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Lietuviy . Reakcijos miSinys jsiurbiamas j matavimo kamera, kurioje ant
Paskirtis elektrodo pavirSiaus magnetiniu budu surenkamos mikrodalelés.

Imunologinis kiekybinis in vitro tyrimas, skirtas adrenokortikotropinio
hormono (AKTH) koncentracijos nustatymui Zmogaus EDTA plazmoje.
Elektrochemiliuminescencinis imunologinis tyrimas (angl.
electrochemiluminescence immunoassay-ECLIA) yra skirtas naudoti
Elecsys ir cobas e imunologiniuose analizatoriuose.

Santrauka

Adrenokortikotropinis hormonas (AKTH) arba kortiktropinas yra peptidinis

hormonas, kurj sudaro 39 amino rigstys. Jis gaminamas priekinéje

smegeny hipofizés dalyje kaip prekursoriaus molekulés
proopiomelanokortino (POMK) dalis. Audiniams specifinio skaidymo metu
susidaro AKTH ir kiti susije peptidai.'2

AKTH stimuliuoja gliukokortikoidy susidarymg ir sekrecijg (ypac kortizolio)

antinksciy Zievéje.

Gliukokortikoidy gamybg veikia jvairls veiksniai.®+%6 Po stimuliacijos (pvz.,

fizinio kravio arba dél vidino organizmo laikrodzio), pogumburis iSskiria CRH

(kortikotroping atpalaiduojantj hormong). CRH veikia hipofize, kuri savo

ruoztu sintetina ir iSskiria AKTH. Galop AKTH stimuliuoja gliukokortikoidy

sekrecijg antinksCiuose. Didelé gliukokortikoidy koncentracija kraujyje
veikiant neigiamo atgalinio rySio mechanizmui inhibuoja CRH ir AKTH
sekrecija.

AKTH koncentracijai budingi paros svyravimai su aukstais lygiais ryte ir

zemais lygiais vakare. Kaip ir su kortizoliu, svarbu Zinoti plazmos méginio

paemimo laikg, kad buty galima tinkamai interpretuoti rezultatus.

Plazmos AKTH matavimai naudingi atliekant hipofizinés kilmés Kusingo

ligos (AKTH hipersekrecija), autonominiy AKTH iSskirianCiy hipofizés augliy

(pvz., Nelsono sindromas), hipopituitarizmo su AKTH trukumu ir ektopinio

AKTH sindromo, diferencine diagnostika.”# Kartu su kortizolio matavimais

AKTH nustatymas taip pat gali buti panaudojamas su funkciniais ar

stimuliaciniais tyrimais diagnozuojant gliukokortikoidy perteklinés gamybos

kilme. Taip pat AKTH matavimus galima naudoti atliekant diferencine
antinks¢iy nepakankamumo (Adisono ligos) diagnostika.

AKTH, kuris gaminamas ne hipofizéje, vadinamas ektopiniu AKTH;? jis

daznai siejamas su smulkialgsteline plauciy karcinoma. Retais atvejais

ektopinio AKTH prieZastimi gali buti uzkricio liaukos navikai, kasos
adenokarcinomos arba bronchy karcinoidai. Sie augliai daznai iskiria

AKTH prekursorius (POMK ir pro-AKTH).

Elecsys ACTH tyrime veikia du monoklonininiai antikiinai specifiski AKTH

(9-12) ir C-galo sriciai (AKTH 36-39).

Dél bendros antigeninés struktiros, antikiinai atpaZjsta vientisg biologiskai

aktyvy AKTH 1-39 ir AKTH prekursorius POMK bei pro-AKTH.2

Tyrimo principas

Sluoksninés strukttiros principas. Bendra tyrimo trukmé: 18 minugiy.

. 1-0ji inkubacija: 50 uL méginio, biotinilintas monokloninis
AKTH-specifinis antiktinas ir monokloninis AKTH-specifinis antikiinas,
Zymétas rutenio kompleksu?), reaguoja, sudarydami sluoksninés
strukturos kompleksa.

. 2-0ji inkubacija: Pridéjus streptavidinu dengty mikrodaleliy,
sgveikaujant biotinui ir streptavidinui, kompleksas prisijungia prie
kietosios fazés.

Nesuridtos medZiagos pasalinamos naudojant ProCell/ProCell M.
Prie elektrodo prijungus elektros srove skatinama
chemoliuminescenciné emisija, kurios dydis iSmatuojamas
fotodaugintuvu.

. Rezultatai nustatomi i§ kalibravimo kreivés, kuri kiekvienam
analizatoriui generuojama i$ 2 tasky kalibravimo ir i§ pagrindinés
kreivés, pateikiamos su reagenty brik$niniu kodu.

a) Tri(2,2-bipiridil)rutenio(ll)-kompleksas (Ru(bpy)3*)

Reagentai - darbiniai tirpalai

Si reagenty stovo pakuoté yra pazyméta ACTH.

M Streptavidinu dengtos mikrodalelés (permatomas dangtelis),
1 buteliukas, 6.5 mL:
Streptavidinu dengtos mikrodalelés, 0.72 mg/mL; konservantas.

R1  Anti-AKTH-Ab~biotinas (pilkas dangtelis), 1 buteliukas, 8 mL:
Biotinilinti monokloniniais anti-AKTH antikanai (pelés) 0.3 mg/L;
MES®) buferis 50 mmol/L, pH 6.2; konservantas.

R2  Anti-AKTH-Ab~Ru(bpy)3* (juodas dangtelis), 1 buteliukas, 8 mL:
Monokloniniai anti-AKTH antikiinai (pelés), zyméti rutenio kompleksu
0.3 mg/L; MES buferis 50 mmol/L, pH 6.2; konservantas.

b) MES = 2-morfolino-etano sulfoniné rugstis

Atsargumo priemonés ir jspéjimai

Skirtas naudoti in vitro diagnostikai.

Laikykités jprasty atsargumo priemoniy, butiny dirbant su visais
laboratorijos reagentais.

Visos atliekos turi buti tvarkomos laikantis vietos reikalavimy.

Saugos duomeny lapas pateikiamas profesionaliems naudotojams
paprasius.

Dirbdami su visy rusiy reagentais ir méginiais (méginiais, kalibratoriais ir
kontrolinémis medziagomis) venkite puty susidarymo.

Reagenty paruo$imas

Visi rinkinio reagentai paruo$ti naudojimui, jy negalima naudoti atskirai nuo
rinkinio.

Visa informacija, reikalinga tinkamam tyrimo atlikimui, gali buti nuskaitoma
nuo atitinkamo reagento braksninio kodo.

Laikymo salygos ir stabilumas

Laikyti 2-8 °C temperatroje.

Neuz3aldykite.

Laikykite Elecsys reagenty rinkinj statmenai, kad mikrodalelés buty visiskai
prieinamos prie$ procedirg atliekamo automatinio maiSymo metu.

Stabilumas:

neatidarius, 2-8 °C temperaturoje | iki nurodytos galiojimo datos

atidarius, 2-8 °C temperatiroje 12 savaibiy

analizatoriuose 4 savaités

Méginiy surinkimas ir paruoSimas
Buvo patikrintas pakankamai didelis méginiy kiekis ir yra priimtini tik Zemiau
iSvardinti méginiai.
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Ko- ir Ks-EDTA plazma, paimta naudojant silikonu dengtus stiklinius

mégintuvélius arba plastikinius mégintuvélius, nes AKTH adsorbojamas ant

silikonu nepadengty stikliniy mégintuvéliy, todél sumazéja méginio AKTH

reikSmés.2 Nenaudokite kity tipy plazmos méginiy.

Ko-EDTA plazmos kriterijus: nuolydis 0.85-1.15 palyginus su Ks-EDTA

plazma.

Naudokite tik i$ anksto atvésintus méginiy buteliukus. Pripildytus

kraujo buteliukus nedelsiant pastatykite ant ledo. Plazmai atskirti

naudokite atvésintg centrifuga. Nedelsiant atlikite méginiy matavimus

arba uzSaldykite juos -20 °C temperataroje.

Stabilus 2 valandas 22 °C temperatiroje, 4 savaites -20 °C temperataroje.

UZSaldyti tik vieng kartg.™

ISvardinty rasiy méginiai buvo tiriami, pasirinkus tyrimo metu rinkoje

buvusius mégintuvélius, t.y. nebuvo patikrinti visy gamintojy mégintuvéliai.

Jvairiy gamintojy méginiy surinkimo sistemose gali bati skirtingy medziagy,

kurios kai kuriais atvejais gali paveikti tyrimo rezultatus. Jei méginius

apdorojate pirminiuose mégintuvéliuose (méginiy surinkimo sistemose),

laikykités mégintuvéliy gamintojo instrukcijy.

Prie$ atlikdami tyrima, méginius su nuosédomis centrifuguokite.

Nenaudokite méginiy, inaktyvinty dél karscio poveikio.

Nenaudokite méginiy ir kontroliy, kuriy stabilizavimui buvo naudotas azidas.

UZtikrinkite, kad méginiai, kalibratoriai ir kontrolinés medziagos prie$

matavima bty 20-25 °C temperatros.

Dél galimo garavimo poveikio, méginiy, kalibratoriy ir kontroliy matavimai

analizatoriuose turéty buti atlikti per 2 valandas.

Pateiktos medziagos

Apie reagentus skaitykite skyriuje ,Reagentai - darbiniai tirpalai“.

Reikalingos (bet nepateikiamos) medziagos

. 03255760190, ACTH CalSet, skirtas 4 x 1 mL

] 05341787190, PreciControl Multimarker, skirtas 3 x 2 mL
kiekvienam i$ PreciControl Multimarker 1 ir 2

. 05341787160, PreciControl Multimarker, skirtas 3 x 2 mL
kiekvienam i$ PreciControl Multimarker 1 ir 2 (JAV)

. Bendra laboratorijos jranga

=  Elecsys 2010, MODULAR ANALYTICS E170 arba cobas e
analizatorius

Elecsys 2010 ir cobas e 411 analizatoriy priedai:

. 11662988122, ProCell, 6 x 380 mL sistemos buferis

. 11662970122, CleanCell, 6 x 380 mL matavimo kameros valymo
tirpalas

] 11930346122, Elecsys SysWash, 1 x 500 mL plovimui skirto
vandens priedas

] 11933159001, Adapter for SysClean, adapteris

. 11706802001, Elecsys 2010 AssayCup, 60 x 60 reakcijy indeliai

. 11706799001, Elecsys 2010 AssayTip, 30 x 120 pipeciy
antgaliai

MODULAR ANALYTICS E170, cobas e 601 ir cobas e 602 analizatoriy

priedai:

" 04880340190, ProCell M, 2 x 2 L sistemos buferis

] 04880293190, CleanCell M, 2 x 2 L matavimo kameros valymo
tirpalas

] 03023141001, PC/CC-Cups, 12 puodeliy ProCell M ir
CleanCell M paruoSiamajam susildymui prie$ naudojimg

. 03005712190, ProbeWash M, 12 x 70 mL valymo tirpalas
finalizavimo etapui ir praplovimui reagenty keitimo metu

cobas’

. 12102137001, AssayTip/AssayCup Combimagazine M,
48 détuvés x 84 reakcijos indeliams ar pipeciy antgaliams, atlieky
maiSeliai

. 03023150001, WasteLiner, atlieky maiseliai

. 03027651001, SysClean Adapter M, adapteris

Priedai visiems analizatoriams:

. 11298500316, Elecsys SysClean, 5 x 100 mL sistemos valymo

tirpalas

. 11298500160, Elecsys SysClean, 5 x 100 mL sistemos valymo
tirpalas (skirta JAV)

Tyrimas

Kad tyrimas buty atliktas tinkamai, laikykités Siame dokumente pateikty
analizatoriaus naudojimo instrukcijy. Specifines analizatoriui tyrimo
instrukcijas skaitykite atitinkamame naudotojo vadove.

Mikrodalelés pakartotinai suspenduojamos automatiskai, pries
panaudojima. Specifinius tyrimo parametrus nuskaitykite i§ reagento
brik$ninio kodo. ISimtinais atvejais, kai nejmanoma nuskaityti briksninio
kodo, jveskite 15-0s Zenkly skaitmeny seka.

MODULAR ANALYTICS E170, cobas e 601 ir cobas e 602 analizatoriai:
Reikia turéti PreClean M tirpala.

Atvésintus reagentus susSildykite iki mazdaug 20 °C temperatros ir
jstatykite j analizatoriaus reagenty diskg (20 °C). Venkite puty susidarymo.
Sistema automatiSkai reguliuoja reagenty temperatrg ir buteliuky
atidaryma/uzdaryma.

Kalibravimas

Atsekamumas: Sis tyrimas buvo gravimetriékai standartizuotas naudojant
sintetinj AKTH, pagamintg Roche.

Kiekviename Elecsys reagenty rinkinyje yra etiketé su brikSniniu kodu, joje
— konkreti tam tikros reagenty partijos kalibravimui reikalinga informacija.
Numatytoji pagrindiné kreivé yra pritaikoma analizatoriui, naudojant
atitinkamg CalSet.

Kalibravimo daznis: kalibravimas turi bti atliekamas po vieng kartg su
kiekviena reagenty partija, naudojant viezig reagents (t. y. praéjus ne
daugiau nei 24 valandoms nuo reagenty rinkinio registravimo
analizatoriuje). Kalibravimo atnaujinimas rekomenduojamas:

= po 1 ménesio (28 dieny), naudojant tos pacios partijos reagentus

. po 7 dieny (analizatoriuje naudojant tg patj reagenty rinkinj)

. pagal poreikj: pvz.: jei kokybés kontrolés rezultatai nepatenka j
nurodytas ribas

Kokybés kontrolé

Kokybés kontrolei naudokite PreciControl Multimarker.

Papildomai galima naudoti kita tinkama kontroling medZiaga.

Skirtingiems koncentracijy intervalams skirtos kontrolés turéty bati
atliekamos atskirai (kiekviena) bent kartg per 24 valandas, kai tyrimas yra
naudojamas; vieng kartg - vienam reagenty rinkiniui, taip pat po kiekvieno
kalibravimo.

Kontrolés intervalai ir apribojimai turéty atitikti kiekvienos laboratorijos
individualius reikalavimus. Gautos reikSmés turéty patekti j nustatytas ribas.
Kiekviena laboratorija turi numatyti korekcines priemones, kuriy reikty imtis,
reikSméms nepatekus j nustatytas ribas.

Vadovaukités nustatytais valstybiniais ir vietiniais reikalavimais kokybés
kontrolei uztikrinti.

Skaiciavimas

Analizatorius automatiSkai paskaiciuoja kiekvieno méginio analités
koncentracijg pg/mL, pmol/L arba ng/L (pasirinktinai).

. 03004899190, PreClean M, 5 x 600 mL matavimo sistemos Perskaiciavimo faktoriai:  pg/mL x 0.2202 = pmol/L
valymo tirpalas pmol/L x 4.541 = pg/mL
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Apribojimai - poveikiai

Tyrimui jtakos neturi: gelta (bilirubinas < 428 pmol/L arba < 25 mg/dL),
hemolizé (Hb < 0.25 mmol/L arba < 0.4 g/dL), lipemija (intralipidai

< 1500 mg/dL) ir biotinas (< 246 nmol/L arba < 60 ng/mL).

Kriterijus: vertés suradimas + 15 % pradinés reikSmés ribose.
Pacientams, gydomiems didelémis biotino dozémis (t.y. > 5 mg/parai),
kraujo méginj galima imti praéjus ne maziau kaip 8 valandoms po
paskutinés biotino dozés suvartojimo.

Reumatoidinio faktoriaus jtaka nebuvo pastebéta, kai jo koncentracija sieké
iki 400 1U/mL.

Didelés dozés ,kablio” efektas nepasireiskia, kai AKTH koncentracija yra iki
1x108 pg/mL.

Buvo atlikti in vitro tyrimai su 17 dazniausiai naudojamy medikamentais.
Poveikis tyrimui nebuvo nustatytas.

Taciau naudojant AKTH 1-24 vaistus AKTH matavimy atlikti
nerekomenduojame dél neigiamos sgveikos su sluoksninés struktiros
tyrimu.

Retais atvejais gali pasitaikyti trukdZiy dél ypa¢ dideliy specifiniy tyrimo
antikiiny, rutenio ar streptavidino antikiiny titry. Siy trukdziy jtakg sumazina
tam pritaikyta tyrimo procedura.

Diagnozuojant, rezultatai visada turéty buti vertinami kartu su paciento
anamneze, fizinio istyrimo duomenimis ir kitais radiniais.

Apribojimai ir reikSmiy ribos

Matavimy ribos

1.00-2000 pg/mL arba 0.220-440 pmol/L (apibréziamos pagal apating
nustatymo ribg ir pagrindinés kreivés maksimumg). ReikSmés, esancios
Zemiau nustatymo ribos, yra pateikiamos, kaip < 1.00 pg/mL arba

< 0.220 pmol/L. ReikSmés, esancios vir§ matavimo ribos, yra pateikiamos
kaip > 2000 pg/mL arba > 440 pmol/mL.

Matavimo reikSmiy apatinés ribos

Apatine tyrimo nustatymo riba

Apatiné nustatymo riba: 1.00 pg/mL arba 0.220 pmol/L

Apatiné nustatymy riba parodo Zemiausig iSmatuojamg analités
koncentracija, kurig galima atskirti nuo nulio. Ji apskaiciuojama kaip
reikSme, esanti dviem standartiniais nuokrypiais auk$¢iau Zzemiausio
standarto (pagrindinis kalibratorius, standartas 1 + 2 SD, atkartojamumo
tyrimas, n = 21).

Skiedimas

Nereikalingas, dél pla¢iy matavimo riby.

Tikétinos reikSmés

Atliekant Elecsys ACTH tyrimus su plazmos méginiais i§ 354 akivaizdZiai
sveiky suaugusiy asmeny, gauti Sie rezultatai(5-oji - 95-oji procentilé):
7.2-63.3 pg/mL (1.6-13.9 pmollL)

Plazmos méginiai buvo paimti tarp 7 ir 10 val. ryto.

AKTH koncentracija labai varijuoja priklausomai nuo fiziologiniy salygy.
Todél AKTH rezultatus batina vertinti kartu su tuo paciu metu iSmatuotomis
kortizolio koncentracijomis.

Kiekviena laboratorija turéty jvertinti tikétiny reikSmiy tinkamuma savy
pacienty populiacijai ir, jei butina, nustatyti savo rekomenduojamas
reikSmes.

Specifiniai tyrimo atlikimo duomenys
Toliau pateikiami atitinkamy analizatoriy tyrimo charakteristiky duomenys.
Atskirose laboratorijose gauti rezultatai gali skirtis.

Glaudumas

Glaudumas buvo nustatytas, naudojant Elecsys reagentus ir zmogaus
serumo misinj pagal pakeistg CLSI (Clinical and Laboratory Standards
Institute) metodikg (EP5-A): 6 kartus per dieng, 10 dieny (n = 60); tyrimo
atkartojamumas su MODULAR ANALYTICS E170 analizatoriumi, n = 21.
Buvo gauti Sie rezultatai:

cobas’

Elecsys 2010 ir cobas e 411 analizatoriai

Atkartojamumas | Tarpinis glaudumas

Méginys Vidurkis SD Ccv SD cv
pg/mL | pmol/L | pg/mL | pmol/L | % | pg/mL | pmollL | %

ZP9 1 49 | 1.08 | 0.14 | 0.031 | 29 | 0.27 | 0.059 | 5.4
P2 742 | 163 | 145 | 0319 | 20 | 1.75 | 0.385 | 2.4
ZP3 1390 | 306 | 29.8 | 656 | 2.1 | 362 | 7.97 | 26

¢) ZP = zmogaus plazma

MODULAR ANALYTICS E170, cobas e 601 ir cobas e 602 analizatoriai

Atkartojamumas
Méginys Vidurkis SD Ccv
pg/mL pmol/L pg/mL pmol/L %
ZP 1 4.9 1.08 0.13 0.03 2.7
ZpP2 64.3 14.2 0.41 0.09 0.6
ZP3 1205 265 7.83 1.72 07

MODULAR ANALYTICS E170, cobas e 601 ir cobas e 602 analizatoriai

Tarpinis glaudumas
Meéginys Vidurkis SD cv
pg/mL pmol/L pg/mL pmol/L %
ZP 1 4.96 1.09 0.266 0.059 5.4
ZP2 76.1 16.8 2.67 0.588 35
ZP3 1444 318 53.6 118 37

Glaudumas buvo nustatytas, naudojant Elecsys reagentus ir kontrolines
medziagas, pagal CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute)
protokolg (EP5-A2): 2 tyrimai per dieng, po du kartus, kiekvienas vykdomas
21 dieng (n = 84). Buvo gauti Sie rezultatai:

Elecsys 2010 ir cobas e 411 analizatoriai

Atkartojamumas | Tarpinis glaudumas

Méginys Vidurkis SD cv SD cv
pg/mL | pmol/L | pg/mL | pmol/L| % | pg/mL | pmol/L | %

PCMMd1 | 517 | 11.4 | 0517 | 0.114 | 1.0 | 1.12 | 0.247 | 2.2
PCMM2 | 1070 | 236 | 11.6 | 255 | 1.1 | 253 | 557 | 24

d) PC MM = PreciControl Multimarker

MODULAR ANALYTICS E170, cobas e 601 ir cobas e 602 analizatoriai

Atkartojamumas | Tarpinis glaudumas

Méginys Vidurkis SD Ccv SD Cv

pg/mL | pmol/L | pg/mL | pmol/L | % |pg/mL | pmollL | %

PCMM1 | 525 | 11.6 | 1.91 | 0421 | 3.6 | 2.70 | 0.595 | 5.1

PCMM2 | 1170 | 258 | 28.4 | 6.25 | 24 | 494 | 109 |42
Metody palyginimas

Palyginus Elecsys ACTH tyrimg (y) su rinkoje esanciu AKTH tyrimu (x),
naudojant klinikinius méginius, gautos tokios koreliacijos (pg/mL):
Tirty méginiy skaicius: 180

Passing/Bablok ' Tiesiné regresija
y=1.08x+1.23 y=0.90x + 8.17
T=0.898 r=0.992

Méginiy koncentracijy reikSmés buvo apytiksliai nuo 5.0 iki 941 pg/mL arba
nuo 1.1 iki 207 pmol/L.
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SpecifiSkumas / kryzminés reakcijos

Elecsys ACTH dviejy-epitopy imunologinio tyrimo metu nustatoma
nefragmentuoto AKTH 1-39 koncentracija. ] paciento plazmos méginj su
nustatyta AKTH koncentracija pridéjus AKTH fragmenty arba peptidy,
nebuvo nustatyta AKTH 1-10, AKTH 11-24, beta-MSH ir beta-endorfino
jtaka.

AKTH fragmentai AKTH 1-17, AKTH 1-24, AKTH CLIP 18-39, AKTH 22-39,
alfa-MSH 1-13) gali susijungti su vienu i§ antikiiny ir daryti neigiamg jtakg
sluoksninei struktdrai bei gali biti gautos Zemesnés AKTH reikSmés, kaip
nurodyta tolesnéje lenteléje:

Kryzminés Kryzmiskai | Nustatytas AKTH Kryzminis
reakcijos reaguojanéios | AKTH | koncentracijos | reaktyvumas
medziaga medziagos pg/mL pokytis %
koncentracija pg/mL
pg/mL
Néra; 0 441 netaikoma netaikoma
nuoroda
AKTH 1-17 50000 10.6 -33.5 -0.07
5000 36.9 -7.2 -0.14
500 42.6 -15 -0.31
AKTH 1-24 50000 10.2 -33.9 -0.07
5000 37.9 -6.2 -0.12
500 42.5 -1.6 -0.32
AKTH 18-39 50000 2.0 -42.1 -0.08
5000 14.9 -29.2 -0.58
500 37.0 74 -1.42
AKTH 22-39 50000 0.00 -44.1 -0.09
5000 6.3 -37.8 -0.76
500 29.4 -14.7 -2.94
alfa-MSH 50000 12.3 -31.8 -0.06
5000 34.3 9.8 -0.20
500 41.3 2.8 -0.56

Naudojant AKTH 1-24 preparatus, nerekomenduojama atlikti AKTH tyrimy.
POMK (dalinai iSgrynintas i adenomos Igsteliy linijos) parodé mazdaug
1.6 % kryzminj reaktyvuma esant 1560 pmol/L, o tai yra mazdaug 40 karty
daugiau negu fiziologiné AKTH prekursoriy cirkuliuojanti koncentracija.?
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