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URCENY UCEL POUZITI

Orion Diagnostica UniQ ICTP EIA je kvantitativni nzymoimunoanalyticky
test ur€eny pro in vitro stanoveni koncentraci karboxyterminalniho
kfizové provazaného telopeptidu kolagenu typu | (ICTP) v lidském séru.

KLINICKY VYZNAM ICTP

Kolagen typu | je nejrozSifenéjSim typem kolagenu v téle a je jedinym
typem kolagenu, ktery se vyskytuje v mineralizované kosti, kde
pFedstavuje vice nez 90 % organické kostni hmoty. Kolagen typu | se
dale nachazi v Fidkych pojivovych tkanich spole¢né s dalSimi typy
kolagend, jako je typ lll, V a VI. V téchto tkanich je podil kolagenu typu |
nejvyssi.

Kolagen typu | se vyskytuje v podobé vlaken, jejichz struktura vykazuje
urcité variace v zavislosti na typu tkané. V kosti jsou molekuly kolagenu |
provazany prostfednictvim tfi hydroxylysinovych a lysinovych zbytku
nebo jejich derivatd, které wvytvareji fluorescentni cyklickou
pyridinolinovou strukturu spojujici tfi rdzné polypeptidové Ffetézce
kolagenu dohromady. V fidké pojivové tkani, jako je kdze, neni hlavni
zrald provazana struktura kolagenu | fluorescentni a obsahuje jako jeden
z aminokyselinovych zbytkud histidin.

ICTP je karboxyterminalni telopeptidovy Usek kolagenu | provazany
prostfednictvim pyridinolinovych vazebnych spojek a uvolfiovany béhem
degradace kolagenu typu I. Tento peptid se nachazi v krvi ve formé,
kterd je imunochemicky intaktni. Pfedpoklada se, Ze jeho vznik souvisi
s resorpci kosti a degradaci fidké pojivové tkané. Nedavno bylo zjisténo,
Ze antigen ICTP je produkovan ¢innosti matrixovych proteindz, coz jsou
enzymy pusobici pfi degradaci tkani za rdznych patologickych
podminek.

Zvysené koncentrace ICTP v séru se vyskytuji pfi stavech spojenych
se zvySenou osteolyzou, tedy pfi stavech jako je mnohoc¢etny myelom,
osteolyticka metastaza, revmatoidni artritida a znehybnéni. Protoze ICTP
neni produkovan za fyziologickych podminek pfi degradaci kosti
zprostfedkované katepsinem K , jeho koncentrace je méné ovlivnéna
napf. menopauzoul.
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PRINCIP TESTU

Test Orion Diagnostica UniQ ICTP EIA je zalozen na technice
kompetitivni enzymoimunoanalyzy. Znamé mnoZstvi peroxidazou
znaCeneého ICTP a neznamé mnozstvi neznaCeného antigenu soutézi
0 vazbu na omezeny pocet vysoce afinitnich vazebnych mist primarni
protilatky. K sekundarni protilatce, pfipravené proti primarni protilatce a
navazané na jamky mikrotitrani destiCky, se vaze komplex antigen-
protildtka, coz dovoluje praktickou separaci navdzaného a volného
antigenu.

Po odmyti volného antigenu je mnozstvi znaceného ICTP v reakéni
smési nepfimo umérné ICTP ve vzorku. Po inkubaci se substratem,
ktery produkuje barevné latky, je proméfeno mnozstvi znaceného ICTP.
Koncentrace v neznamych vzorcich se odectou z kalibraéni kfivky.
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REAGENCIE
Materialy dodavané v soupravé

REAGENCIE MNOZSTVI SKLADOVANI
ICTP EIA MICROTITRE PLATE: Stripy, 12 x 8 jamek Pfi teploté 2 — 8°C v
ICTP EIA MIKROTITRACNI pavodnim obalu do data
DESTICKA: expirace.
96 jamek potazenych kozi Po pouziti obal vzdy
protilatkou proti krali¢i protilatce peclivé uzavrete.
ICTP EIA ENZYME CONJUGATE: |1 lahvicka Pfi teploté 2 — 8°C do
ENZYMOVY KONJUGAT ICTP EIA: | 7 ml data expirace.

PFipraven k pouZiti.

Enzymovym konjugatem ICTP EIA
je peroxidazou znaceny ICTP.
Cervené barvivo.

ICTP EIA ANTISERUM: 1 lahvi¢ka Pfi teploté 2 — 8°C do
ANTISERUM ICTP EIA: 7 mi data expirace.
PFipraveno k pouZiti.
Krali¢i antisérum.
Modré barvivo.

ICTP EIA CALIBRATORS: 7 lahvicek Pfi teploté 2 — 8°C do
KALIBRATORY ICTP EIA: 0,5 ml data expirace.
PFipraven k pouZiti.

Koncentrace ICTP 0; 1,0; 2,5; 5,0;
10; 25 a 50 ug/l

ve fosfatovém tlumivém roztoku.
Kalibrovano proti interni master
kalibracni soupravé.

ICTP EIA CONTROLS 1&2: 2 lahvicky PFi teploté 2 — 8°C do
ICTP EIA KONTROLY 1&2: data expirace.
Lyofilizované, v lidském séru.

Ocekavané hodnoty jsou uvedeny | Rekonstituovat 0,5 ml Po rekonstituci 1 tyden
na zvlastnim listé. destilované vody pfi teploté 2 — 8°C.

Déle skladujte pfi teploté
-20°C. Vyhnéte se

opakovanému
zmrazovani a
rozmrazovani.
ICTP EIA WASH CONCENTRATE: |1 lahvi¢ka PFi teploté 2 — 8°C do
ICTP EIA KONCENTRAT 80 ml data expirace.
PROMYVACIHO ROZTOKU: Naredit do objemu 1000 ml | Po nafedé&ni 7 tydnu pfi
12,5 x koncentrovany destilovanou vodou. teploté 2 — 25°C.
ICTP EIA SUBSTRATE: 1 lahvi¢ka PFi teploté 2 — 8°C do
ICTP EIA SUBSTRAT: 17 ml data expirace.
PFipraven k pouZiti.
3,3",5,5 - tetrametylbenzidin
ve vodném pufru.
ICTP EIA STOPPING SOLUTION: |1 lahvi¢ka PFi teploté 2 — 8°C do
ICTP EIA STOPOVACI ROZTOK: 13 mi data expirace.
PFipraven k pouZiti.
0,5 M H,SO,4
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Upozornéni a bezpeénostni opatreni

VAROVANI 1: Pro diagnostické pouziti in vitro. Neni uréeno pro
interni nebo externi pouziti u lidi nebo u zvifat. PouzZivejte pouze
soucasti jedné soupravy. Nemichejte sou€asti s navazanou protilatkou z
riznych souprav (krabic). Reagencie nepouzivejte po expiracni dobé
soupravy.

Nepipetujte Usty. Pfi praci s radioaktivnim materidlem je zakazano jist,
pit nebo koufit. PouzZivejte jednorazové rukavice a vhodny ochranny
odév. Zabrarte kontaktu s kuzi a oima. Po skocCeni prace s témito
latkami si dikladné umyjte ruce. Ukapnuty material je nutno okamzité
omyt velkym mnoZzstvim vody. Materialy pouzité k cisténi by mély byt
likvidovany dle pfedpisu.

VAROVANI 2: Se v3emi vzorky pacientd je nutno pracovat jako
s potencialné infekénim materialem. Vychozim materidlem pro
kalibratory je lidska krev, kterd 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 infekéni, pracujte s nim jako s materidlem potencialné
infek&nim.

VAROVANI 3: Stopovacim roztokem je 0,5 M kyselina sirova. Je
korozivni, pracujte s ni opatrné.

PRISTROJE

K méfeni je tfeba pouzit tfepacku a promyvacku na mikrotitracni desti¢ky
a fotometr schopny méfeni absorbanci mikrotitraCnich destiCek pfi
vinové délce 450 nm. Doporucuje se systematicka kalibrace pfistroje.
Podrobnosti tykajici se zapojeni, pouziti, idrzby a kalibrace najdete v
navodu k obsluze dodavaném vyrobcem pfistroje. Rychlost tfepani by
méla byt alespori 600 rpm.

MANIPULACE SE VZORKEM; SKLADOVANI VZORKU

Ackoliv jsou pro zpracovani doporuovany vzorky sér, soupravu lze
rovnéz pouzit pro vzorky EDTA plazmy. NepouZzivejte vzorky citratové
plazmy nebo heparin plazmy. Vzorky sér se mohou skladovat az 5 dnu
pfi teploté 2...8°C. Pro dlouhodobéjSi skladovani se doporucuje teplota
nejméné -20°C. Je tfeba vyhnout se opakovanému zmrazovani a

rozmrazovani vzorku.
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PRACOVNIi POSTUP

Potfebny material, ktery neni souéasti soupravy:
MIKROPIPETY pro pfesné davkovani 50nm, 100 m a 500 ni
TREPACKA MIKROTITRACNICH DESTICEK
PROMYVACKA MIKROTITRACNICH DESTICEK
FOTOMETR PRO MIKROTITRACNI DESTICKY
BUNICITA VATA

DESTILOVANA VODA

Rekonstituce reagencii

Kontroly. VSechny lahvicky s kontrolami pfed otevienim vytemperujte
na laboratorni teplotu (18 - 25°C). Rekonstituujte pfidavkem 500m
destilované vody do kazdé Ilahvicky. Zaviete vicko a ddkladné
promichejte jemnym krouzenim nebo pFevracenim, zamezte pfitom
tvorbé pény. Pfed pouzitim nechte stat 30 minut.

Koncentrat promyvaciho roztoku. Koncentrat promyvaciho roztoku
naredte do 1000m (80m + 920m) destilovanou vodou..

Podrobny popis postupu

1. Temperujte vSechna &inidla, vzorky a kontroly na laboratorni teplotu
(18 — 25 °C) alespori 30 minut pfed pouzitim.

2. Stripy, které nebudete pouzivat, odlomte, vratte do pavodniho obalu
a peclivé uzavrete.

3. Do odpovidajicich jamek mikrotitraéni desti¢ky napipetujte po 50 mi
kalibratorl, kontrolnich vzorkl a vzorkl sér pacientd. Pracujte
v duplikatech. Dvé jamky rezervujte pro blank substratu.

4. Do vsech jamek, kromé jamek pro blank, pfidejte 50 ni
enzymového konjugatu (¢erveny).

5. Do vSech jamek, kromé jamek pro blank, napipetujte 50 m roztoku
ICTP protilatky (modry). Do vSech jamek je nutno antisérum
napipetovat béhem 3 minut. Doporu€ujeme pouzit elektronicky
davkovac¢ nebo multikanalovou pipetu.

6. Inkubujte na tfepace 2 hodiny pfi teploté 18 - 25°C. Pouzijte
rychlost 600 — 1000 rpm.

7. VSechny stripy 4x promyjte promyvacim roztokem na promyvacce
mikrotitracnich desti¢ek. Promyvaci roztok musi byt davkovan nad
jamkami a doporucuje se pouzit 600 m promyvaciho roztoku na
jamku a cyklus (preplhovaci maéd/overfill mode), jinak se poZaduje
pouzit az 8 promyvacich cykld. Po promyvani odstrarnte z jamek
vSechnu zbytkovou vlhkost jemnym poklepanim stripd do bunicité
vaty. Stojanek na stripy mikrotitracnich desti¢ek drzte jemné na jeho
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delSi strané, aby zného stripy nevypadly. Pozn. Pro spravné

provedenitestu méa peélivé promyvani zadsadni vyznam.

Do v8ech jamek pridejte 100 m ICTP substréatu.

9. Inkubujte na tfepacce 30 minut pfi teploté 18 - 25°C.

10. Reakci zastavte pfidavkem 100 mi stopovaciho roztoku do vSech
jamek. K promichani reakéni smési trepte 15-30 sekund.

11. Zmérte absorbance vSech jamek pomoci fotometru mikrotitracnich
desti¢ek pfi vinové délce 450 nm béhem 10 minut.

0

OMEZENIi METODY

ICTP hodnoty podléhaji diurnalnimu kolisani s vy$Simi hodnotami
v noci.PFfi nedostate¢nosti ledvin (je-li rychlost glomerularni filtrace 50
ml/min/1,73m? a niz8i) dochazi ke zvySeni koncentraci ICTP v krvi. Zda
se, Ze jatra se metabolizmu sérového antigenu ICTP neudcastni. ICTP by
nemélo byt jedinym parametrem pro stanoveni diagnézy a IéCby, ale mél
by byt podpofen dalSimi klinicky relevantnimi daty.

ZAJISTENI JAKOSTI

VSem klinickym laboratofim je v ramci interniho programu pro zajistovani
jakosti doporuc¢ovano provadét stanoveni kontrolnich vzorkd o
hodnotach koncentraci pfi horni i pfi dolni hranici rozsahu stanoveni pro
sledovani kvality provadéni postupu. DoporuCuje se, aby si kazda
laboratof stanovila vlastni pfijatelny rozsah vnitfnich kontrol pouzivanych
v dané laboratofi. Stfedni hodnota rozsahu kontrolnich vzorkd ma spadat
do pfijatelného rozsahu uvadéného vyrobcem. Pro stanoveni hodnot
kontrolnich vzork( se doporuCuje pouZzit soupravy nejméné ze dvou
riznych Sarzi.
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VYPOCET VYSLEDKU

PFi automatickém vypoctu vysledkt doporu€ujeme pouzit spline funkci.
kfivky  vynesené

Vysledky

lze odedist

manualné

v semilogaritmickych soufadnicich .

Vypocététe stfedni hodnotu absorbanci pro vSechny kalibratory, vzorky a

kontroly.

Vypoététe % (B/Bg) podle vzorce:

% (B/Bo) =

Vyneste kalibra¢ni kfivku na semilogaritmicky papir z hodnot % (B/By)

z kalibraéni

(absorbance kalibratoru nebo vzorku - blank) x 100

(absorbance nulového kalibratoru - blank)

na ose y a odpovidajicich koncentraci ICTP (ng/l) na ose x.

Odectéte koncentrace ICTP v neznamych vzorcich z kalibraéni kfivky.

80

70
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50

40 -

%B/Bo

30

20

10

Obr. 1 — Typicka kalibra¢ni kfivka
Str.8 originalni pfibalové informace

10
ICTP (ug/l)

100

Jamka Pramér | Absor- | %B/B, | ICTP
absor- | bance (ng/l)
bance | blanku

Blank 0.072

Kalibrator 1.857 1.785

0

Kalibrator 1.407 1.335 74.8

1.0

Kalibrator 1.073 1.001 56.1

25

Kalibrator 0.808 0.736 41.2

5.0

Kalibrator 0.575 0.503 28.2

10

Kalibrator 0.360 0.288 16.1

25

Kalibrator 0.264 0.192 10.8

50

Neznamy 0.818 0.746 41.8 4.8

vzorek

Neznamy 0.484 0.412 23.1 13.9

vzorek

Tabulka 1 Vypocet vysledkl pfi pouZiti
typickych udaju. Pfiklad.
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REFERENCNI INTERVALY

Z davodu etnické, dietarni a vékové variability nemusi tyto referenéni
hodnoty odpovidat celé populaci. Kazda laboratof by si proto méla
Vytvofit vlastni rozmezi referenénich hodnot.

Byly naméfeny hodnoty ICTP u ocividné zdravych dospélych osob ve
véku 19-74 let pomoci soupravy ICTP EIA. Ke kalkulaci referen¢niho
rozmezi pro horni a dolni mez bylo pouzito neparametrické metody
doporucené IFCC.

Tabulka 2 Referenéni hodnoty koncentraci ICTP v séru

Zeny MuZzi
Pocet sledovanych osob 146 127
Pramér 2.6 ugl/l 2.7 pgll
Referenéni interval* 1.6 -4.2 pgl/l 1.5-4.3 pgl/l
0,90 intervaly spolehlivosti
pro dolni referené¢ni mez | 1.5 - 1.8 pg/l 1.2 -1.6 ug/l
pro horni referenéni mez | 3.8 - 5.2 pg/l 3.9-5.3 pg/l

* Referencni interval = 0,025 a 0,975 fraktilo.

ANALYTICKE PARAMETRY MERENI

NiZe uvedené vysledky byly ziskany v Orion Diagnostica a predstavuji
typicka analytickéa data.

Mérici rozmezi
1-50 ny/l.

Mez detekce

v s

odpovidajici dvojnasobku smeérodatné odchylky hodnoty  nulového
kalibratoru, je pfiblizné 0,3 ny/l.

Redéni

Vzorky s vysokou koncentraci ICTP mohou byt Fedény fyziologickym
roztokem nebo nulovym kalibratorem ze soupravy.

Metoda standardniho pFidavku (recovery)

Znama mnozstvi ICTP byla pfidana k péti pacientskym sérum, které
obsahovaly 3,4-6,2 ng/l ICTP. Standardni pfidavky se pohybovaly
v rozmezi 88 — 95% s pramérnou hodnotou 93%.
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Preciznost (precision)

Pro stanoveni variaci v rdmci testu (intra-assay) a mezi testy (inter-
assay) byly testovany vzorky sér o rlznych koncentracich ICTP
antigenu.

Tabulka 3. Intra-assay a inter-assay presnost

Intra-assay preciznost Inter-assay preciznost
10 replikéatd 10 duplikatu
Vzorek Pramér CV (%) Vzorek Pramér CV (%)
(ng/l) (ng/l)
1 2.9 11.3 6 3.2 6.4
2 4.7 13.2 7 4.8 7.6
3 5.6 8.1 8 7.1 7.5
4 13.7 8.9 9 13.1 9.8
5 26.4 7.6 10 28.2 6.4

Interferujici latky

Sérovy bilirubin  do koncentrace < 340 nmol/l, hemoglobin do
koncentrace < 5 g/l a triglyceridy do koncentrace < 30 g/l neinterferuji s
méfenim.

Specificita

Antigenni determinanta protilatky lezi uvnitf dvou hydrofébnich, na
fenylalanin bohatych sekvenci trivalentné provazaného ICTP. Trivalentni
provazani je nezbytné, protoze bivalentné provazané nebo monovalentni
peptidy, obsahujici pouze jednu na fenylalanin bohatou sekvenci,
vykazuji nizkou imunoreakci. ICTP EIA antisérum kfiZzové nereaguje s
antigeny pouzivanymi v dalSich testech pro kolageny UniQ.
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UniQ& ICTP EIA

C-terminalni telopeptid kolagenu typu |
Enzymoimunoanalytické stanoveni
Kat.€. 05892

Obsah soupravy (96 testt)

ICTP EIA microtitre plate: ICTP EIA MIKROTITRACNI DESTICKA
ICTP EIA enzyme conjugate: ICTP EIA ENZYMOVY KONJUGAT
ICTP EIA antiserum: ICTP EIA ANTISERUM
ICTP EIA calibrators: ICTP EIA KALIBRATORY
ICTP EIA controls: ICTP EIA KONTROLY
ICTP EIA substrate: ICTP EIA KONCENTRAT PROMYVACIHO ROZTOKU
ICTP EIA stopping solution: ICTP EIA STOPOVACI ROZTOK

Souhrn pracovniho postupu
(vSechny objemy jsou v pl)

Blank Kalibrator Kontrolni séra
a séra pacientd

Napipetujte vzorek 50 50
Napipetujte enzymovy konjugéat (&erveny) 50 50
Napipetujte antisérum (modré) 50 50
Inkubujte na tfepaéce 2 hodiny X X X
pfi 18-25°C

Promyijte 4x X X X
Napipetujte substrat 100 100 100
Inkubujte na trepa€ce 30 minut X X X
pfi 18-25°C

Napipetujte stopovaci roztok 100 100 100
Jemné promichejte X X X
Méite absorbance p#i 450 nm X X X

US Patent ¢.5.538.853; EP Patent ¢&. 505210 B1; JP Patent ¢. 2886728
UniQ je registrovana znamka firmy Orion Diagnostica Oy TSEKKI 05892-CZ04

Zastoupenf vyrobce v CR: Orion Corporation Orion Diagnostica-organizac¢ni slozka
Kykalova 1, 146 20 Praha 4
E-mail: orion@oriondiagnostica.cz
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