RK-724CTMCE 130604
cA72-4 [12%]] IRMA készlet
(REF: RK-724CT és RK-724CT50)

A CA72-4 IRMA készlet human szérum
TAG-72 (tumor-asszocialt glikoprotein 72)
tartalmanak in vitro direkt meghatarozasara
szolgal, a 3 - 100 U/mL mérési tartomanyban.
A készlet 100 ill. 50 meghatarozasra elegendd
bevont csovet tartalmaz, amellyel két
parhuzamos mérés esetén 44 (RK-724CT) ill.
19 (RK-724CT50) minta CAT72-4
koncentracioja hatarozhat6 meg.

Bevezetés

A TAG-72 (mas néven CA72-4) egy nagy
molekulatémegli, mucin tipust glikoprotein,
amely a  gasztrointesztinalis  rendszer
rosszindulata daganataiban képzddik. Ezt a
tumor  markert eredetileg a  B72.3
monoklonalis antitest segitségével mutattak ki
(Colcher ¢s mtsai, 1981). A tisztitott
antigénnel vald6 immunizalassal masodik
generacidos  antitesteket  fejlesztettek ki,
amelyek kozil a CC49 monoklonalis
antitestet valasztottak immunradiometrikus
assay fejlesztésére (Gero és mtsai, 1989). A
két antitest mas-mas kotohelyet (epitopot)
ismer fel a molekula szerkezetében.

A CA72-4 meghatarozas klinikai jelentGsége
leginkadbb a gyomorrak diagnosztikdjaban, a
kezelés monitorozasaban, a recidivak korai
felismerésében és a betegség hosszu-tava
nyomon kovetésében rejlik. Mivel a CA72-4
kimutatasa nem elég specifikus és szenzitiv a
betegség korai idGszakdban, populacio
sziirésére nem alkalmas.

Magas TAG-72 koncentraciot mérhetiink még
a petefészek, emld, hasnyalmirigy, vastagbél,
htgyholyag, méhnyak ¢és endométrium
karcindmak néhany esetében is.

A mérés elve

A készlet mikodése a szilard fazist
immunoradiometrikus assay (IRMA) elvén

alapul. Jelen készletben azon valtozatat
alkalmazzuk, amelyben a standardokban,
illetve a  mintakban  1év6  antigén

Az els6 1épésben a CA72-4 antigén a
specifikus biotinnal konjugalt, un. capture
antitesttel (CC49*) immunokomplexet hoz
létre, mely az inkubaci6 sordn a
sztreptavidinnal bevont kémcsé feliiletén
kotédik meg. A reakcid lejatszodasa utan a
csoveket kimossuk, ezzel eltavolitva a folos
reagenseket. Ezt kovetden 121 jelzett antitestet
(B72.3*) adunk a csdvekhez, mely a masodik
inkubacido soran hozzakotddik az antigén
szabadon maradt kotéhelyeihez, igy kialakitva
a szendvicsnek nevezett immunokomplexet.
A masodik reakciolépést kovetd mosas utan
gamma szamlaloval mérjiik a radioaktivitast.
A kémcsovekben mért  radioaktivitas
egyenesen aranyos a rendszerben 1évé CA72-
standardok kotési értékei alapjan szerkesztett
kalibracios gorbérél az ismeretlen mintak
koncentracioit visszaolvassuk.

*ldsd. jogi figyelmeztetés!

A készlet tartalma

1. 1 flakon '»I-TRACER (21 mL),
hasznalatra  kész  pufferes  oldat,
radioaktivitasa <980 kBq, piros festéket
¢és 0,1 % NaNs3-t tartalmaz.

2. 1 flakon ANTISZERUM (11 mlL),
hasznalatra kész pufferes oldat, kék
festéket és 0,1 % NaNs3-t tartalmaz.

3. 1 flakon HIGITO (5 mL), felhasznalisra
kész, pufferes 16 szérum oldat 0,1 % NaN3
tartositoval.

4. 4 iveg STANDARD (4 x | mL),
felhasznalasra kész, human szérumot és
0,1% NaNs-t tartalmaz. Antigén tartalmuk
kb. 3-20-50-100 U/mL (S1-S4). A
standardok pontos koncentracidjat a
mindségellendrzési bizonylat tartalmazza.
A standard  kalibracio a  Fujirebio
Diagnostics  Inc. CA72-4  IRMA
modszerrel tortént.

5. 2 iiveg ELLENORZO SZERUM (2 x 1
mL), CI-Cll, felhasznalasra kész, human
szérumot és 0,1% NaNs-t tartalmaz.
Koncentraciojat a  mindségellendrzési
bizonylat tartalmazza.

6. RK-724CT: 2 doboz BEVONT CSO,
2x50 db, RK-724CT50: 1 doboz
BEVONT €SO0, 1x50 db, 12x75 mm-es
szabvany RIA kémcsO, zart mlanyag
dobozban.

7.1 flakon MOSOPUFFER
KONCENTRATUM, (40 ml), 0,1 %
NaNj3 tartositoval, 1400 mL desztillalt
vizzel higitando

1 db Mindségellendrzési bizonylat

1 db Hasznalati utasitas

A készlet felhasznalasahoz
sziikséges anyagok és eszk6z6k

Kémcsotarto, rugalmas kémcsorogzitd
kiképzésben; 100 pL pipetta eldobhato
mianyag hegyekkel; ismétl6 pipettak (0,1 és
0,2 mL térfogatra); 1 literes folyadékiiveges
leoszto (diszpenzer) 2 mL térfogatra, razogép;
kémcsbézar6 milanyag folia; papirvatta vagy
itatdspapir; gamma-szamlalo

A mérendd mintak gyijtése és
tarolasa

Amennyiben a CA72-4 meghatarozas a
mintavételt kovetd 24 oran beliill megtorténik,
a mintakat 2-8°C-on, kés6bbi felhasznalas
esetén —20°C-on fagyasztva tartjuk. Kertiljiik
a mintak ismételt visszafagyasztasat!
Lipémias, hemolizalt, vagy mas szempontbol
rendellenes szérumot ne hasznaljunk mérésre.
mintakat a higitoval (H) torténd tizszeres
higitas utan ismételten mérjiik meg. Ajanlott a
10-szeres higitas (450 uL H + 50 uL minta).

A reagensek eldkészitése, tarolasa

A mosodoldat koncentratumot Ontsiik hozza
1400 mL desztillalt vizhez. A higitott
mosoéoldatot 2-8°C -on taroljuk a készlet
lejarataig.

A készlet tobbi komponense az els6 felnyitast
kovetden 2—8°C -on tarolhato a készlet lejarati
idején beliil. A pontos lejarati id6 a kisérod
bizonylaton és a dobozcimkén van feltiintetve.

FIGYELEM!
A mérés megkezdése el6tt a reagens oldatokat
illetve a mérendd mintadkat engedjiik

szobahOmérsékletre melegedni és alaposan
homogenizaljuk. Keriiljiik el a habzast.

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

1. Jeloljink meg két—két csovet: standard
(S1-S4), ellenérzé szérum (CI, CII);
vizsgélandd mintdk (Mx). A totél
beiitésszam (T) mérésére két nem
bevont csovet célszerli feliratozni.

2. Meérjink 100 pL  standardot, ill.
ellenérzd szérumot €s szérummintat a
megfelelé csovekbe.

3. Meérjink minden csébe 100 pl
antiszérum oldatot (kivéve T).

4.  Helyezzik a  csoveket  rogzitds
kémes6tartd allvanyba. Allitsuk be a

sebességet ugy, hogy a folyadék
valamennyi  kémcs6ben mozgasban
legyen. Kevertessik 2  o6ran  at

szobahémérsékleten (min. 600 rpm).

5. Adjunk minden c¢s6héz 2 mL
mosopuffert, majd a csétartdt fejjel
lefelé¢ forditva, egyetlen hatarozott,
gyors mozdulattal oOntsik le a
folyadékot, majd valtozatlan helyzetben
(visszaforditas nélkiil!), tegyik a
csOtartot papirvattara 2 percig.

6.  Ismételjiilk meg kétszer a mosasi 1épést
az 5. pontnak megfelelden.

7. Meérjiink minden csébe 200 pl tracer
oldatot.

8. Fedjik le a csoveket és inkubaljuk egy
¢jszakan at (18 - 22 6ra) 2 - 8°C-on.

9.  Mossuk a csoveket az 5-6 pontban
leirtak szerint.

10. Meérjik meg a csovek radioaktivitasat
60 masodpercig gamma-szamlaloval és
szamitsuk ki az eredményeket az
alabbiak szerint.

1.Tablazat Folyamatabra, pipettazasi kalauz
(térfogatok mikroliterben)

Total | Standard ES“ZZTEEO Minta
Standard 100
El!enorzo 100
szérum
Minta 100
Antiszérum 100 100 100

Kevertetés 2 oran at szobahémeérsékleten

Mosopufer | | 2000 [ 2000 | 2000

Folyadék ledntése, szaritas itatds papiron

Mosasi 1épés ismétlése 2-szer

| 200 | 200 [ 200 | 200

Tracer

Inkubalas egy éjszakan at 2 - 8°C-on

Mosopuffer | | 2000 | 2000 | 2000

Folyadék ledntése, szaritas itatos papiron

Mosasi 1épés ismétlése 2-szer

Radioaktivitas mérés (min. 60 sec/csd)

Adatfeldolgozas

Az eredmények szamitasa

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

koncentraciokhoz tartozé atlag cpm értékeket.
Olvassuk le a mérend6é 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 mintak értékeit osztjuk a
total aktivitassal az alabbi egyenlet szerint:
S1-4/ Cru / Mx (cpm)
B/T(%) = x 100
T(cpm)
A korszerli mérékésziilékek lehetévé teszik a
radioaktivitas-mérést koveté azonnali ("on-
line") szamitogépes adatfeldolgozast is. A
sokféle feldolgozd program koziil jelen
készitményhez specialisan immunometrikus
assay-re kifejlesztett spline illesztd program
hasznalatat javasoljuk.

2.Tablazat Jellemz6 mérési eredmények

Tubes Mean B/T% | CA72-4
cpm U/mL
T 248108
S1 751 0.3 2
S2 7683 3.1 18
S3 21467 8.7 50
S4 40768 16.4 100
CI 1935 0.8 4,7
CII 25248 10.2 59,4

Mindségi jellemzdk

Specificitas

A készletben hasznalt antitestek garantaljak a
CA72-4-re teljesen specifikus mérést.

Erzékenység

120  meghatarozas  alapjan  és
valdszinliséggel, a mérés hatarai:

Limit of Detection (LoD): 1,94 U/mL

Pontossag

Az intra-assay pontossagot 20 parhuzamossal
egy sorozaton belil, az inter-assay
pontossagot 2 parhuzamossal, 22 fliggetlen
mérésben hataroztuk meg, 4 human szérum
pool segitségével.

95%

koncentracié szinteket. Az atlag visszanyerés
101,44% volt (91% — 117%).

Nagy-dézisu Hook effektus
Az effektus 1100 U/mL alatt nem jelentkezik.

Varhato referens tartomany

A megadott referens tartomany csak
tajékoztatd adatnak tekintend, és nem
helyettesitheti a  készletet felhasznalod
laboratoriumok sajat teriiletiikre jellemzd
normalértékének megallapitasat. Vélhetden

egészséges, véradds szérummintak vizsgalata
alapjan a kovetkez6é eredményeket kaptuk:

Mintak szdma 300 (150 né — 150 férfi)
Median (U/mL) 1,47

Atlag (U/mL) 1,77

Széras (U/mL) 1,94

Mintak < 4 U/mL 285 (95,0%)

Intra-assay Inter-assay
Atlag (U/mL) |CV%| Atlag (U/mL) |CV%
3.4 1,06 3,27 6,32
9,83 2,12 9,65 5,78
30,66 1,89 27,98 6,94
86,41 5,03 79,01 5,77

Higitasi teszt
Négy egyedi human szérummintat higitottuk
tizszer gravimetrikusan.

Mintak 1 2 3 4

CAT2-4UmL | 71,67 | 72,78 | 56,33 | 76,6
Higitas 9,76 | 9,76 | 9,78 | 9,76
Vart U/mL 734 | 745 | 576 | 7.85
Mert U/mL 781 | 7,67 | 564 | 801
Mért/vart (%) 106,4 | 102,9 | 97,9 | 102,1

Visszanyerési teszt ("recovery")

A mérés soran 5 db egyedi human szérum
mintaba ismert mennyiségli CA72-4-t vittiink
be harom kiilonb6z6 koncentracioban és
vizsgaltuk a kiindulasi és a megemelkedett

Osszehasonlité mérés

A CA72-4 IRMA-t (y) Osszehasonlitottuk a
Fujirebio Diagnostics Inc. CA72-4 IRMA (x)
modszerével 68 db, 3 — 100 U/mL ko6zotti
minta mérésével. A kovetkezé linearis
Osszefliggést talaltuk a két modszer kozott:

Y =1,087X-0,1828 R?=0,9259

Megjegyzések, tanacsok

1) A kiilonb6z6 gyartasi szamu készletek egyes
komponensei nem  helyettesitheték ~ sem
egymassal, sem mas gyartd6 CA72-4 készletének
komponenseivel.

2) Figyelem, hibaforras! A bevont kémcsovek
nem tartalmaznak kiilon feliratot. K6zonséges
kémcsdvekkel valo Osszetévesztésiik komoly
mérési hibakhoz vezethet! Ennek elkeriilésére a
milanyag dobozbol soha ne vegyiink ki tobbet a
sziikséges mennyiségnél, illetve a
felhasznalatlan kémcsoveket azonnal tegylik
vissza  eredeti  tartddobozukba. Ha az
Osszekeverés veszélye a feldolgozas alatt is
fennall, célszerli a bevont csoveket mas modon
is  megjelolni  (pl. ivegre ird6  tollal
“meggylirlizni”).

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

Az assay korlatai

e A CA72-4 meghatarozas nem hasznalhat6 a
gyomorrak szilirésére.

e 4 U/mL feletti értékek el6fordulhatnak
joindulat betegségekben is.

e A CA72-4 4 U/mL alatti koncentracidja nem
zarja ki a rezidualis daganatot.

e A mérési eredmények csak a vonatkozo
klinikai eredményekkel egyiitt hasznalhatok
fel.

® Az olyan betegekbdl szarmaz6 mintdk, akik
diagnosztikai vagy terapids célokra kaptak
valamilyen egér immunglobulin
készitményt, human anti-egér antitesteket
(HAMA) tartalmazhatnak. Ezek a mintak
hibas eredményeket okozhatnak.

Biztonsagi 6vérendszabalyok

Radioaktivitas

A készlet radioaktiv anyagot tartalmaz. A
felhasznalo laboratoriumok feleldssége, hogy
munkajuk soran, ill. a véddcsomagolas esetleges
sériilése esetén a radioaktiv anyagok tarolasara,
felhasznalasara, ¢és kezelésére vonatkozd
torvényi szabalyozas ¢és hatosagi el6irasok
szerint jarjanak el.

Fertozésveszély

A kitben levé human szérumot tartalmazo
komponensek eldallitasahoz 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 fertézéként kell kezelni, és az erre
vonatkozo altalanos laboratoriumi  higiénés
szabalyokat be kell tartani.

Minden allati terméket ¢és  szarmazékot
egészséges  allatokbdl  nyerték. Mindezek
ellenére az allati eredeti komponenseket
tartalmazo reagenseket potencialisan fert6zéként
kell kezelni!

Mérgezo anyagok

A készlet egyes komponensei tartositoszerként
natrium-azidot tartalmaznak. A készlet Osszes
natrium-azid tartalma 80 mg. A natrium-azid
nemcsak mérgez6é anyag, de beldle rézzel, vagy
olommal érintkezve robbanasveszélyes azidok is
keletkezhetnek. A mérgezés a laboratoriumi
munkak altaldnos  biztonsagi eldirasainak
betartasaval keriilhetd el. A nehézfém-azidok

keletkezésének megakadalyozasara a nem-
radioaktiv hulladék reagenseket nagy
mennyiségli  vizzel  Oblitve  juttassuk a
csatornahalozatba.
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Jogi figyelmeztetés

A CA72-4® a Fujirebio Diagnostics Inc. (FDI)
védjegye. Jelen CA72-4 IRMA készlet az B72.3 és
CC49 monoklonalis antitestek hasznalatan alapszik,
amelyek kizarolag az FDI és forgalmazoin keresztiil
elérhetok.
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