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C-PEPTID [1251] IRMA készlet
(REF: RK-84CT)

A C-PEPTID IRMA [!257] készlet human
szérum vagy vizelet C-peptid tartalmanak
direkt meghatarozasara szolgal. A készlet 100
meghatarozasra elegendd reagenst tartalmaz,
amellyel két parhuzamos mérés esetén 42
minta C-peptid koncentraciéja hatarozhatd
meg a 0-30 ng/ml (szérumban), illetve a 0-300
ng/ml (vizeletben) mérési tartomanyban.

Bevezetés

A C-peptid 31 aminosavbol allo, 3600-as
molekulatdmegi polipeptid. A hasnyalmirigy
béta-sejtjeiben szintetizalt proinzulinbdl 1:1
molaranyban inzulin és C-peptid keletkezik,
amelyek a portalis keringésbe keriilnek. A
maj az inzulin jelentds részét visszatartja, mig
a C-peptid Iényegében valtozatlan
mennyiségben bejut a szisztémas keringésbe.

Fentiekbdl kovetkezéen a C-peptid pontosabb
mutatdja az inzulin-szekrécionak, mint maga
az inzulin. Tovabbi elénye, hogy
terapian 1évo betegekben gyakran 1étrejovo
anti- inzulin antitestek, amelyek az inzulin-
mérést  teljesen  meghamisithatjak. A
tehat a C-peptid nélkiilozhetetlen mutatoja a
szigetsejtek maradék aktivitasanak.

A mérés elve

A készlet mikodése a szilard fazisu
immunoradiometrikus assay (IRMA) elvén
alapul. Ehhez két olyan monoklonalis antitest
sziikséges, amelyek a molekula két kiilonbozo
epitopjat ismerik fel. A két antitest egyike
radiojoddal jelzett (jelz6 antitest), a masikuk
jeldletlen (un. "capture" antitest).

A bevont csdves rendszerek jelen
valtozatdban az antigénnek a két antitesttel
kialakult immunkomplexe (,,szendvics”) a
reaktiv kémcs6 feliileten, mint szilard fazison
kotédik meg. 3 oras reakcididdt kovetden a
reakcidelegyet a kémcsébdl kiontjiikk, és
pufferes mosds utdn gamma-szamlaloval
mérjiik a radioaktivitast.

A szilard  fazison mért radioaktivitas
egyenesen aranyos a rendszerben 1évo C-

standardok kotési értékei alapjan
szerkesztett kalibracios gorbérdl az ismeretlen
mintdk koncentracioit kotési értékeik alapjan
visszaolvassuk.

A készlet tartalma

1. 1 flakon '>’I-TRACER, felhasznél4sra kész.
21 ml pufferes oldat, piros szinezékkel, 0,1 %
natrium-azid tartositoval.

Radioaktivitasa < 740 kBq,

2. 6 liveg STANDARD(SO0-S5),

1 x 2,5 ml (S0), felhasznalasra kész, marha
szérum 0,1 % natrium-azid tartositoval.

5x 0,5 ml (S1-S5), liofilizalt.
Human szérum, 0,1 %
tartositoval.
Rekonstitualandok 0,5 ml desztillalt vizzel
Konc.: 0, 0,25, 0,9, 3, 9, 30 ng/ml. Kalibralva
a 84/510 WHO standardra.

3. 1 iiveg ELLENORZO SZERUM, liofilizalt.

natrium-azid

Human szérum 0,1 %  natrium-azid
tartositoval.

Rekonstitualandd 0,5 ml desztillalt vizzel.
Varhato  értékét a  mindségellendrzési

bizonylat tartalmazza.

4. 2 doboz BEVONT CSO, 2x50 db, 12x75
mm-es szabvany RIA kémcsé.

5. 1 flakon

MOSOPUFFER KONCENTRATUM.
20 ml, 0,2 % natrium-azid tartositoval.
700 ml desztillalt vizzel higitando.

1 db Mindségellendrzési bizonylat

1 db Hasznalati utasitas

A készlet felhasznalasahoz sziikséges
anyagok és eszkozok

Kémcsoétarto, rugalmas kémcsorogzitd

kiképzésben, 50 pl-es precizios mikropipetta,

200 pl-es és 1,5 ml-es ismétld pipetta,

orvénykeveré (vortex), orbitalis keverd,

papirvatta, gamma-szamlalo.

Ajanlott: folyadékiiveges leoszto (diszpenzer),

1 literes folyadék-edénnyel, 1,5 ml adagolasi

térfogatra (ekkor az 1,5 ml ismétlé pipettara

nincs sziikség).

A mérendd mintak gyiijtése és tarolasa
A vizsgadlandd szérummintdkat a mas,
ugyancsak szérumot igénylé laboratoriumi
vizsgalatoknal kovetett modon készitjik el.
Amennyiben a C-peptid-meghatdrozas a
mintavételt kdvetd 1 napon beliil megtorténik,
a mintakat +2 - +8 °C-on, kés6bbi felhasz-
nalds esetén -18 °C-on mélyhiitve tartjuk. A

fagyasztott minta legfeljebb 60 napig
tarolhato. Keriiljiik az ismételt
visszafagyasztast.

Lipémias, hemolizalt, vagy mas szempontbdl
rendellenes szérumot ne hasznaljunk mérésre.
A legmagasabb standard értéknél magasabb
i0j0  mintdkat  higitds  utan
ismételten mérjiik meg. Higitdshoz a nulla
standard (S0) hasznalhat6 fel.
Napi gylijtott vizelethez a mintakat azonnal
fagyasszuk le. A gyijtés végeztével, a mérés
el6tt olvasszuk fel a mintakat, és egyesités,
homogenizalas utan hatarozzuk meg a
koncentraciot. A fagyasztott minta legfeljebb
60 napig tarolhat6 —18 °C-on.

A reagensek elékészitése, tarolas

A készlet komponensei 2-8 °C kozott
tarolhatok a lejarati idon beliil. A rekonstitualt
standardok valamint az ellenérzé szérum az
adott assayben vald hasznalat utin a
legrovidebb id6n belill lefagyasztandok. A

lefagyasztott komponensek - 20 ©C-on 2
hoénapig tarolhatok. A feloldott komponensek
kétszeri fagyasztasa a mérési eredményekben
10 %-nal nagyobb hibat nem okoz

Adjunk a liofilizalt standardhoz(SI1-S5) és
ellendérzé szérumhoz 0,5 ml desztillalt vizet,
homogenizaljuk érvénykeverével. Ugyeljiink
a habzas elkertiilésére. A rekonstitualt oldatot
legalabb 20 percig még ne hasznaljuk fel.

A mosopuffer koncentratumot 6ntsiik 700 ml
desztillalt vizhez. A kész oldat 2-8 °C-on a
készlet lejarati idejéig tarolhato.

A vizeletmintakat higitsuk S0-al. 20 pl
vizelethez adjunk 180 pl SO oldatot, majd
vortexeljiik.

FIGYELEM!

A mérés megkezdése el6tt a reagens oldatokat
és a mérendd mintdkat is engedjik

szobahémérsékletre melegedni majd alaposan
homogenizaljuk dket, de keriiljiik el a habzast.
A meghatdrozds menete (Folyamatdibra)

1. Jeloljink meg két-két csovet az alabbi
célra:
- Osszes beiitésszam (T)
- standard (S0-5) (SO=NSB)
- ellen6rz6 szérum (C)
- vizsgdland6é mintak (M)

2. Mérjiink 50 pl Standardot (SO0-S5),

illetve  Ellen6rz6 szérumot (C), és
szérummintat (Mx) a  megfeleld
csovekbe.

3. Meérjiink minden csébe 200 pl Tracer
oldatot.

4.  Orvénykeverével —homogenizaljuk a
csovek tartalmat, kivéve a T jeld
csoveket.

Ha inkubalashoz orbitalis kever6t
hasznalunk, a kémcsovek egyedi

keverésére nincs sziikség. A csoveket — a
T jeli csovek kivételével - helyezziik
olyan allvanyba, mely biztosan rogziti
azokat, majd fedjiik le 6ket zarofoliaval.
Rogzitsiik az allvanyt a razogépre.

5. Inditsuk el a razogépet, és allitsuk be a
sebességet ugy, hogy a folyadék
valamennyi cs6ben mozgasban legyen.
Ezzel a kevertetéssel inkubaljuk a
csoveket 3 oran keresztiil
szobahémérsékleten.

6. Adjunk minden c¢séhoz 1,5 ml
mosopuffert, majd a csoveket az
allvannyal egyiitt fejjel lefelé forditva,
egyetlen hatarozott, gyors mozdulattal
ontsik le a feliluszot. A tartot
valtozatlan helyzetben (visszaforditas
nelkiil!) tegylik papirvattara 2 percig.
Gy6z6djiink meg arrdl, hogy a csdvek

peremén nem maradtak folyadék-
cseppek, majd forditsuk vissza a
szeparal6 allvanyt.

7. Ismételjiik meg a 6. 1épést.

8. Ismételjiik meg a 6. 1épést.

9. Mérjik meg az egyes csovek
radioaktivitasat gamma-szamlaloval,

legalabb 60 masodperc szamlalasi idével.

Az eredmények szamitasa

Log-log papiron abrazoljuk a standard
koncentraciokhoz tartozé atlag cpm értékeket.
Olvassuk le a mérendé mintak koncentracidit
a standard gorbér6l az atlag cpm értékek
alapjan.

Egyes adat-kiértékelésekhez sziikség lehet a
specifikus kotési értékekre. Erre a B/T értékek
hasznalhatok, amelyek szamitasdhoz a
standardok, illetve mintdak NSB-vel (azaz az
SO beiitésszamaval) korrigalt értékeit osztjuk
a total aktivitassal az alabbi egyenlet szerint:
B/T%=S1-5,C,M(cpm)-SO (cpm)/T(cpm)x100
A korszerli mérékésziilékek lehetdvé teszik a
radioaktivitas-mérést kovetd azonnali ("on-
line") szamitoégépes adatfeldolgozast is. A
sokféle feldolgozd program koziil jelen
készitményhez a simitott spline eljarast
ajanljuk. Ugyeljiink arra, hogy vannak olyan
kiértékelé programok, amelyek a 0-standard
¢és az elsO standard kozott is interpolalnak, de
a szamitott koncentraciok koziil csak azok
tekintheték  valosnak, amelyek  értéke




magasabb, mint a mérés
meghatarozott kimutatési hatéra.

statisztikailag

Folyamatabra, pipettazdsi kalauz
(térfogatok mikroliterben)

T | S0-S5 C M
Standard 50
Ell szérum 50
Minta 50
Tracer 200 200 200 200
Kevertetés, 3 6ran at szobahOmérsékleten
Mosopuffer | 1500 | 1500 | 1500
Folyadék ledntése, szaritas itatdspapiron
Mosoépuffer 1500 | 1500 | 1500
Folyadék ledntése, szaritas itatdspapiron
Mosopuffer 1500 | 1500 | 1500

Folyadék ledntése, szaritas itatdospapiron

standard Bo+2*SD kotési értékéhez tartozod
koncentracioval, mely értéket SO és S1 kozt
linearis interpolacioval szamoltuk.

Funkcionalis érzékenység
A funkcionalis  érzékenységet

s

alacsony

mérésébol hataroztuk meg. 10 assaybdl,
spline gorbeillesztési eljarast alkalmazva, a
kozt linearis interpolaciot végezve, a 20 %
CV-hez tartoz6 koncentraciora 0,105 ng/mli-t
kaptunk.

Nagy-dozisu Hook effektus

Higitas nélkiili mintakra 90 ng/ml-ig Hook
effektust nem tapasztaltunk.

Specificitis

A keresztreakciét az assayben azonos jelet
ad6 C-peptid ¢és keresztreagdld anyag
tomegeinek aranyabol szamoltuk.

Keresztreagalo anyag | Keresztreakcio %

Radoaktivitds mérés (min. 60 sec/cs6)

Humén inzulin <0,04

Jellemzo mérési eredmények

Proinzulin 27,1

Csé Beiités Atlag B(())/T ng/ml
cpm cpm %
T %;ig?g 274024
S0 I 71 0,00
St }gg; 1370 0,47
S2 3;‘1“5‘ 4780 1,72
S3 }gégg 17591 | 639
s4 eaT | 52285 | 1905
S5 | Jiamns | 17176 | 4274
C ggggg 26981 4.5
Jellemzo standard gorbe
1000000 -
cpm
100000 4
10000 4
1000 T T 1
0,1 1n g/ml 10 100
Mindségi jellemzok
A mindségi jellemzoket optimalis

koriilmények kozott, 0-5 napos tracerrel, 3
mosassal nyertiik. Az adatok a higitas nélkdili
assayre vonatkoznak (szérum mérése). Ha a
mosashoz nem rendelkeziink automata
mosodval, ugy a munkaigény csokkentésére az
utolsé mosas elhagyhat6. E 1épés elhagyasa
érzékelhetd  valtozast csak az  assay
érzékenységében okoz.

Az assay jellemz6 paraméterei
NSB/T <0,05% (2 mosas esetében <0,08 %)
Bmax/T>35%

Aalitikai érzékenység

Jelen készlettel az analitikai érzékenység a 0-
standarddal 20  parhuzamos  mérésbol
meghatarozva  0,0056 ng/ml (2 mosas
esetében 0,0186 ng/ml). Ertéke egyenlé a 0-

Nem diabéteszes személyek éhgyomri mintdiban a
proinzulin molaris koncentracidja mintegy 5%-a a
C-peptidének, ezért a keresztreakciobol szarmazo
C-peptid meghatdrozasi pontatlansiag mintegy 2-4
%-ra becsiilhetd.
Ismert mennyiség visszanyerése
9 egyéni szérummintdhoz ismert mennyiségi
C-peptid-et adva, a koncentraciokat 3
fokozatban emelve, a visszanyerés atlaga
97,248,5% volt.
Higitasi teszt
4 egyéni szérumminta nulla standarddal
végzett sorozat-higitasakor (higitas 2, 4, 8§,
16) a vart (x) és a mért (y) koncentracio érték
kozott az alabbi linedris 0sszefliggés adodott:
y =1,014x-0,011 R=0,9973,n=16
Pontossag és reprodukalhatosag
Az intra-assay pontossagot 20 parhuzamossal
egy sorozaton beliill, az inter-assay
pontossagot 2 parhuzamossal, 12 fiiggetlen
mérésben értékelve, 7 mintara az alabbi
adatokat kaptuk.

Intra-assay Inter-assay
atlag CV % atlag CV %
(ng/ml (ng/ml)
0,52 4,87 0,52 3,31
1,55 2,12 1,41 4,65
2,33 5,03 3,03 4,07
3,81 3,56 3,10 5,88
5,64 2,09 4,36 2,28
7,57 5,09 6,57 3,25
23,46 4,04 11,96 3,96

Varhato referens tartomany

Ehgyomri szérum egészséges Onkéntesekben
(n=27)

1,77 40,62 ng/ml, min 1,07 max 3,51
Nappali szérum egészséges onkéntesekben
(n=71)

4,88 #2,60 ng/ml, min 1,37, max 11,8
Ehgyomri vizelet egészséges onkéntesekben
(n=29)

35,8 #19,2 ng/ml, min 2,72, max 78,3.

A megadott referens tartomany csak
tajékoztatd adatnak tekintendd, ¢€s nem
helyettesitheti a  készletet  felhasznald

laboratoriumok sajat teriiletiikre jellemzd
normalértékének megallapitasat.
Atszamitas az ST mértékegységrol

1 nmol/l = 3,617 ng/ml

1 ng/ml =0,276 nmol/l

a standardizalashoz hasznalt prepardatum molekula
tomege alapjan szamolva

Egyéb tudnivalok

A reagensek a gyartastol szamitva altaldban
legalabb 8 hétig felhasznalhatok. A pontos
lejarati id6 a kisér6 bizonylaton és a
dobozcimkén van feltiintetve.

Felhivjuk a figyelmet arra, hogy a kiilonb6z6
gyartasi szamu készletek egyes komponensei
nem helyettesithet6k sem egymassal, sem mas
gyartd C-peptid készletének komponenseivel.

Biztonsagi 6vorendszabalyok

Radioaktivitas

A készlet radioaktiv anyagot tartalmaz. A
felhasznald laboratoriumok feleldssége, hogy
munkajuk sordn ill. a védécsomagolas
esetleges sériilése esetén a radioaktiv anyagok
tarolasara, felhasznalasara, ¢és kezelésére
vonatkozo torvényi szabalyozas és hatdsagi
el6irasok szerint jarjanak el.

Fertozésveszély

A kitben levé human szérumot tartalmazo
komponensek el6allitasahoz 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 fert6zoként 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 eredeti komponenseket
tartalmazo reagenseket potencialisan fertdzoként
kell kezelni!

Mérgezo anyagok

A készlet komponensei tartositoszerként
natrium-azidot tartalmaznak. A készlet Osszes
natrium-azid tartalma 66 mg A natrium-azid
nemcsak mérgez6 anyag, de beldle rézzel, vagy
olommal érintkezve robbandsveszélyes azidok is
keletkezhetnek. A mérgezés a

laboratériumi munkdk 4ltalanos  biztonsagi
elOirasainak  betartasaval keriilhetd el. A
nehézfém-azidok keletkezésének

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

Lejarati id6 Lot Gyartasi szam

2-8°C-on taroland6  |CONTRO

l
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