Navod k pouziti

Informace o produktech jsou dostupné na internetovych strankach: www.demeditec.com

TPA IRMA

Radioimunoanalyza pro kvantitativni stanoveni cytokeratinu 8 a 18 v séru



Prosim pouzivejte pouze platnou verzi piibalového letdku ptilozeného v souprave.
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1. U&el pouziti

TPAcyk IRMA je jednokrokova in vitro diagnosticka metoda pro kvantitativni stanoveni
cytokeratinu 8 a 18 v séru. Tento test je citlivym indikatorem aktivity nadorovych buné¢k a je
uzitecny v oblasti 1é¢by pacientil s karcinomem epitelidlniho piivodu.

2. Princip stanoveni

TPAcyk IRMA je radiometricka sendvi¢ova analyza na pevné fazi zalozena na
imunochemickych technikédch. Béhem inkubace reaguji standardy, kontrolni vzorky a vzorky
v oznacenych zkumavkach soucasné s vychytavacimi protilatkami (6D7 a 3F3) v pevné fazi a
detekéni protildtkami znaenymi 121 . Po promyti je radioaktivita zméfena gama-&itadem.
Radioaktivita je pfimo iimérna koncentraci analytu.

3. Specificita metody

TPACcyk stanovuje hlavni epitopy fragmentti TPA (tkanovy polypeptidovy antigen).
Monoklonélni 6D7 a 3F3 protilatky pouzivané pti stanoveni jsou specifické pro cytokeratin 8
a 18, s zadnou detekovatelnou cross-reaktivitou s antigeny asociovanymi S jinymi tumory,
které mohou byt pfitomny ve vzorcich pacienta.

4. Vzorky

Je doporuceno pouzit vzorky sér.

M¢lo by byt odebrano dostatek krve na 2 x 100 pl séra (duplikaty) ke kazdé analyze.

Pokud je analyza provedena do 24 hodin, sérum by mélo byt uchovano v lednicce (2 — 8 °C).
Pti pozdé;si provedeni musi byt sérum v alikvotnich podilech zmrazeno (< 18 °C).

Zamezte opakovanému rozmrazovani a zmrazovani. Nepouzivejte sérové vzorky, které jsou
siln€ lipemické, hemolyzované nebo kontaminované.

5. Upozornéni pro uzivatele

5.1 Obecné

1.TPAcyk IRMA slouzi pouze pro in-vitro diagnostické tucely.

2. Pti praci se soupravou pouzivejte ochranné rukavice a ochranné bryle.
3. Nepouzivejte soupravu po uplynuti doby pouzitelnosti.

4. Nemichejte reagencie z riznych Sarzi.



5. VSechny vzorky pacientli by mély byt povazovany za infek¢éni material a mélo by byt
zpracovavany a likvidovany dle ptislusnych ptredpisi.

6. Zabrante mikrobidlni kontaminaci reagencii.

7. Analyza by m¢la byt provedena dle principt spravné laboratorni praxe GLP.

8. Pfesnost testu zavisi na dodrzovani pfedepsaného postupu a presnosti pfi pipetovani.
9. ProClin 300 (60 ppm) pouzity v ptipravu jako konzervacni ¢inidlo mize zplisobovat
alergie. V piipadé¢ kontaktu oplachujte velkym mnozstvim vody a vyhledejte 1¢karskou
pomoc.

10. Bezpecnostni listy soupravy k dispozici na vyzadani.

5.2 Radioaktivni material

1. S radioaktivnim materialem musi byt zachazeno v souladu s mistnimi piedpisy a mize byt
pfijiman, ziskdvan, pfechovavan a pouzivan pouze drziteli s pfislusSnymi povolenimi.

2. Radioaktivni material by m¢l byt skladovan a zpracovavan pouze ve vyhrazenych
prostorach. Rozlity material ihned dekontaminujte. Umyjte v§echny kontaminovany plochy
vhodnym detergentem.

3. Nejezte, nepijte a nekuite v prostorach urcenych pro praci se soupravou.

4. Noste ochranné rukavice a bryle béhem manipulace s radioaktivnim materidlem, poté si
dikladn¢ umyjte ruce.

5. Veskery pouzity material by mél byt povazovan za radioaktivni a pti likvidaci ulozen do
odpadnich nadob k tomu urc¢enych.

6. Potiebny material, ktery neni soucasti soupravy

Gama ¢itaé pro 21 (aéinnost > 40 %)

Ttepacka na zkumavky

Myci potteby na zkumavky

Déavkovac pro pridavani kuli¢ek do zkumavek

Bé&zné laboratorni vybaveni, napt. mikropipeta a vibra¢ni michadlo (vortex)

7. Soucdasti soupravy TPAcyk IRMA
Dodany material na 100 stanoveni

Kuli¢ky potaZené protilaitkou TPA cyk (coated beads)
1 lahev, 100 suchych kuli¢ek potazenych monoklonalni protilatkou proti cytokeratinu 8/18
(6D7 a 3F3). Baleno s vysousedlem. Ptipraveno k pouZiti.

Radioindikator TPA cyk IRMA 25| (tracer)
1 lahvicka, 11 ml, protilatka znacena 125 y proteinovém pufru, pH 7,5. Radioaktivita ~ 1,1
MBg/lahvicka. Cervené zbarveno. S pfidavkem konzervaéniho ¢inidla. Pfipraveno k pouziti.

Diluent TPAcyk (standard 0 ng/ml)
1 lahvicka, 15 ml, roztok pro nafedéni vzorku a standard o koncentraci 0 ng/ml, proteinovy
pufr, pH 7,5. S pfidavkem konzervaéniho ¢inidla. Ptipraveno k pouziti.

Standard TPAcyk IRMA (0,5, 1, 2, 5, 15, 30 ng/ml)
6 lahvicek standardd, 1 ml/lahvicka, standardni vzorky TPAcyk v proteinovém pufru pH 7,5.

Koncentrace uvedena na lahvi€ce. S pridavkem konzervacniho ¢inidla. Pfipraveno k pouZiti.

Kontroly TPAcyk (nizka, vysoka koncetrace) (control - low, high)



2 lahvicky kontrolnich roztokl (1 ml/lahvicka), lyofilizované roztoky, standardni vzorek
TPAcyK Vv proteinovém pufru pH 7,5. ZIuté zbarveno. S piidavkem konzerva¢niho ¢inidla.

Tablety pro pripravu promyvaciho roztoku (wash tablets)
2 baleni, 1 tableta/baleni
Kazda tableta by méla byt rozpusténa v 500 ml Cerstvé deionizované vody

Certifikat TPAcyk IRMA
1 protokol. Certifikat obsahu sarze.

8. Postup stanoveni
Zkouska (viz diagram) by méla byt provedena pii pokojové teploté (RT; 22 £ 6 °C)

1. Nechte vytemperovat reagencie na pokojovou teplotu RT. Promichejte vSechny reagencie
pomoci vortexu.

2. Zted’te kontrolni roztoky TPAcyk (nizkd, vysokd koncentrace) 1,0 ml Cerstvé deionizované
vody. Lahvicky nechte stat, po 10 minutach je dikladné promichejte. Roztoky jsou ptipraveny
K pouziti 15 minut po rekonstituci.

3. Do zkumavky napipetujte 100 pl standardi, kontrol nebo vzorkt (duplikatni vzorky).

4. Do kazdé zkumavky ptidejte jednu kulicku.

5. Do kazdé zkumavky piidejte 100 ul radioindikatoru TPAcyk IRMA %1, Prikryjte
zkumavky plastovou folii. Pozor: Kroky 4 a 5 by mély byt provedeny postupné bez preruseni.
6. Inkubujte po dobu 4 h £+ 5 min na tfepacce (~ 450 rpm).

7. Ptipravte promyvaci roztok. Kazdou tabletu rozpuste v 500 ml cerstvé deionizované vody.
8. Slijte zkumavky a tiikrat promyjte 3 ml promyvaciho roztoku (3 x 3 ml)

9. Zméite radioaktivitu v gama-citaci. Pfidejte dvé prazdné zkumavky pro zméteni cpm
pozadi.

10. Vypoctete koncentraci (ng/ml) cytokeratinu 8 a 18 ve vzorcich. Vzorky vykazujici
koncentraci vys$si nez 30 ng/ml je tieba pied opakovanim méfeni vhodné natedit diluentem
TPAcyk (standard 0 ng/ml).

Diagram

Do zkumavky napipetujte 100 pl standardu/kontroly/vzorku
Do zkumavky pfidejte 1 kulicku

Do zkumavky ptidejte 100 pl radioindikatoru

Inkubujte 4 hod na tfepacce pii RT

Slijte a promyjte

Zm¢éite radioaktivitu v gamacitaci

9. Zpracovani vysledku

Manualni vypocet nebo vyuziti poc¢itacového softwaru pro zpracovani dat typu IRMA
(sestrojeni kiivky - vyhlazeni pomoci funkce spline). Pro ziskani platnych dat ovéite, ze
kontrolni vzorky lezi v daném rozmezi.

Manualni zpracovani vysledki:

Opravte kaZzdou namétenou hodnotu cpm (pocty impulsii za minutu) odectenim radioaktivity
pozadi (cpm). Odhadnéte primérnou hodnotu kazdého duplikatu. Sestrojte kalibracni kiivku
vynesenim primeérné hodnoty cpm kazdého standardu (osa y) proti odpovidajici koncentraci
(osa x). Odectéte koncentrace vzorkl z kalibracni kiivky.



10. Skladovani reagencii

Souprava by méla byt skladovana pii 2-8 °C. Nezmrazujte!

Skladujte reagencie v jejich ptivodnich obalech, pokud nejsou spotiebovany najednou. Lahev
s potazenymi kulickami véetné vysouSedla znovu uzaviete, pokud nejsou vSechny kulicky
spotiebovany najednou.

Promyvaci roztok je staly po dobu 4 tydnti pti skladovani pti 2-8 °C.

Rekonstituované kontroly jsou stalé po dobu 4 tydni pti skladovani pti 2-8 °C.

11. Omezeni metody

Tato metoda by neméla byt pouzivana jako screeningovy test na rakovinu. Hodnoty by mély
byt interpretovany spolecné se v§emi dostupnymi klinickymi informacemi. Zvysené hodnoty
se mohou vyskytovat napt. v piipadé téhotenstvi, onemocnéni jater, selhani ledvin a
povsechnych infekcich. V ptipadé podezieni na prechodnou infekci mize byt nutné
zopakovat test za dva tydny.

12. Vlastnosti metody

Rozsah méreni

Rozsah méteni je 0-30 ng/ml. Metoda nevykazuje zadny ,,Hook* efekt zptisobeny vysokou
koncentraci az do koncentrace 500 ng/ml.

Opakovatelnost

Opakovatelnost kalibracni kfivky v sérii (intra-assay) ma obvykle varia¢ni koeficient nizsi nez
5% (CV < 5 %, pii méfeni duplikatnich vzorki). Pfesnost v ¢ase mezi sériemi (inter-assay) je
charakteristicky 5-10 % CV.

Citlivost

Minimalni detekovatelna koncentrace v metodé TPAcyk IRMA je 0,1 ng/ml, definovana jako
koncentrace TPA odpovidajici cpm, které se 1isi o tii standardni odchylky od cpm standardu
0 ng/ml.

Ocekavané hodnoty

95. percentil u zjevné zdravych jedinct (darci krve - Svédsko) byl stanoven na 1,0 ng/ml.
Vzhledem k rozdilim mezi laboratofemi a mistnim rozdilim s ohledem na populaci,
laboratorni techniku a vybér referencnich skupin se doporucuje, aby si kazda laboratot
stanovila vlastni rozmezi normalnich hodnot.

Vytéznost

Do vzorki lidskych sér byla pfidana dand mnozstvi TPAcyk. VytéZnost byla stanovena na 86-
101 %.

13. Zaruka

Vyse uvedené tdaje o vlastnostech metody byly ziskany pti zkouskach provedenych dle
predepsaného postupu. Jakékoli zména nebo modifikace postupu nedoporucena firmou
DEMEDITEC mitiZe mit vliv na vysledky. V takovém ptipadé firma DEMEDITEC ziika
se/odvolava/neposkytuje zadné veskeré zaruky, at’ uz vyslovné, implicitni nebo ze zakona
povinné, véetné zaruk prodejnosti a vhodnosti pro dany ucel.
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