RK-50PMCE180901
TAA [I-125] RIA Kkészlet

Katal6gusszdmok:
RK-50P50, kit 50 meghatdrozashoz
RK-50P100, kit 100 meghatarozdshoz

Az TAA [I-125] RIA készlet az Inzulin elleni
auto-antitestek direkt mennyiségi
meghatarozasara szolgal human szérumban. A
készlet 100 meghatarozasra elegendd reagenst
tartalmaz, amellyel két péarhuzamos mérés
esetén 43 szérum-minta IAA koncentricidja

hatdrozhat6 meg, a 0-50 U/ml mérési
tartomdnyban.

Bevezetés

Az l-es  tipusi  cukorbetegség a
hasnydlmirigy  inzulint  termelé  béta
sejtjeinek krénikus, autoimmun eredeti
pusztulasdnak eredménye. A preklinikai
fazisban a béta sejt antigének elleni

autoantitestek mar megjelennek, ami a
klinikai tiinetek jelentkezése elétt mar
évekkel kordbban mérhets. A vérkeringési
rendszerben  1évé  béta  sejt  elleni
autoantitestek fontos markerei az 1-es tipusu
cukorbetegségnek. Ezek az autoantitestek
Inzulin,  glutaminsav-dekarboxildz enzim
(GADG65) valamint protein tirozin-foszfataz
(IA2) antigének ellen termel6dnek.

Az TAA eldforduldsa jelentdsen gyakoribb
azokndl a személyeknél, akiknél mar
gyermekkorban kialakuléban volt a betegség,
és gyakran ezek az els§ autoantitestek, amik
a betegség megjelenése eltt mérhetdek.

Az inzulin elleni autoantitest (IAA) a
glutaminsav-dekarboxildz enzim (GADG65)
elleni és a protein tirozin-foszfatiz (IA2)
elleni autoantitestek meghatdrozasaval egyiitt
alkalmas az 1-es tipusu diabétesz jovObeni
megjelenésének prognosztizdlasara.

A betegség kifejlodésének rizikéja a
detektalt autoantitestek szamaval n6.

A mérés elve

A mérokészlet egy direkt assay, amely a
radioligand assay miikodési elvét alkalmazza.
Egy éjszakds inkubdécié alatt a tracerben 1évo
[25-I-Inzulin kotédik a standardokban és
mintdkban  1évé Inzulin elleni auto-
antitestekhez (IAA). Protein A hozzdadasaval

(amely az autoantitestek Fc régidjahoz
kotédik) a 1-125 jelzett antigén-antitest

komplex kicsapédik. Centrifugdlds utdn a
csapadékban mérhetd a radioaktivitds.
A mintdban 1év6é IAA koncentricié egyenesen

ardnyos a  teszt  csGben mérhetd
radioaktivitassal.
A standardok relativ = kotésértékei  és

koncentraciéi ismeretében szerkesztett mérd-
(standard)-gorbér6l, a  mintdk  relativ
kotésértékei alapjan, azok IAA koncentricidja
meghatdrozhato.

A készlet felhasznalasahoz sziikséges
anyagok és eszkozok

Kémcsétartd, teszt csé (konikus végl),
preciziés mikropipetta eldobhaté hegyekkel
(20, 25, 50 és 1000 pl-es), kémcsézard
milanyag f6lia, Orvénykever6 (vortex),
centrifuga, papirvatta, vagy itatés papir,
gamma-szamlalo.

Ajdnlott: ismétld pipetta

A készlet tartalma
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Komponens 50P100

A meghatarozas menete

Folyamatdbra

TRACER, '*I-Inzulin,

felhasznaéléasra kész, 1,5

ml/iiveg, <34 kBq/iiveg,
narancsszinil.

1 iiveg 2 iiveg

PROTEIN-A,

liofilizalt, kék. Liiveg

2 iiveg

NEGATIV SZERUM,
felhasznaélasra kész, 0,5
ml/iiveg, human szérum.
Konc.: 0,04 U/ml.

1 iiveg 1 iiveg

STANDARD,
felhasznalasra kész, 0,5
mL/tiveg human
szérumban. Konc.:

0,4; 1; 10; 50 U/ml.

4 iiveg 4 iiveg

ELLENORZO
SZERUM,
felhasznalasra kész, 0,5
ml/iiveg humén
szérumban.

2 iiveg 2 iiveg

REKONSTITUCIOS
PUFFER,
felhasznéldsra kész.

1 iiveg
6 ml

1 iiveg
6 ml

PRECIPITALO
PUFFER,
felhasznéldsra kész.

1 iiveg
55 ml

1 iiveg
105 ml

A készlet  tartalmaz < még: 1 db
Mindségellendrzési bizonylat, 1 db Haszndlati
utasitds.

Az ellendrzé szérumok vdrhaté értékei a
mindségi bizonylaton taldlhatok.

Minden komponens tartalmaz 0,1% ndtrum
azid tartositoszert.

A mérendé mintak gyiijtése és tarolasa
A vizsgilandé szérummintdkat a mads,
ugyancsak szérumot igénylé laboratériumi
vizsgalatokndl kovetett médon készitjiik el.
Amennyiben a meghatdrozds a mintavételt
kovetd 48 6ran beliil megtorténik, a mintdkat
2-8 °C-on, késobbi felhasznalas esetén —20
°C-on mélyhiitve tartjuk. A fagyasztott
mintdkat hagyjuk felolvadni, és felhaszndlds
elétt alaposan homogenizdljuk. Keriiljik az
ismételt visszafagyasztast.

Lipémids, hemolizdlt, vagy mas szempontbdl
rendellenes szérumot ne haszndljunk mérésre.

A reagensek elkészitése, tarolasa

Protein A: 2,6 ml rekonstiticiés pufferrel
oldjuk vissza az egyes tivegek tartalmat, amit
kozvetleniil felhaszndlds el6tt  alaposan
homogenizaljunk.

A készlet komponensei az elsd felnyitdst
illetve a visszaolddst kovetéen 2-8°C-on
tarolhatéak a készlet lejarati idején beliil. A
pontos lejdrati id6 a kiséré bizonylaton és a
dobozcimkén van feltiintetve.

FIGYELEM!

A mérés megkezdése el6tt a reagens
oldatokat, és a mérend6 mintakat is engedjiik
szobahOmérsékletre melegedni (kivéve a
precipiticiés  puffert) majd  alaposan
homogeniziljuk 6ket, de keriiljiik el a habzast.

1. Jeloljiink meg két —két csovet: Gsszes
beiitésszam (T), negativ szérum (NS),
standard (S1-S4), ellenérzé szérumok
(CI, CII); vizsgalandé mintdk (Mx).

2. Mérjiink 20 pl STANDARDot, ill.

ELLENORZO  SZERUMot,  és
SZERUMMINTAT a  megtfeleld
csovekbe.

3. Mérjiink minden csébe 25 pl
TRACER oldatot.

4. Vortexelés utdn fedjiik le a csoveket

mianyag félidval és inkubdljuk egy
éjszakdn keresztiil (18-24 6ra) szoba
hémérsékleten.

5. Meérjiink minden csébe 50 pl Protein
A-t, kivéve a totdl csoveket. (A
Protein A-t alaposan vortexelni
kozvetleniil a felhasznalas elott.)

6. Vortexelés utdn inkubdljuk a csoveket
1 6ran keresztiil 4°C-on.

7. Adjunk minden cs6hdz 1 ml hideg
(4°C) precipitdl6 puffert.

8. Centrifugdljuk a cséveket 2000 x g-n
30 percig 4°C-on

9. Majd szivjuk le a folyadékot vagy a
csotartot fejjel lefelé forditva (kivéve
T jeli csovek), egyetlen hatdrozott,
gyors mozdulattal Ontsik le a
feliildszot, azutan a tartét valtozatlan
helyzetben (visszaforditds nélkiil!)
tegyiik papirvattdra 5 percig.

10. Mérjiik meg a csovek radioaktivitasat
gamma-szamldléval és szamitsuk ki
az eredményeket az aldbbiak szerint.

Az eredmények szamitasa

Szamitsuk ki az dtlag cpm értéket minden
teszt csO pdrra.

Szamitsuk ki a B/T (%) értékeket minden
standardra, ellen6rz6 szérumra és mintdra az
alabbi egyenlettel:

S1-S4/ NS,CI-11 / My (cpm)
X

B/T (%) =
T (cpm)

Abrazoljuk a standardokra mért
beiitésszamokbdl szamitott B/T % értékeket a
standard koncentracidjanak fiiggvényében. Az
igy kapott standard gorbérdl olvassuk le a
vizsgdlt minta B/T % értékeihez tartozd
koncentriciot. A gorbén kiviil es6 értékeket
ne prébaljuk extrapoldcidéval meghatdrozni.

A Kkorszerli mérokésziilékek lehetdvé teszik a
radioaktivitds-mérést kovetd azonnali ("on-
line") szdmitégépes adatfeldolgozdst is. A
sokféle feldolgozé program koziil jelen
készitményhez a spline illesztd program jol
alkalmazhat6 a szendvics-tipusi (IRMA)
assay-khez hasonléan.




1. Tabldzat:Folyamatdbra, pipettdzdsi kalauz
(térfogatok mikroliterben)

Specificitas

A kivdlé minéségli tracer (I-125 jelzett

T | S1-S4 NS, CI-IT| M, Inzulin) biztositja, hogy a direkt assay alapelv
Standard 20 miatt csak az IAA-hoz fog kotédni és nincs
Kontroll 20 keresztreakcio IAZ, QAD65, TG, TPQ, TSH

- receptor és Acetilkolin receptor elleni auto-
Minta 20 antitestekkel.

Tracer 25 25 25 25 Pontossée & dukalhatésa

Vortex majd inkubdcié 18-24 6ran 4t szoba ontossag €s reprodukalthatosag

hémérsékleten
- Intra-assay Inter-assay
Protein A | s0 | 50 50 Atlag (U/ml) Atlag (U/ml)

Vortex majd inkubdlds 1 érén 4t 2-8 °C-on (n=15) CV% (n=10) CV%
Precipitald 1000 1000 1000 0,8 12 0,75 10
puffer (hideg) 1,5 8,6 1 11

Centrifugélds 2000 x g-n 30 percig 4°C-on 35 77 29 9

Leszivas vagy a folyadék 6vatos ledntése, 8’ 6 3’ 5 8’ n

sz4ritds itatds papiron legaldbb S percig ’ ’ ’
Radoaktivitds mérés (min. 60 sec/csd) 24,5 1.3 253
Adatfeldolgozds
Varhaté referens tartomany

2. Tabldzat: Jellemzd mérési eredmények

e Atlag B/T% U/ml IAA U/ml

cpm negativ <04
T 25402 pozitiv 504

NS 324 1,27 0,04

S1 789 3,11 0,4 A megadott referens tartomdny csak

S2 1056 4,16 1 tajékoztatd adatnak tekintendd, és nem

S3 2038 11.56 10 helyette}sftheti a készlnetet“ fell}asznél?

laboratériumok sajat teriiletilkre jellemzd

S4 12213 48,08 50 normalértékének megallapitdsat.

CI 1121 4,41 1,28 oo

Ccll 3424 13,48 12,44 Az assay korlatai

Ez az assay nem alkalmazhat6 azon pédciensek
) esetében, akik inzulin terdpidban részesiilnek,
1. Abra: Tipikus standard giorbe mivel inzulin elleni antitestek lehetnek jelen a
vériikben, ami fals pozitiv eredményt adhat.
100 A negativ eredmény nem zdrja ki az 1l-es
tipusi diabéteszt. Az autoimmun vdlasz
& kiilonbozik az egyénekben.
& 0 Egyetlen autoantitest jelenléte klinikai tiinetek
A 4

1 T T T

0,01 0,1 1 10
U/ml

100

Minoéségi jellemzok

Kalibracio

A készlet munka-standardjainak koncentracioi
onkényes egységek.

Analitikai érzékenység

Jelen készlet analitikai érzékenysége: 0,12
U/ml, a negativ szérum egy asssayben 15
parhuzamos mérésb6l meghatarozva. Ertéke
egyenld a kotés datlagos cpm értéke +
haromszoros szords kotési értékéhez tartozo
koncentracidval.

Funkciondlis érzékenység alatt azt a legkisebb
koncentraciot értjiik, amely mar
szignifikdnsan kiilonbozik a 7€r6
koncentraciotol az inter-assay preciziés profil
statisztikdja alapjan (20 % CV). A készlet
funkciondlis érzékenysége: 0,2 U/ml.

hidnya mellett alacsony prognosztikai értéki.

Nem minden autoantitest pozitiv egyénben
fejlodik ki az 1-es tipusi cukorbetegség.

Egyéb tudnivalok

Felhivjuk a figyelmet arra, hogy a kiilonb6z6
gyartdsi szdmu készletek egyes komponensei
nem helyettesithetdk sem egymadssal, sem mds
gyart6 készletének komponenseivel.

Biztonsagi 6vorendszabalyok

Radioaktivitas

A készlet radioaktiv anyagot tartalmaz. A
felhaszndl6 laboratériumok feleldssége, hogy
munkdjuk sordn ill. a véddcsomagolds
esetleges sériilése esetén a radioaktiv anyagok
taroldsdra, felhaszndldsdra, és kezelésére
vonatkozé torvényi szabdlyozds és hatdsigi
eléirasok szerint jarjanak el.

Fert6zésveszély

A készletben 1év6 humén szérumot tartalmazo
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 fertdzéként kell kezelni, és az
erre  vonatkozé  dltaldnos  laboratériumi
higiénés szabalyokat be kell tartani.

Mérgezo anyagok

A készlet komponensei tartdsitészerként
ndtrium-azidot tartalmaznak. A készlet 6sszes
ndtrium-azid tartalma 116,7 mg. A ndtrium-
azid nemcsak mérgez6 anyag, de beldle rézzel
vagy 6lommal érintkezve robbandsveszélyes
azidok is keletkezhetnek.

A mérgezés a laboratériumi munkdk dltalanos
biztonsagi eléirdsainak betartdsaval keriilhetd
el. A nehézfém-azidok keletkezésének
megakaddlyozdsdra a nem-radioaktiv hulladék
reagenseket nagy mennyiségli vizzel oblitve
juttassuk a csatornahdlézatba.

Lejdrati id6 Lot Gyartdsi szdm

2-8°C-on tarolandé ONTRO! Kontrol
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