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URCENY UCEL POUZITI

Orion Diagnostica UniQ PIIINP RIA je kvantitativni radioimunoanalyticky
test ur€eny pro stanoveni koncentraci aminoterminalniho propeptidu
prokolagenu typu Il v lidském séru in vitro.

KLINICKY VYZNAM PIINP

Kolagen typu lll je syntetizovan jako prokolagen obsahujici propeptidova
prodlouzeni na obou koncich molekuly. Né&které aminoterminalni
propeptidy se béhem syntézy a ukladani kolagenu typu Il uvolni, nékteré
jsou zadrzené v molekulach, které zlstavaji na povrchu kolagenovych
vlaken. Je-li tento antigen nalezen v séru, muze tedy pochazet bud ze
syntézy (v€etné pozdniho zpracovani) nového kolagenu typu Ill, nebo
z degradace existujicich fibril kolagenu typu Il

Podrobné Udaje o dalSim metabolizmu PIIINP nejsou dosud znamy.
MensSi degradac¢ni produkty souvisejici s PIIINP se nachazeji v séru a
jsou vyluCovany moci. V séru se rovnéz nachazeji antigeny o vysSi
molekulové hmotnosti nez propeptid. Jejich pfesnd molekulova stavba
neni dosud znama.

Zvysené koncentrace PIIINP se vyskytuji u fady klinickych stavl, kde
dochazi bud khromadéni, nebo rozpadu pojivové tkané, tj. pfi
fibroproliferativnich, hematologickych, endokrinologickych a malignich
onemocnénich. Zmény v hladiné PIIINP tedy nejsou specifické pro
ur€itou chorobu, nybrz odrazeji ucast kolagenu IlI a zmény jeho
metabolizmu.

U déti s rustovym deficitem zvySené hodnoty sérového PIIINP reflektu;ji
pocatek ristu.

PFi jaterni fibréze a cirhdze rizného pavodu vzrasta koncentrace PIINP.
Zda se, ze velikost téchto zmén je vySSi v pfipadé zanétu nez
v pfipadech ~ asymptomatologické  akumulace  pojivové  tkané.
PFi fibrotickych stavech plic, jako je idiopaticka plicni fibr6za nebo plicni
sarkoidoza, mohou byt sérové hladiny PIINP normélni, zatimco
v tekutiné ziskané bronchoalveolarni lavazi mohou byt zjiStény vysoké
koncentrace.

Hladina PIINP je zvySena u myeloproliferativnich chorob, zejména
béhem aktivni faze myelofibrézy. PFi vyskytu polycythaemia vera mohou
vysoké hladiny PIINP naznaCovat, Z7e doSlo k transformaci
na myeloidni metaplasii.

Zvysené hladiny PIINP v séru se vyskytuji pfi nékolika malignich
onemocnénich, napf. u karcinomud postihujicich jatra. U karcinomu prsu
s kostnimi metastazami mohou zmény v hladinach PIIINP slouzit jako
indikator odezvy na terapii. U ovarialniho karcinomu jsou sérové hladiny
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PIINP citlivéjSim indikatorem rezidualniho tumoru nez CA125 a zmény
v hladinach PIIINP rovnéz koreluji s vyvojem choroby.

Séroveé koncentrace PIINP reflektuji opravny proces a vytvareji jizvy po
prodélaném infarktu myokardu a také koreluje s velikosti infarktu,
disfunkci levé komory a pfi véncité srde¢ni okluzi.

PRINCIP TESTU

UniQ PIINP RIA test je zalozen na technice kompetitivni
radioimunoanalyzy. Znamé mnozstvi znaceného PIINP a neznamé
mnozstvi neznaceného PIIINP soutéZi o omezeny pocet vysoce
afinitnich vazebnych mist protilatky. Po separaci volného antigenu je
mnozstvi znaCeného PIIINP ve zkumavce nepfimo umérné mnoZzstvi
PIIINP ve vzorku. Koncentrace v neznamych vzorcich se odectou z
kalibraéni kfivky.
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REAGENCIE

Materialy dodavané v soupravé

REAGENCIE MNOZSTVi SKLADOVANI
PIIINP RIA TRACER:
RADIOINDIKATOR PIIINP RIA: 1 lahvicka Pfi teploté 2 — 8°C do data
PFipraven k pouZiti. 22 mi expirace.
Radioindikatorem je [*?1]- znageny | Radioaktivita
PIIINP v PBS tlumivém roztoku. <200kBq
NaN3 a Cervené barvivo.
PIIINP RIA ANTISERUM:
ANTISERUM PIINP RIA: 1 lahvi¢ka PFi teploté 2 — 8°C do data
PFipraveno k pouZiti. 22 mi expirace.
Krali¢i antisérum v PBS tlumivém
roztoku.
NaN3; a modré barvivo.
PIIINP RIA CALIBRATORS:
KALIBRATORY PIIINP RIA: 7 lahvicek PFi teploté 2 — 8°C do data
PFipraveny k pouZiti. 1,5ml expirace.
Koncentrace PIIINP 0; 1,0; 2,5; 5,0;
10; 25 a 50 pg/l v lidské sérum.
NaNs,
Kalibrovano proti interni master
kalibracni soupravé
PIIINP RIA CONTROL.:
PIIINP RIA KONTROL: 1 lahvi¢ka PFi teploté 2 — 8°C
Lyofilizované lidské sérum. 5 tydnu po rekonstituci.
NaNs. Rekonstituovat DelSi skladovéni pfi teploté

Ocekavané hodnoty jsou uvedeny
na zvIlastnim listé.

1,5 ml destilované
vody

-20°C .

Vyhnéte se opakovanému
zmrazovani a
rozmrazovani.

PROCOLLAGEN SEPARATION
REAGENT:

PROKOLAGENOVA SEPARACNI
REAGENCIE:

PFipravena k pouZiti.

Separacni reagencii je suspenze
sekundarni protilatky kovalentné
vazané k pevné fazi.

NaNs.

1 lahvicka

60 ml

Pfi teploté 2 — 8°C do data
expirace.

Reagencie obsahuji azid sodny jako konzervacni Cinidlo, ¢téte laskavé

,=Jpozornéni a varovani“.
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Upozornéni a varovani

VAROVANI 1: Pro diagnostické pouziti in vitro.

Neni uréeno pro interni nebo externi pouziti u lidi nebo u zvifat.
PouZivejte pouze soucasti jedné soupravy. Nemichejte soucasti s
navazanou protildtkou z rdznych souprav (krabic). Reagencie
nepouZzivejte po expiracni 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 skoc€eni 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 *?| (polo&as rozpadu T4, 60 dnf)
emitujici 35,5 keV gama zéareni a 27 - 32 keV rentgenového zéareni.
Radioaktivni material mohou pfijimat, skladovat a pouzivat pouze
pracovisté, ktera spliuji ustanoveni zakona 18/1997 Sh.v platném znéni
a pfislusnych vyhlasek Ministerstva zdravotnictvi.

PFi praci s radioaktivnim materialem dodrZujte nasledujici pravidla:

- vSechny radioaktivni materialy skladujte v puvodnim baleni a jen
na mistech k tomu uréenych, s radioaktivnim materialem pracuijte
pouze ve schvalenych prostorach
pFijem a spotfebu radioaktivnich latek evidujte
povrch pracovnich stolt, 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 prislusSnym
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 népisi a znacek
vSechno laboratorni sklo, které bylo pouzZito pro praci
s radioaktivnimi latkami, musi byt pfed dalSim pouzitim fadné
dekontaminovano a proméfeno.

Radioaktivni materiéal, ur€eny do odpadu, musi byt likvidovan v

souladu s platnymi pravnimi pfedpisy v daném staté.
VAROVANI 3: Se v3emi vzorky pacientll je nutno pracovat jako
s potencialné infekénim materialem. Vychozim materidlem pro
kalibratory a 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
material neni infekéni, pracujte s nim jako s materidlem potencialné
infek&nim.
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VAROVANI 4: Reagencie obsahuji azid sodny (NaNs) jako konzervaéni
¢inidlo. Lyofilizované reagencie obsahuji < 1% azid sodny, ktery je v této
koncentraci Skodlivy pfi vdechnuti, polknuti a pfi kontaktu s kuUzi.
Prodlouzenim expozice se zvySuje nebezpeli vazného posSkozeni
zdravi. Po rekonstituci obsahuji kalibratory < 0,1% azidu sodného, coz
se za Skodlivou koncentraci nepovazuje.

Azid sodny muUzZe reagovat s olovénymi nebo médénymi uzavéry za
tvorby vysoce explozivnich azidd pfislusnych kovu. Jako prevenci tvorby
azidu oplachnéte uzavéry pred likvidaci velkym mnozstvim vody.
Vyjimeé&né mohou byt kovové uzavéry oplachnuty také 10% hydroxidem
sodnym. Pfi kontaktu s kyselinami tvofi NaN3 toxické vypary.

PRISTROJE

K méfeni Ize pouZit jakykoliv gama &ita¢ schopny méreni *?°I. Uginnost
méfeni by méla byt pravidelné kontrolovana, stejné tak i promérfovano
pozadi. DoporuCuje se systematicka kalibrace pfistroje. Podrobnosti
tykajici se zapojeni, pouziti, udrzby a kalibrace najdete v navodu k
obsluze dodavaném vyrobcem pfistroje.

MANIPULACE SE VZORKEM; SKLADOVANI VZORKU

Ackoliv jsou pro zpracovani doporucovany vzorky sér, soupravu lze
rovnéz pouzit pro vzorky heparinizované plazmy nebo EDTA plazmy.
Nepouzivejte vzorky citratoveé 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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PRACOVNI POSTUP

Potfebny material, ktery neni souéasti soupravy:
MIKROPIPETY pro pfesné davkovani 200 nmi, 500 ma 1,5 ml
TESTOVACI ZKUMAVKY (polypropylen nebo polystyren)
BUNICITA VATA

KRYCI FOLIE PARAFILM

VIBRACNI MiICHADLO

VODNI LAZEN s teplotou 37°C

DEKANTOVACI STOJANEK

CENTRIFUGA s odstfedivou silou nejméné 2000 g
GAMA-CITAC

DESTILOVANA VODA

Rekonstituce kontrol

VSechny lahvi¢ky s reagenciemi, dfive nez je oteviete, vytemperujte na
pokojovou teplotu (18 - 25°C). Kontroly rekonstituujte pfidavkem 1,5 ml
destilované vody do kazdé lahvicky. Zaviete vicko a ddkladné
promichejte jemnym krouzenim nebo pFevracenim, zamezte pfitom
tvorbé pény. Pfed pouZzitim nechte stat 30 minut.

Podrobny popis postupu

1.

2.

S

Temperujte vSechny reagencie a vzorky na laboratorni teplotu
(18 — 25 °C) alespor 30 minut pfed pouzitim.

Oznaéte sadu zkumavek v duplikatech pro nespecifickou vazbu
(NSB), kalibratory, kontroly, vzorky sér pacientl a pro celkovou
aktivitu.

Do odpovidajicich zkumavek napipetujte po 200 m kalibratoru,
kontrolnich vzork a vzorkd sér pacientd. Do zkumavek pro
stanoveni nespecifické vazby (NSB) Ize pipetovat sérum
kteréhokoliv pacienta.

Do vSech zkumavek pridejte 200 ni radioindikatoru (Cerveny).

Do vSech zkumavek, kromé& NSB a celkové aktivity, napipetujte
200 m roztoku protilatky (modry). Do zkumavek urenych pro
stanoveni NSB pfidejte 200 m destilované vody.

Obsah vSech zkumavek dudkladné promichejte na vibracnim
michadle, zkumavky pFekryjte folii a inkubujte 2 hodiny pfi 37°C.
Separac¢ni Cinidlo nejprve ddkladné promichejte Setrnym
pfevracenim lahvi¢ky dnem vzhuaru a pFidejte po 500 m do vSech
zkumavek s vyjimkou zkumavek s celkovou aktivitou.

Obsah zkumavek dukladné promichejte na vibracnim michadle a
inkubujte dalSich 30 minut pfi laboratorni teploté (18 — 25 °C).
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9. Zkumavky centrifugujte 30 minut pfi nejméné 2000 g pfi teploté
v rozmezi 4 - 20°C (doporucovana teplota je 4°C).

10. Obsah vSech zkumavek, vyjma zkumavek pro stanoveni celkové
radioaktivity, dekantujte a zbytek tekutiny nechte vstfebat
jemnym poklepanim do bunicité vaty. Dejte pozor, aby nedosSlo
k dekantaci precipitatu. Zkumavky jednou otoéené nazpét jiz
znovu dnem vzhuiru neotacejte.

11. Zmérte radioaktivitu vS8ech zkumavek pomoci gamma-CitaCe po
dobu alespor 1 minuty nebo po akumulaci 10 000 impulsd/
zkumavku.

OMEZENi METODY

Méfeni PIINP by nemélo byt jedinym parametrem pro stanoveni
diagnézy a lécby, ale mélo by byt podpofeno dalSimi Klinicky
relevantnimi daty.

ZAJISTENI JAKOSTI

VSem klinickym laboratofim je v ramci interniho programu zajistovani
jakosti doporu¢ovano provadét kontrolu postupu stanovenim kontrolnich
vzorkd v hodnotach koncentraci pfi horni i pfi dolni hranici kalibraéni
kfivky. Doporuc€uje se, aby si kazda laboratof stanovila viastni pfijatelny
rozsah vnitfnich kontrol pouzivanych v dané laboratofi. Stfedni hodnota
rozsahu kontrolnich vzorkl ma spadat do pfijatelného rozsahu
uvadéného vyrobcem. Pro stanoveni hodnot kontrolnich vzorkd se
doporucuje pouzit soupravy nejméné ze dvou riznych Sarzi.
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VYPOCET VYSLEDKU

PFi automatickém vypoctu vysledkt doporu€ujeme pouzit spline funkci.
Vysledky Ize odec€ist manualné =z kalibraéni
v semilogaritmickych soufadnicich .

kfivky  vynesené

Vypoctéte stfedni hodnotu impulst pro vSechny kalibratory, vzorky a

kontroly.

Vypoctéte % (B/By) podle vzorce

(Cetnost kalibratoru nebo vzorku - NSB) x 100

% (B/Bo) =

(Cetnost nulového kalibratoru - NSB)

Vyneste kalibra¢ni kfivku na semilogaritmicky papir z hodnot % (B/By)
na ose y a odpovidajicich koncentraci PIIINP (ng/l) na ose x.

Odectéte koncentrace PIIINP v neznamych vzorcich z kalibraéni kfivky.

100 Zkumavka | Pramér [ cpm- | %B/B,_ | PIINP
cpm NSB (ug/l)
80+ Celkova 48807
aktivita
NSB 679
601 Kal. 0 30976 | 30297
et Kal. 1,0 26705 | 26026 85.9
) Kal. 2,5 22047 | 21368 70.5
S 401 Kal.5,0 17163 | 16484 54.4
Kal. 10 12100 | 11421 37.7
i Kal. 25 7241 | 6562 21.7
20 Kal. 50 4795| 4116| 136
Neznamy 17342 | 16663 55.0 4.9
0 ! - L s - vzorek 1
1 2 4 6810 20 406080| Neznamy 8468 | 7789 25.7 19.0
PIINP (pg/l) vzorek 2
Obr. 1 Tabulka 1 Vypocet vysledku pfi

Typické& kalibraéni kfivka. PFiklad.

(str. 8 origindlni pfibalové informace)
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REFERENCNi HODNOTY

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.

Referen¢ni hodnoty sérovych hladin PIIINP byly vypocitany pro zdravé
dospélé osoby na zakladé vzorku krve zjevné zdravych dospélych osob
ve véku 19-65 let. Ke kalkulaci intervald pro dolni a horni mez bylo
pouZzito neparametrické metody doporucené IFCC.

Tabulka 2 Referenéni hodnoty hladin PIIINP v séru

Dospéli
Pocet sledovanych osob 232
Pramér 3.7 ugl/l
Referenéni interval* 2.3-6.4 ugll

0,90 intervaly spolehlivosti
pro dolni referenéni mez | 1.9 - 2.6 pg/l
pro horni referenéni mez | 5.5-6.7 pg/l

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

Referen¢ni hodnoty u déti byly naméfeny u zdravych déti ve véku 0-19
let (modifikovano dle Trivendi P a kol. J. Pediatr 1989; 114:225-230).

Tabulka 3 Referenéni hodnoty u déti

Vékové skupina Divky (ug/l) Chlapci (ug/l)
1 - 3 mésice 4 53,22 + 10,87 5 62,05 + 15,59
3 - 6 mésicu 5 31,25+ 6,53 13 33,94+ 9,35
6 - 9 mésicu 7 19,71 + 3,53 4 18,14 + 3,26
9 - 12 mésicu 3 19,88 £ 6,16 4 15,25+ 4,65

1 -2 roky 9 13,45+ 2,25 7 11,71+ 4,30
2 - 3roky 10 9,85 + 2,65 9 8,47+ 2,53
3-10let* 63 7,75+2,17 79 7,75+ 2,18
10 - 11 let 7 8,02 + 2,56 12 7,78+ 161
11 - 12 let 12 11,23 +2,99 9 7,27+ 2,15
12 - 13 let 5 10,85 + 3,77 6 8,96 + 2,94
13- 14 let 2 5,84 + 2,86 4 13,25+ 5,58
14 - 15 let 5 8,09 + 1,57 2 12,92 + 4,10
15 - 16 let 2 7,34 +£0,11 7 15,42 + 4,28
16 - 17 let 3 3,98 £ 0,99 - -

17 - 18 let 4 4,07 +1,08 5 4,88+ 1,06

* Signifikantni zmény ve véku 3-10 let nebyly pozorovany.
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ANALYTICKE PARAMETRY MERENI

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

Mérici rozmezi
1,0 — 50 ny/l.

Mez detekce

v s

odpovidajici dvojnasobku smérodatné odchylky hodnoty  nulového
kalibratoru, je pfiblizné 0,3 nyll.

Redéni
Vzorky s vysokou koncentraci PIIINP mohou byt fedény fyziologickym
roztokem nebo nulovym kalibratorem ze soupravy.

Metoda standardniho pFidavku

Metoda standardniho pfidavku (recovery) zndma mnozstvi PIIINP byla
pfidana k Sesti pacientskym sérum obsahujicim 3,4 ng/l PIINP.
Standardni pfidavky se pohybovaly v rozmezi 94,0 £ 6,0 % s pramérnou
hodnotou 94%.

Preciznost (precision)
Pro stanoveni variaci v rdmci testu (intra-assay) a mezi testy (inter-
assay) byly testovany vzorky o riznych koncentracich PIIINP.

Tabulka 4. Intra-assay/ inter-assay preciznost

Intra-assay preciznost Inter-assay preciznost
16 replikatd 10 duplikatu
Vzorek | Primér (mg/l) CV (%) Vzorek Primér (ng/l)  CV (%)
1 2.8 3.0 4 2.7 6.5
2 6.6 7.0 ) 6.8 4.5
3 11.9 4.1 6 12.2 7.2

Interferujici latky

Sérovy bilirubin  do koncentrace < 400 nmol/l, hemoglobin do
koncentrace < 5 g/l a triglyceridy do koncentrace < 30 g/l neinterfenu;ji s
méfenim PIINP.

TSEKKI 68570-CZ06 12




Specificita

Test Intact UniQ PIIINP RIA nedetekuje degradac¢ni produkty propeptidu
o malé molekulové hmotnosti, které se nachazeji v krvi. Mé&Fi propeptid a
jeho formy o vy3Si molekulové vaze. UniQ PIIINP RIA zkfizené

nereaguje s antigeny pouzitymi v soupravach UniQ PINP.
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UniQ PIIINP RIA

Intaktni N-terminalni propeptid prokolagenu typu lli
Radioimunoanalytické stanoveni, zkumavky s navazanou

protilatkou
Kat.€. 68570

Obsah soupravy (100 test)

PIIINP RIA tracer: PIIINP RIA RADIOINDIKATOR
PIIINP RIA antiserum: PIIINP RIA ANTISERUM
PIIINP RIA calibrators: PIIINP RIA KALIBRATORY
PIIINP RIA control: PIIINP RIA KONTROL

Procollagen separation reagent: PROKOLAGENOVA SEPARACNI REAGENCIE

Souhrn pracovniho postupu
(vSechny objemy jsou v pl)

Celkova Kontrolni
aktivita NSB Kalibrator séra

Napipetujte vzorek 200 200 200
Napipetujte radioindikator 200 200 200 200
(Cerveny)
Napipetujte antisérum (modré) 200 200
Napipetujte destilovanou vodu 200
Michejte X X X
Inkubujte 2 hodiny pf¥i 37°C X X X
Napipetujte separa€ni reagencii 500 500 500
Promichejte X X X
Inkubujte 30 min. pfi pokojové X X X
teploté
Centrifugujte 15 minut pii 2000 g X X X
Dekantujte X X X
Méfte 1 min nebo 10 000 impulzi X X X X
JP Patent €. 2801212
EP Patent ¢.304292
UniQ je ochranna znamka firmy Orion Diagnostica Oy. 68570-CZ06
Zastoupenf vyrobce v CR: Orion Corporation Orion Diagnostica-organizac¢ni slozka

Bélohorska 57, 169 00 Praha 6

Tel. +420 233 350 533, fax:+420 233 350 532

E-mail: orion@oriondiagnostica.cz

www.oriondiagnostica.cz
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