
inzulin analogokkal vald keresztreaktivitas
nem kimutathato. A  Glarginnal valo
keresztreakcid 9,9%.

referencia-preparatumra

Ismert mennyiség
(""recovery"')

A mérés soran 6 db egyedi human szérum
mintdba ismert mennyiségli Inzulint vittiink be
harom  kiilénb6z6  koncentracidoban  és
vizsgaltuk a kiindulasi és a megemelkedett
koncentracio szinteket. Az atlag visszanyerés

95,1% (80.6% — 101.5%).

Higitasi teszt (linearity)

32 szérumminta nulla standarddal végzett
kétszeres higitasakor a vart (x) és a mért (y)
koncentracioértékek kozott az alabbi linearis
Osszefliggés adodott:

Y =0,9182X - 0,5741 R?=0,9933

Az atlagos higitasi visszanyerés 90,2% volt
(81,7% - 105,3%).

Pontossag és reprodukalhatésag

Az intraassay pontossagot 15 parhuzamossal
egy sorozaton belill, 5 szérum mintaval
végezve az alabbi adatokat kaptuk:

visszanyerése

Minta “f‘él/arﬁl_ sD | cve
1 5.41 0.23 4.2
2 13.83 0.33 2.4
3 45.10 0.36 0.8
4 89.43 3.93 4.4
5 149.2 1.19 0.8
Az interassay pontossagot 2 parhuzamossal, 2
technikus altal 15 fliggetlen mérésben
értékelve az alébbi adatokat kaptuk.
Minta M%I/TEL D | cvo
1 4.7 0.77 16.5
2 20.9 0.90 4.3
3 40.4 0.95 2.3
4 65.0 1.45 2.2
5 102.2 3.07 3.0
6 152.6 4.86 3.2
Interferencia
A CLSI EP7-A2 Guide alapjan elvégzett

interferencia vizsgalat azt mutatta, hogy a mintak
262 pmol/L bilirubin, 32,1 mmol/L triglycerid,
4,7 g/L haemoglobin és 100 ng/mL biotin
tartalom esetén nem befolyasoljak a mérendd
inzulin koncentréaciot.

Varhato referens tartomany

100 paciens éhgyomri szérum mintajanak és
120 vélhetéen egészséges véradd nem
¢hgyomri  szérum  mintdjanak  inzulin
koncentracio szintjét megvizsgalva az alabbi
adatokat kaptuk:

Mintak | Median gtjxﬁ)rl;zzneyp
(uIU/mL) (uU/mL)
Ehgyomri | 100 5,15 1-30
chvonri | 120 | 1415 | 3-67
A megadott referens tartomany csak
tajékoztatd adatnak tekintendd, és nem
helyettesitheti a  készletet felhasznalo
laboratoriumok sajat teriiletiikre jellemz6
normalértékének megallapitasat.
Hook effektus

Nem 1ép fel hagy dozist hook effektus 2500
plU/mL inzulin koncentracioig.

Atszamitas az SI mértékegységrol
1 ng/mL = 28,7 pIU/mL
1 nmol/L =166,69 nIU/mL
1 uIU/mL =5,99 pmol/L

Egyéb tudnivalok

Felhivjuk a figyelmet arra, hogy a kiilonb6z6
gyartasi szami készletek egyes komponensei
nem helyettesithet6k sem egymassal, sem mas
gyarto készletének komponenseivel.

Biztonsagi és ovorendszabalyok

Radioaktivitas
A készlet radioaktiv anyagot tartalmaz. A
felhasznald laboratoriumok  feleldssége, hogy

munkajuk soran ill. a védécsomagolas esetleges
sériilése esetén a radioaktiv anyagok taroldsara,
felhasznalasara, és kezelésére vonatkozé torvényi
szabalyozas és hatosagi eldirasok szerint jarjanak el.
Fertozésveszély

A kitben levé huméan szérumot tartalmazd
komponensek eléallitasahoz felhasznalt szérum
HIV(1/2) antitest, HBsAg antigén, Hepatitisz-C
antitest és Treponema antitest vizsgalatra negativ
eredményt adott. Ennek ellenére a human szérumot
tartalmazo komponenseket potencialisan fert6z6ként
kell kezelni, és az erre vonatkozo altalanos
laboratoriumi higiénés szabalyokat be kell tartani.
Minden allati terméket és szarmazékot egészséges
allatokbol nyerték. Mindezek ellenére az Allati
eredetli komponenseket tartalmazé reagenseket
potencialisan fertéz6ként kell kezelni!

Mérgezo anyagok

A készlet komponensei tartositoszerként natrium-
azidot tartalmaznak. A készlet Gsszes natrium-azid
tartalma 68 mg. A natrium-azid nemcsak mérgezd
anyag, de belSle rézzel vagy olommal érintkezve
robbanasveszélyes azidok is keletkezhetnek. A
mérgezés a

laboratoriumi  munkak  altalanos  biztonsagi
eldirasainak betartasaval keriilheté el. A nehézfém-
azidok keletkezésének megakadalyozasara a nem-
radioaktiv hulladék reagenseket nagy mennyiségii
vizzel 6blitve juttassuk a csatornahaldzatba.

Téarolas
A készlet komponensei 2-8°C  kozott
tarolhatok a 67 napos lejarati idén beliil.
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