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URCENY UCEL POUZITI

Souprava SPECTRIA TATI (tumor-associated trypsin inhibitor) RIA firmy
Orion Diagnostica, vyuzivajici techniky zkumavek potazenych
protildtkou, je urCena pro kvantitativni radioimunoanalytické in vitro
mérfeni koncentrace TATI v séru a modi.

KLINICKY VYZNAM TATI

Tumor — associated trypsin inhibitor (TATI) je 6 kD velky protein, ktery
byl puvodné identifikovan imunochemickou metodou v moci pacientky
s karcinomem vajeCniku. Cystickad tekutina mucinézniho nadoru
vajeCniku obsahuje TATI ve velkych koncentracich. TATI specificky
inhibuje trypsin a akrosin, ale ne protedzy asociované s koagulaci a
fibrinolyzou. TATI je identicky s pankreatickym sekre€nim inhibitorem
trypsinu (PSTI), role obou je zaméfena na inhibici pFfedCasné
aktivovaneho trypsinu ve slinivce. V. mnoha nadorech je TATI vylu€ovan
spole¢né s trypsinem asociovanym s tumorem. Kromé toho je TATI jesté
v nizkych koncentracich vytvafen v nékterych extrapankreatickych
tkanich, sérové hladiny TATI nejsou redukovany u pacientl s ¢astec¢né
odstranénou slinivkou bfiSni. To ukazuje na to, ze TATI v séru zdravych
jedincd a pacientldl s karcinomem pochazeji ze slinivky bfisni a dalSich
organa.

TATI je volné filtrovan pfes glomeruly a ¢&aste¢né reabsorbovan
v tubulech. Normalné jsou hodnoty TATI v moci asi 2-3krat vysSi nez
v séru, ale nasobky se mohou liSit v zavislosti na rychlosti mocoveé
exkrece. Proto je nutné prepocitat koncentraci TATI v moc¢i na kreatinin.
Mé&Feni TATI v moci Ize pouzit jako alternativu k méfeni TATI v séru pfi
monitorovani nadoru, ale kolisani jeho koncentrace v moci
v jednotlivych dnech je vétSi nez v séru.

Karcinom vajecniku

TATI je citlivy marker pro mucindzni karcinom vajecniku. Jeho hodnoty
stoupaji o cca 50 % v I. stadiu choroby a 0 80-90 % ve IV. stadiu. | kdyz
TATI u nemukoznich karcinomu vajecniku je méné Casto zvySeny, je to
ukazatel Spatné prognodzy u pacientek s timto karcinomem. Objevuje se
spole¢né s vylu€ovanim trypsinu asociovaného s karcinomem.

Karcinom ledvin

Nedavno bylo objeveno, Ze koncentrace TATI v séru u pacientl
s karcinomem ledvin vzrustaji, incidence se pohybuje od 20 % u stadia |
az po 60 % u stadia IV. To ukazuje, ze TATI je v soucasnosti nejcitlivejsi
dostupny ukazatel pro tento druh karcinomu.
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Karcinom mocového méchyre

Zvysené sériové koncentrace TATI se objevi u 20-60 % pacientl
s karcinomem mocového méchyfe. Ve studii 7 rznych markera byl TATI
nalezen jako nejcitlivéjSi a specificky marker pro toto onemocnéni.
Nedavno publikované vysledky dale ukazuji, ze TATI je také
prognosticky marker pro tuto chorobu.

DalSi karcinomy

Zvysené koncentrace TATI vséru se objevuji u rdznych druhu
karcinomu. U karcinomu slinivky bfiSni je koncentrace zvySena asi u
70-90 % pacientl, zfejmé jako vysledek pronikani PSTI z nemocného
pankreasu. ZvySené hodnoty TATI jsou ¢asto zpusobené pankreatitidou.
Zvysené sérové koncentrace TATI se objevuji i u 30-40 % pacientu
s karcinomem jater nebo Zlu¢niku, také u karcinomu Zaludku nebo stfev,
u 30-50 % pacientl s karcinomem délozniho Cipku, endometria, prsu a
plic.

Monitorovani karcinomd pomoci TATI
Zmény v sérovych hladinach a stupni exkrece TATI odrazi vyvoj nemaoci.

v v s

Vyrazné zvySené hodnoty jsou obvykle spojovany s progresivni nemaoci.

TATI u nemalignich onemocnéni

Zvysené koncentrace TATI vséru a moci se mohou objevovat ve
spojitosti s nemalignimi poruchami a ¢asto také u nékterych zanétlivych
chorob. | kdyz vliv slabého zanétu na koncentraci TATI je maly. U
pacientek se zanétlivymi gynekologickymi chorobami se zvySené hladiny
TATI objevuji jen, kdyz koncentrace CRP jsou vySSi nez 100 mg/l. U
pankreatitidy jsou zvySené hladiny TATI Casté vzhledem k vylu€ovani
PSTI z pankreatu. Zlugové obstrukce také na prechodnou dobu hladiny
sérové TATI zvySi, pficemz nejvysSi hodnota je druhy pooperacéni den.
Koncentrace klesd do 5-7 dni. ProtoZze je TATI vyluCovan pfevazné
rendlni exkreci, sérové hladiny TATI se zvySuji pfi renalni insuficienci a u
dialyzovanych pacientd. Za téchto podminek jsou hladiny TATI silné
zvyseneé, tj. v rozmezi 400-800 ug/l.
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PRINCIP TESTU

Spectria TATI test je zaloZen na Siroce pouzivané technice kompetitivni
radioanalyzy, u které je pouzita separacni technologie zkumavek
potazenych protilatkou. Vzorek obsahujici neznamé mnozstvi testované
latky (neznadeny antigen) je pfidan ke standardnimu mnozstvi
znaCeneho derivatu téze latky (znaCeny antigen). Znaceny a neznaceny
antigen soutéZzi o omezeny pocet vysoce afinitnich vazebnych mist
protilatky. Po vymyti volného antigenu je mnozstvi navazaného
znaCeneého antigenu na zkumavce nepfimo uUmérné koncentraci
nezna¢eného antigenu. Aktualni koncentrace TATI v neznamém vzorku
se ziska odectenim z kalibracni kfivky.
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REAGENCIE

Materialy dodavané v soupravé

REAGENCIE

MNOZSTVi

SKLADOVANI

TATI COATED TUBES:
ZKUMAVKY S NAVAZANOU
PROTILATKOU PROTI TATI:
Geometricky optimalizované
testovaci zkumavky potazené
sekundarni protilatkou proti TATI.

100 ks
v plastové krabicce

PFi 2 - 8°C v pavodnim
obalu do data expirace.

K analyze vezméte pouze
nezbytné nutné mnozstvi
zkumavek. Krabicku
skladujte v uzaviracim
plastovém sacku spolecné
se silika gelem.

TATI TRACER:
RADIOINDIKATOR TATI:
PFipraven k pouZiti.
Radioindikatorem je [
znaCeny TATI v PBS tlumivém
roztoku.

NaN3za ¢ervené barvivo

125)].

1 lahvidka
22 ml

Radioaktivita <200
kBq

Pfi teploté 2 — 8°C do data
expirace.

TATI ANTISERUM:

ROZTOK MONOKLONALNI
PROTILATKY PROTI TATI:
PFipraven k pouZiti.

Monoklonalni protilatka proti TATI
v PBS tlumivém roztoku.

NaNsz a modré barvivo.

1 lahvicka
22 ml

Pfi teploté 2 — 8°C do data
expirace.

TATI CALIBRATORS:
KALIBRATORY TATI:
PFipraveny k pouZiti.
Koncentrace TATI 0; 5; 15; 45;
150 a 450 ug/l v PBS tlumivém
roztoku.

NaNs.

Kalibrovano proti interni master
kalibracni soupravé

6 lahvicek
500 m

Pfi teploté 2 — 8°C do data
expirace.

TATI CONTROLS Low & High:
TATI RIA KONTROLY Nizka &
Vysoka:

Lyofilizované lidské sérum
obsahuijici azid sodny.
Ocekavané hodnoty jsou uvedeny
na zvIlastnim listé.

2 lahvicky

Rekonstituovat
500 m destilované
vody

Pfi teploté 2 — 8°C do data
expirace.

Pfi teploté 2 — 8°C
4 tydny po rekonstituci.

TATI WASH SOLUTION:
TATI PROMYVACI ROZTOK:
PFipraven k pouZiti.

NaNs.

1 lahvicka
150 ml

Pfi teploté 2 — 8°C do data
expirace.

Reagencie obsahuji azid sodny, ¢téte ,Upozornéni a varovani*.
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Upozornéni a varovani
VAROVANI 1: Pro diagnostické pouZziti in vitro. Neni uréeno pro
interni nebo externi pouziti u lidi nebo u zvifat. PouzZivejte pouze
soucasti jedné soupravy. Nemichejte zkumavky s navazanou protilatkou
z rliznych souprav (krabic). Reagencie nepouZzivejte po expiraéni dobé
soupravy.
Nepipetujte Usty. Pfi praci s radioaktivnim materidlem je zakazano jist,
pit nebo koufit. PouzZivejte jednorazové rukavice a vhodny ochranny
odév. Zabrante kontaktu s kuzi a oCima. Po skoceni prace s témito
latkami si dukladné umyjte ruce. Ukapnuty material je nutno okamzité
omyt velkym mnoZzstvim vody. Materialy pouzité k cisténi by mély byt
likvidovany dle pfedpisu.

VAROVANI 2: Souprava obsahuje '*°I (pologas rozpadu Ty, 60 dni)

emitujici 35,5 keV gama zafeni a 27 - 32 keV rentgenového zafreni.

Radioaktivni materidl mohou pfijimat, skladovat a pouZzivat pouze

pracovisté, ktera splfuji ustanoveni zakona 18/1997 Sb.v platném znéni

a pfislusnych vyhlaSek Ministerstva zdravotnictvi.

PFi praci s radioaktivnim materialem dodrZujte nasledujici pravidla:
vSechny radioaktivni materidly skladujte v pavodnim baleni a jen
na mistech k tomu uréenych, s radioaktivnim materialem pracujte
pouze ve schvalenych prostorach
pFijem a spotfebu radioaktivnich latek evidujte
povrch pracovnich stolu, ktery by mohl byt kontaminovan,
pravidelné kontrolujte
ukapnuty radioaktivni material je nutno okamzité utfit a
kontaminované Cdistici materidly umistit do sbérné nadoby pro
radioaktivni odpad, potfisnéné povrchy vycistéte prislusnym
dekontaminantem (CiSténi je mozno usnadnit prekrytim pracovni
plochy jednordzovym absorb&nim materialem)
obalovy materiél, ktery neni kontaminovan, je mozno odlozit do
béZného odpadu pouze po odstranéni varovnych népisl a znacek
vSechno laboratorni sklo, které bylo pouZito pro praci
s radioaktivnimi latkami, musi byt pfed dalSim pouzitim fadné
dekontaminovano a proméfeno.
radioaktivni material, ureny do odpadu,musi byt likvidovan v
souladu s platnymi pravnimi pfedpisy v daném staté.

VAROVANI 3: Se v3emi vzorky pacientd je nutno pracovat jako

s potencialné infek€nim materialem. Vychozim materialem pro kontroly

je lidska krev, ktera byla testovana licencovanymi reagenciemi a

shledana negativni na HBsAg, HIV 1, HIV 2 a HCV protilatky. Vzhledem

k tomu, Ze Zadny znamy test nemuze dat jistotu, Ze materidl neni

infek&ni, pracujte s nim jako s materidlem potencialné infek&nim.

VAROVANI 4: Reagencie obsahuji azid sodny (NaNs;) jako

konzervacni €inidlo. Lyofilizované reagencie obsahuji < 1% azid sodny,

ktery je v této koncentraci Skodlivy pfi vdechnuti, polknuti a pfi kontaktu
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s kzi. Prodlouzenim expozice se zvySuje nebezpedli vazného poskozeni
zdravi. Po rekonstituci obsahuji kalibratory < 0,1% azidu sodného, coz
se za Skodlivou koncentraci nepovazuje.

Azid sodny muUze reagovat s olovénymi nebo meédénymi uzavéry za
tvorby vysoce explozivnich azidd pfislusnych kovu. Jako prevenci tvorby
azida oplachnéte uzavéry pred likvidaci velkym mnozstvim vody.
Vyjimecné mohou byt kovové uzavéry oplachnuty také 10% hydroxidem
sodnym. Pfi kontaktu s kyselinami tvofi NaN3 toxické vypary.

PRISTROJE
K méfeni Ize pouZit jakykoli gamma — &ita¢ schopny detekovat *2°I. U
pFistroje je nutno pravidelné kontrolovat detekéni Gcinnost. Detaily o
instalaci, pouziti, 0drzbé a Kkalibraci pfistroje zjistite v navodu Kk
jeho pouziti.

MANIPULACE SE VZORKEM; SKLADOVANI VZORKU

Sérum a plazma
Ackoliv se doporucuje pouzit jako vzorek sérum, lze pouzit také vzorky
plasmy (heparin, EDTA).

Vzorky je mozno uchovavat 48 hodin pfi teploté +2...8 °C a delSi dobu pfi
teploté —20 °C. Zabrarnte opakovanému rozmrazeni a zmrazeni vzorku.

Moé

Pokud pouzivate vzorky moce, koncentrace TATI v moci by méla byt
vzdy vztaZzena na koncentraci kreatininu, aby se eliminoval vliv kolisani
mocové exkrece. Alternativné Ize stanovit 24 hodinovou mocovou
exkreci.

PRACOVNI| POSTUP

Materialy potfebné, ale nedodavané se soupravou
MIKROPIPETY pro pfesné odméfeni 50 ni, 200 ni a 1000 ni
TESTOVACI ZKUMAVKY (pro mé&feni celkové radioaktivity)
VIBRACNI MICHADLO

DEKANTOVACI STOJANEK

BUNICITA VATA

GAMMA-CITAC

KRYCI FOLIE PARAFILM

DESTILOVANA VODA

Rekonstituce kontrolnich sér
Pfed otevienim kontrolnich sér vytemperujte lahvicky na laboratorni
teplotu. Rekonstituujte je pfidanim 500 m destilované vody. Lahvi¢ky
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uzaviete a dobfe promichejte jemnym krouzenim nebo inverzi, abyste
zabranili tvorbé pény. Pfed pouzitim nechte alesporn 60 minut stat.

Pracovni postup

1.

2.

©NO®

10.

VSechny reagencie, vzorky a kontroly vytemperujte na laboratorni
teplotu.

Oznaéte zkumavky s navazanou protilatkou Stitky pro kalibratory
TATI, kontrolni séra (nizké, vysoké) a pacientskd séra. Pokud
pouzivate, pfipravte zkumavky pro NSB. Pracujte v duplikatech.
Oddélené pfipravte dvé normalni zkumavky pro méfeni celkové
radioaktivity.

Napipetujte 50 pl kalibratort, kontrolnich a pacientskych sér do
pFislusnych zkumavek. Napipetujte jakékoli pacientské sérum do
NSB zkumavky. Zkumavky pro méfeni celkové radioaktivity
ponechte zatim prazdné.

Do vSech zkumavek pridejte po 200 ul radioindikatoru (Cerveny
roztok).

Napipetujte 200 pl roztoku TATI monoklonalni protilatky (modry
roztok) do vSech zkumavek, vyjma zkumavek pro NSB a pro
celkovou radioaktivitu. Do NSB zkumavek pridejte 200 pl
destilované vody.

VSechny zkumavky peclivé ruéné zatrepte stojankem.

Zkumavky pfrikryjte folii a inkubujte pfes noc pfi laboratorni teploté.
Obsah vSech zkumavek, vyjma zkumavek pro méreni celkové
radioaktivity, dekantujte a zbytek tekutiny nechte vstfebat do
bunicité vaty jemnym poklepanim.

VSechny zkumavky, vyjma zkumavek pro méfeni celkové
radioaktivity, promyjte 1 ml destilované vody a ruéné zatrepte
stojankem. Zkumavky dekantujte a zbytek tekutiny z kazdé
zkumavky nechte jemnym poklepanim vstiebat do bunicité vaty.
Zkumavky nechte stat vzhdru dnem alespoi 5 minut. Znovu
poklepte, dokud zkumavky nejsou prazdné.

Aktivitu v8ech zkumavek zmeérte pomoci gamma-¢itae po dobu
alespon 1 minuty nebo po akumulaci 10 000 impulst/ zkumavku.

Poznamky
Abyste dosahli vysoké pfesnosti, dodrzujte nasledujici pravidla:

Reagencie pipetujte pfimo na dno zkumavek.
Pfedchazejte poskrabani dna zkumavek Spi¢kami pipet.
Po dekantaci je dulezité zkumavky u¢inné vyprazdnit.
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OMEZENIi METODY

Jako zaklad pro jakékoli diagnostické a terapeutické rozhodnuti musi byt
vysledky jednotlivych testd podlozeny jinymi Klinicky relevantnimi daty.
Vzorky obsahujici heterofilni protilatky mohou zpdsobovat chybné
vysledky.

ZAJISTENI JAKOSTI

Doporu€ujeme vSem laboratofim pouzivat interni program kontroly
kvality tak, Ze se sou¢asné& analyzuji séra s nizkou i vysokou hrani¢ni
koncentraci normalniho rozmezi.

Doporucujeme, aby si kazda laborator vytvofila vlastni pfijatelné rozmezi
pouzivané pro kontrolni vzorky. Prumér kontrolniho rozmezi by mél byt
uvnitf  pfijatelného rozmezi daného vyrobcem. K méfeni kontrolnich
hodnot pouzijte alespon dvou raznych Sarzi.
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VYPOCET VYSLEDKU

PFi automatickém vypoctu vysledkt doporu€ujeme pouzit spline funkci.
Vysledky Ize odeclist manudlné =z kalibraéni kfivky vynesené
v semilogaritmickych soufadnicich .

Vypoctéte primér Cetnosti vSech zkumavek.
Vypoctéte % (B/Bo) pomoci rovnice:
(Cetnost kalibratoru nebo vzorku - NSB) x 100
% B/By = YoYaYaYa¥aYaYaYaYaYaYaYaYaYaYaYaYa

¢etnost nulového kalibratoru - NSB

Vyneste kalibra¢ni kfivku v semi — logaritmickych soufadnicich tak, aby
%(B/B0) byly na ose y a koncentrace kalibratord TATI na ose x.

Odectéte koncentrace TATI v neznamych vzorcich z kalibraéni kfivky a
zprameérujte hodnoty duplikatd.

100

Zkumavka Pramér cpm- | %B/B_ | TATI
cpm NSB (pngf)
a0 Celkova 42538
aktivita
NSB 385
0 607 Kalibrator O 18032 | 17647
B/ - Kalibrator 5 16082 | 15697 | 89,0
BO 4o Kalibrator 15 12877 | 12492 | 70,8
Kalibrator 45 7673 7288 | 41,3
Kalibrator 150 3490 3105| 17,6
20 Kalibrator 450 1573 1188 6,7
] Neznamy 13743 | 12858 | 72,9 | 13,7
o o e | |vzorek1
10 100 Neznamy 2898 2513 | 14,2 197,1
TATI (ng/l) vzorek 2
Obr. 1 Typicka kalibraéni kfivka. Tabulka 1 Typicka kalibra¢ni kfivka a
vypocet. Priklad. vysledkd. Priklad.

(str. 9 origindlni pfibalové informace)
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REFERENCNI{ HODNOTY

Z davodu etnickych, dietarnich a vékovych variaci, tyto referenéni
hodnoty nemusi odpovidat celé populaci. Proto by si méla kazda
laboratof udélat vlastni rozmezi referenénich hodnot.

U zjevné zdravych jedincl byly méfeny hodnoty TATI ve vzorcich séra a
moce. Neparametrickou metodou, doporu¢enou IFCC, byly vyhodnoceny
referenCni intervaly a interval spolehlivosti pro vySSi a nizSi hranici

rozmezi.

Tabulka 2 Referenéni hodnoty sérového TATI

Pocet jedinc
Pramér
Referenéni interval*)

0,90 — interval spolehlivosti
pro nizsi referenéni hranici

pro vySSireferenéni hranici

Sérum Mo¢é

282 57

8 ug/l

5-14 ug/l 9-34 ug/g kreatininu
3-5 ug/l

13-18 pg/l

*referencni interval = 0,025 & 0,975 fraktil

TSEKKI 67105-CZ05
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ANALYTICKE PARAMETRY MERENI
NiZe uvedené vysledky byly ziskany v Orion Diagnostica a predstavuji
typicka analytickéa data.

Mérici rozmezi
5-450 ny/l.

Mez detekce

el

odpovidajici dvojnasobku smérodatné odchylky hodnot nulovych
kalibratoru je pfiblizné 4 ug/l.

Redéni

Sérové vzorky s vysokou koncentraci TATI mohou byt zfedény v poméru
1:5 nulovym kalibratorem ze soupravy.

Preciznost (precision)
Vzorky s raznou koncentraci TATI byly analyzovany k uréeni intra-assay
a inter-assay variability.

Tabulka 3 Intra-assay / inter-assay preciznost

Intra-assay preciznost Inter-assay preciznost
6 replikatu 9 duplikatl
Vzorek Pramér (ng/l) CV () Vzorek Primér (ng/l) CV (%)
1 8,5 13,7 7 7,8 10,4
2 15,3 55 8 10,1 11,0
3 22,7 59 9 17,3 3,4
4 82,7 6,5 10 174 5,6
5 187 7,7 11 209 6,6
6 224 10,6 12 364 7,9
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Spectria TATI RIA
Kat.&. 67105

Obsah soupravy (100 testi)

TATI coated tubes: ZKUMAVKY S NAVAZANOU PROTILATKOU PROTI TATI

TATI tracer: TATI RADIOINDIKATOR

TATI monoclonal antiserum: ROZTOK MONOKLONALNI PROTILATKY PROTI TATI

TATI calibrators: TATI KALIBRATORY
TATI controls: TATI KONTROLY
TATI wash solution; TATI PROMYVACI ROZTOK

Souhrn pracovniho postupu
(vSechny objemy jsou v ul)

Celkova NSB Kalibrator Kontrolni/
aktivita Neznamy
vzorek
Pipetovani vzorku 50* 50 50
Pipetovani radioindikatoru 200 200 200 200
(€erveny)
Pipetovani roztoku TATI 200 200
protilatky (modry)
Pipetovani destilované vody 200
Promichani X X X
Inkubace pfes noc pfi X X X
laboratorni teploté
Dekantace X X X
Promyvéni 1ml destilované X X X
vody
Dekantace X X X
Méreni po dobu 1min. nebo X X X X
10.000 impulst
*) pro NSB je mozno pouZit jakékoli pacientské sérum
SPECTRIA je ochranna znamka firmy Orion Diagnostica Oy. 67105-CZ05

Sidlov CR: Orion Diagnostica-organizacni slozka
Bélohorska 57, 169 00 Praha 6
Tel. 233 350 533, fax: 233 350 532
E-mail: orion@oriondiagnostica.cz
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