RK-40PMCE180901
Anti-GADG65 [I-125] RIA készlet

Katalégusszamok:
RK-40P50, kit 50 meghatdrozédshoz
RK-40P100, kit 100 meghatdrozdshoz

Az anti-GADG65 [I-125] RIA készlet a GAD65
elleni auto-antitestek direkt mennyiségi
meghatdrozdséra szolgdl human szérumban. A
készlet 50 ill. 100 meghatdrozasra elegendd
reagenst tartalmaz, amellyel két parhuzamos
mérés esetén 17 ill. 42 szérum-minta anti-
GADG6S koncentrdci6ja hatdrozhaté meg, a
0,1-120 U/ml mérési tartomanyban.

Bevezetés

Az  l-es tipusi  cukorbetegség a
hasnydlmirigy  inzulint  termelé  béta
sejtjeinek  krénikus, autoimmun eredetd
pusztuldsdnak eredménye. A preklinikai
fazisban a béta-sejt antigének elleni
autoantitestek mdr megjelennek, ami a

klinikai tiinetek jelentkezése elott mar
évekkel kordbban mérhetd. Ezek az
antigének az Inzulin, a glutaminsav-

dekarboxildz enzim (GADG65) és a protein
tirozin-foszfatdz (IA2). A  vérkeringési
rendszerben 1évd béta-sejt elleni
autoantitestek fontos markerei az 1-es tipusi
cukorbetegségnek.

A GADGS ellene autoantitestek jelen vannak
az 1-es tipusd cukorbetegséggel
diagnosztizalt betegek 70-80%-4ban.
Emellett  kimutathatéak a  felnéttkori
diabétesz latens autoimmun formdjéban
(LADA).

Az  anti-GADG65, anti-IA2 és IAA
autoantitestek egyiittes meghatdrozédsa az 1-

es tipusd cukorbetegség ~ jovébeni
megjelenésének prognosztizdldsara alkalmas.
A betegség kifejlédésének  rizikdja a

detektalt autoantitestek szdméaval nd.

A mérés elve

A mérokészlet egy direkt assay, amely a
radioligand assay miikodési elvét alkalmazza.
Két 6rés inkubdci6 alatt a tracerben 1évé 125-
I-GAD65 kotédik a  standardokban  és

mintdkban 1évé GAD65 elleni auto-
antitestekhez. Protein A  hozzdadédsdval
(amely az auto-antitestek Fc régiéjahoz

kotoédik) a I-125 jelzett antigén-antitest
komplex kicsap6dik. Centrifugdlds utdn a
csapadékban mérheté a radioaktivitds.

A mintdban 1évé anti-GAD65 koncentracié
egyenesen ardnyos a teszt cs6ben mérhetd
radioaktivitdssal.

A standardok relativ  kotésértékei  és
koncentréciéi ismeretében szerkesztett mérd
(standard) gOrbérél, a mintdk relativ
kotésértékei alapjan, azok anti-GAD65
koncentriciéja meghatdrozhatd.

A Kkészlet felhasznalasahoz sziikséges
anyagok és eszkozok

Kémcsétartd,  teszt  csovek,  preciziés
mikropipetta eldobhaté hegyekkel (20, 50 és
1000 pl-es), mianyag fdlia, Orvénykeverd
(vortex), centrifuga, papirvatta, vagy itatds
papir, gamma-sz4ml4ld.

Ajdnlott: ismétld pipetta, konikus végii teszt
csovek.

A készlet tartalma
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A standardok koncentrdcidja az iiveg cimkén
és a mindségi bizonylaton taldlhato.

Az ellendrz8 szérumok vdrhatd értékei a
mindségi bizonylaton taldlhatok.

Minden komponens tartalmaz 0,1% ndtrum
azid tartdsitoszert.

A mérendé mintak gyijtése és tarolasa

A vizsgdlandé szérummintdkat a mds,
ugyancsak szérumot igényld laboratériumi
vizsgélatokndl kovetett médon készitjiik el.
Amennyiben a meghatdrozds a mintavételt
kovetd 48 6ran beliil megtorténik, a mintdkat
2-8 °C-on, késobbi felhaszndlds esetén —20
°C-on fagyasztva tartjuk. A fagyasztott
mintdkat hagyjuk felolvadni, és felhaszndlds
eldtt alaposan homogenizéljuk. Keriiljik az
ismételt visszafagyasztést.

Lipémids, hemolizalt, vagy més szempontbdl
rendellenes szérumot ne hasznéljunk mérésre.

A reagensek el6készitése, tarolasa

Tracer és Protein A: 2,6 ml rekonstiticids
pufferrel oldjuk vissza az egyes iivegek
tartalmat, amit kozvetleniil felhaszndlés elott
alaposan homogenizéljunk. A feloldott Tracer
és Protein-A két hétig térolhaté 2—-8°C-on.

A készlet egyéb komponensei az elsé
felnyitdst kovetéen 2-8°C-on tdrolhatéak a
készlet lejdrati idején beliil. A pontos lejérati
id6 a kiséré bizonylaton és a dobozcimkén
van feltiintetve.

FIGYELEM!

A mérés megkezdése el6tt a reagens
oldatokat, és a mérendé mintdkat is engedjiik
szobahomérsékletre  melegedni  (kivéve
precipitdciés  puffert) majd  alaposan
homogenizdljuk 6ket, de keriiljiik el a habzést.

A meghatarozas menete
Folyamatdbra

3. Meérjiink minden csébe 50 ul TRACER
oldatot, fedjiik le és tegyiik félre a totél
csoveket (T).

4. Vortexelés utdn fedjik le a csoveket
miianyag félidval és inkubéljuk két
oran keresztiil szobahOmérsékleten.

5. Meérjiink minden csébe 50 pl Protein
A-t. (A Protein A-t alaposan vortexelni
kozvetleniil a felhasznélds elott.)

6. Vortexelés utdn inkubdljuk a csoveket
1 6ran keresztiil szobahémérsékleten.

7. Adjunk minden cs6hoz 1 ml hideg (2-
8°C) precipitalé puffert.

8. Centrifugéljuk a csoveket 2000 x g-n
30 percig 4°C-on

9. Majd szivjuk le a folyadékot vagy a
csotartét fejjel lefelé forditva, egyetlen
hatérozott, gyors mozdulattal ontsiik le
a feliildsz6t, azutdn a tartét véltozatlan
helyzetben (visszaforditds nélkiil!)
tegyiik papirvattdra 5 percig.

10. Mérjiik meg a csovek radioaktivitdsat
gamma-szdmléléval és szdmitsuk ki az
eredményeket az aldbbiak szerint.

Az eredmények szamitasa

Szamitsuk ki az éatlag cpm értéket minden
teszt csé parra.

Szédmitsuk ki a B/T (%) értékeket minden
standardra, ellenérzé szérumra €s mintéra az
aldbbi egyenlettel:

S1-S6/ CI-11 / My (cpm)
B/T (%) = x 100
T (cpm)

Abrazoljuk a standardokra mért
beiitésszamokbdl szamitott B/T % értékeket a
standard koncentrici6janak fiiggvényében. Az
igy kapott standard gorbérdl olvassuk le a
vizsgélt minta B/T % értékeihez tartozé
koncentrdciét. A gorbén kiviil es6é értékeket
ne prébéljuk extrapoldciéval meghatdrozni.

A korszerd mérékésziilékek lehetdvé teszik a
radioaktivitds-mérést koveté azonnali ("on-
line") szamitégépes adatfeldolgozdst is. A
sokféle feldolgozé program koziil jelen
készitményhez a spline illeszté program jél
alkalmazhaté a szendvics-tipusi (IRMA)
assay-khez hasonléan.

1. Tdbldzat: Folyamatdbra, pipettdzdsi
kalauz (térfogatok mikroliterben

1. Jeloljink meg két —két csOvet: Osszes
beiitésszdm (T), standardok (S1-S6),
ellenérz6  szérumok  (CI, CII);
vizsgdland6 mintdk (Mx).

2. Meérjink 20 pl STANDARDot, ill.

ELI;ENGRZC") _ SZERUMot, ~ és
SZERUMMINTAT a  megfeleld
csovekbe.

T | S1-S6 | NS, CI-II | M
Standard 20
Kontroll 20
Minta 20
Tracer 50 50 50 50
Vortex, inkubdlds 2 6rdn it szobah6mérsékleten
Protein A | 50 l 50 50
Vortex, inkubdlds 1 éran dt szobah6mérsékleten
g;eﬁf;rpl(filgeg 1000 | 1000 | 1000

Centrifugalds 2000 x g-n 30 percig 4°C-on

Leszivds vagy a folyadék 6vatos ledntése,
széritds itatds papiron legaldbb § percig

Radioaktivitds mérés (min. 60 sec/csd)

Adatfeldolgozés




2. Tébldzat: Jellemzd mérési eredmények Intra-assay Inter-assay

Csé | Atlag cpm B/T% U/mL G/tlai CcV% S/tlai CV%

T | 31556 MELD (Lml.)

S1 339 2.7 0.1 0,8 10 0,6 20,7

s2 | 2468 78 1 1,3 98 12 | 126

$3 | 4029 12,8 3 8,2 6,8 84 3.2

sS4 6602 20,9 10 45,9 1,3 45,6 1,1

S5 12994 41,2 35 Vérhaté ref PR

arhato referens tartoman

S6 | 25488 80.8 120 y

I 4058 12.9 3.1 392 velbetoen egészséges felnott ve’rad,o§
szérumminta és 398 gyerek kérhdzi

CII 8798 27,9 17,2 maradvény szérumminta vizsgdlata: alapjdn a
kovetkez6 eredményeket kaptuk:

1. Abra: Tipikus standard gorbe GADG5 autoantitest U/mL
(mintamérésre nem hasznélhatd) ,
— S negativ <1
90,0
sziirke zéna 1-2
pozitiv >2

A megadott referens tartomdny csak
tajékoztatd adatnak tekintendé, és nem
helyettesitheti a  készletet  felhaszndlé
laboratériumok  sajit teriiletiikkre jellemzd

0,1 | 10 100 1000
a-GAD65 (U/mL)

Minéségi jellemzok

Kalibracié
A készlet munka-standardjainak koncentracidi
onkényes egységek.

Analitikai érzékenység

Jelen készlet analitikai érzékenysége: 0,1
U/mL, a negativ szérum egy asssayben 20
parhuzamos mérésbél meghatdrozva. Ertéke
egyenlé a kotés dtlagos cpm értéke +
kétszeres szérds kotési értékéhez tartozé
koncentréciéval.

Funkciondlis érzékenység alatt azt a legkisebb
koncentriciot értjik, amely mér
szignifikdnsan kiilonbozik a z€ré
koncentrdci6tdl az inter-assay precizids profil
statisztikdja alapjdn (20 % CV). A készlet
funkciondlis érzékenysége: 0,7 U/mL.

Specificitas

A kivdld mindségl tracer (I-125 jelzett
GADG6S5) biztositja, hogy a direkt assay
alapelv miatt csak az GAD65-hoz fog kot6dni

és nincs keresztreakci6 Inzulin, IA2, TG, TPO
és TSH receptor elleni auto-antitestekkel.

Pontossag és reprodukalhatésag

Az intra-assay pontossdgot 20 parhuzamossal
egy sorozaton beliil, az inter-assay
pontossdgot 2 pdrhuzamossal, 20 fiiggetlen
mérésben értékelve, hdrom mintéra az aldbbi
adatokat kaptuk.

normadlértékének megallapitdsat.

Az assay korlatai

A GADG65 autoantitestek kimutathatéak egy
ritka, “Stiff man” szindrémanak nevezett
neurolégiai betegségben.

A negativ eredmény nem zirja ki az 1-es
tipusi diabéteszt. Az autoimmun vélasz
kiilonbozik az egyénekben.

Egyetlen autoantitest jelenléte klinikai tiinetek
hidnya mellett alacsony prognosztikai értékd.
Nem minden autoantitest pozitiv egyénben
kifejlédik az 1-es tipust cukorbetegség.

Egyéb tudnivaldk

Felhivjuk a figyelmet arra, hogy a kiilonbdz6
gydrtdsi szdmu készletek egyes komponensei
nem helyettesithet6k sem egymadssal, sem mds
gyart6 készletének komponenseivel.

Biztonsagi 6vorendszabalyok

Radioaktivitas

A készlet radioaktiv anyagot tartalmaz. A
felhaszndlé laboratériumok feleldssége, hogy
munkdjuk sordn ill. a véddcsomagolds
esetleges sériilése esetén a radioaktiv anyagok
taroldsdra, felhaszndldsdra, ¢és kezelésére
vonatkozé torvényi szabdlyozds és hatdsdgi
eldirdsok szerint jarjanak el.

Fert6zésveszély
A készletben 1évé humén szérumot tartalmazé
komponensek  elédllitdsdhoz  felhasznélt

szérum HIV-Ab (anti-HIV 1/2), HBsAg,
Hepatitis C Ab és Treponema Ab vizsgdlatra
negativ eredményt adott. Ennek ellenére a
humén szérumot tartalmazé komponenseket
potencidlisan fert6zoként kell kezelni, és az
erre  vonatkozé  dltaldnos  laboratSriumi
higiénés szabdlyokat be kell tartani.

Mérgez6 anyagok
A készlet komponensei tartésitdszerként
nétrium-azidot tartalmaznak. A készlet dsszes

nétrium-azid tartalma 68 mg (RK-40P50) ill.
129 mg (RK-40P100). A nétrium-azid
nemcsak mérgezé anyag, de beldle rézzel,
vagy 6lommal érintkezve robbandsveszélyes
azidok is keletkezhetnek. A mérgezés a
laboratériumi munkdk 4ltaldnos biztonsagi
eldirdsainak betartdsdval keriilheté el. A
nehézfém-azidok keletkezésének
megakadalyozésara a nem-radioaktiv hulladék
reagenseket nagy mennyiségii vizzel oblitve
juttassuk a csatornahdl6zatba.

Tarolas és lejarat

A készlet tarolési
lejdrata 67 nap.

g Lejarati id6 Lot

hémérséklete 2-8°C,

Gyartési szdm

g
2-8°C-on
zjﬂ/ tarolandd Kantiol
Vigydzat, 14sd
kapcsol6dé T Standard
dokumentumo
k
) Bioldgiai
((.\ A% veszély i Westeee
Lasd hasznélati Rekonstitdcids
utasitds puffer
In vitro
m diagnosztikai [_ra_]  Protein A
eszkoz
-~ Precipital6
“ Gyaris e
v Radioaktiv Katal6gus
® REF
A J anyag sz4m

C€

WEB oldal: http://www.izotop.hu
Technikai e-mail: immuno @izotop.hu
Kereskedelmi e-mail: commerce@izotop.hu

(ZETP

1ZOTOP INTEZET Kit.
1535 Budapest, Pf.: 851.
Tel.: 392-2577, Fax: 395-9247




