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Lietuviy

Paskirtis

Imunologinis kiekybinis in vitro tyrimas, skirtas bendrojo P1NP
koncentracijos nustatymui Zmogaus serume ir plazmoje.

Sis tyrimas yra skirtas naudoti gydymo stebésenai, diagnozavus
osteoporoze'23 pomenopauzinio amziaus moterims ir pacientams, kuriems
diagnozuota Paget kauly liga.*56

Elektrochemiliuminescencinis imunologinis tyrimas (angl.
electrochemiluminescence immunoassay-ECLIA) yra skirtas naudoti
Elecsys ir cobas e imunologiniuose analizatoriuose.

Santrauka

Daugiau kaip 90 % organinés kauly medZiagos sudaro 1 tipo kolagenas,
kurio daugiausia sintetinama kauluose.” 1 tipo kolagenas gaminamas i$

1 tipo prokolageno, kurj sintetina fibroblastai ir osteoblastai. 1 tipo
prokolageno sudétyje yra N-(amino) ir C-(karboksi) terminalinés grandinés.
Sios terminalés (propeptidai) yra Salinamos veikiant specifinéms
proteazéms, prokolageno virsmo j kolageng ir vélesnio jsijungimo j kauling
matricg metu. Siuo tyrimu nustatoma amino terminaliné grandiné, arba
kitaip, P1NP-1 tipo prokolageno amino-terminalinis-propeptidas. Sis zymuo,
P1NP, yra specifinis 1 tipo kolageno kaupimo indikatorius, todél gali bati
apibréZiamas, kaip kaulo formavimosi Zymuo.8® P1NP atpalaiduojamas
vykstant 1 tipo kolageno formavimuisi tarplgsteliniame tarpe ir jo patekimo j
kraujotakg metu. P1NP iSlaisvinamas kaip trimeriné struktura (sudaryta i$
trimerinio kolageno struktaros), tadiau greitai suskyla j monomerus, dél
ardancio terminio poveikio.'®'" Siuo Elecsys P1NP tyrimu galima nustatyti
abi kraujyje esancias frakcijas, todél jis vadinamas bendruoju P1NP.

Tyrimo principas

Sluoksninés struktaros principas. Bendra tyrimo trukmé: 18 minu€iy.

= 1-0ji inkubacija: 20 yL méginio ir biotinilinti monokloniniai P1NP
specifiniai antikinai yra inkubuojami kartu.

= 2-0ji inkubacija: Pridéjus streptavidinu Zyméty mikrodaleliy ir
monokloniniy P1NP-specifiniy antikiiny, Zymeéty rutenio kompleksu?
susidaro sluoksninés strukttros kompleksas, kuris, sgveikaujant biotinui
ir streptavidinui, yra prijungiamas prie kietosios fazés.

* Reakcijos miSinys jsiurbiamas j matavimo kamera, kurioje ant elektrodo
pavirSiaus magnetiniu budu surenkamos mikrodalelés. Nesuristos
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 kreives,
pateikiamos su reagenty bruksniniu kodu.

a) Tris(2,2"-bipiridil)rutenio(ll) kompleksas (Ru(bpy)3)

Reagentai - darbiniai tirpalai

Si reagenty stovo pakuoté yra pavadinta TP1NP.

M Streptavidinu dengtos mikrodalelés (permatomas dangtelis),

1 buteliukas, 6.5 mL:

Streptavidinu dengtos mikrodalelés, 0.72 mg/mL; konservantas.
R1  Anti-P1NP-Ab~biotinas (pilkas dangtelis), 1 buteliukas, 10 mL:

Biotinilinti monokloniniai anti-P1NP antikiinai (pelés) 2.5 mg/L;
fosfatinis buferis 100 mmol/L, pH 7.2; konservantas.

R2  Anti-P1NP-Ab~Ru(bpy)3* (juodas dangtelis), 1 buteliukas, 8 mL:

Monokloniniai anti-P1NP antiktinai (pelés), zyméti rutenio kompleksu
2.5 mg/L; fosfato buferis 100 mmol/L, pH 7.2; konservantas.

Elecsys 2010

MODULAR ANALYTICS E170
cobas e 411

cobas e 601

cobas e 602

Atsargumo priemonés ir jspéjimai

Skirta naudoti in vitro diagnostikai.

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

Visos atliekos turi bt 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 paruosimas

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

Visa informacija, reikalinga tinkamam tyrimo atlikimui, gali bati nuskaitoma
nuo atitinkamo reagento briik$ninio kodo.

Laikymo salygos ir stabilumas

Laikyti 2-8 °C temperatiiroje.

NeuzSaldykite.

Laikykite Elecsys reagenty rinkinj statmenai, kad mikrodalelés bty visiSkai
prieinamos prie$ procedurg atliekamo automatinio maiSymo metu.

Stabilumas:

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

8 savaités

atidarius, 2-8 °C temperatiroje

analizatoriuose 8 savaités

Méginiy surinkimas ir paruoSimas

Buvo patikrinti ir yra priimtini tik toliau iSvardyti méginiai.

Serumas surenkamas j standartinius mégintuvélius arba mégintuvélius su
skirianciuoju geliu.

Li-heparino ir Ks-EDTA plazma.

Kriterijus: vertés atsikartojimas 90-110 % serumo reikSmiy ribose arba

nuokrypis 0.9-1.1 + sankirtos taSkas < + 2x analitinio jautrumo (LDL) +
koreliacijos koeficientas > 0.95.

Stabilus 24 valandas 15-25 °C, 5 dienas 2-8 °C, 6 ménesius -20 °C
temperaturoje. Méginius be nepageidaujamy reiskiniy galima uzSaldyti ir
atSildyti iki 5 karty.

ISvardinty risiy 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 meginius
apdorojate pirminiuose megintuvéliuose (méginiy surinkimo sistemose),
laikykites mégintuvéliy gamintojo instrukcijy.

Pried atlikdami tyrimg, méginius su nuosédomis centrifuguokite.
Nenaudokite méginiy ir kontroliy, kuriy stabilizavimui buvo naudotas azidas.
Uztikrinkite, kad méginiai, kalibratoriai ir kontrolinés medziagos prie$
matavimg bty 20-25 °C temperatiros.

Dél galimo garavimo poveikio, méginiy, kalibratoriy ir kontroliy matavimai
analizatoriuose turéty buti atlikti per 2 valandas.

Atkreipkite démesj: Venkite hemolizés! Jei méginyje yra matomy hemolizés
pozymiy, jie gali trukdyti tyrimui.

Pateiktos medziagos

Apie reagentus skaitykite skyriuje ,Reagentai - darbiniai tirpalai“.
Reikalingos (bet nepateikiamos) medziagos

. 03141080190, total P1NP CalSet, skirtas 4 x 1 mL

. 05618860190, PreciControl Varia, skirtas 2 x 3 mL kiekvienam i§
PreciControl Varia 1 ir 2
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L] 11732277122, Diluent Universal, 2 x 16 mL méginiy skiediklis arba
03183971122, Diluent Universal, 2 x 36 mL méginiy skiediklis
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

|1 1662970122, CleanCell, 6 x 380 mL matavimo kameros valymo
irpalas

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
paruo$iamajam susildymui prie$ naudojimg

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

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

Tyrimas
Kad tyrimas baty atliktas tinkamai, laikykités Siame dokumente pateikty

analizatoriaus naudojimo instrukcijy. Specifines analizatoriui tyrimo
instrukcijas skaitykite atitinkamame naudotojo vadove.

Mikrodalelés pakartotinai suspenduojamos automatiskai, prie$
panaudojimg. Specifinius tyrimo parametrus nuskaitykite i5 reagento
briikSninio kodo. ISimtinais atvejais, kai nejmanoma nuskaityti briksninio
kodo, jveskite 15-0s Zenkly skaitmeny seka.

Atvésintus reagentus susildykite iki mazdaug 20 °C temperatiros ir
jstatykite j analizatoriaus reagenty diskg (20 °C). Venkite puty susidarymo.
Sistema automatidkai reguliuoja reagenty temperatirg ir buteliuky
atidaryma/uzdaryma.

Kalibravimas

Atsekamumas: Sis metodas buvo standartizuotas pagal pamatinius
etalonus, kuriy reikSmé buvo tiksliai nustatoma, pridedant natyvinio PINP
Zmogaus seruma, kuriame néra analizuojamosios medziagos.
Kiekviename Elecsys reagenty rinkinyje yra etiketé su braksniniu kodu, joje
— konkreti tam tikros reagenty partijos kalibravimui reikalinga informacija.
Numatytoji pagrindiné kreivé yra pritaikoma analizatoriui, naudojant
atitinkama CalSet.

Kalibravimo daznis: kalibravimas turi biti atliekamas po vieng kartg su
kiekviena reagenty partija, naudojant Sviezig reagent (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 Varia.

Papildomai galima naudoti kitg tinkamg kontroling medZiaga.

cobas’

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 (ug/L arba ng/mL).

Apribojimai - poveikiai

Tyrimui jtakos neturi gelta (bilirubinas < 1112 pmol/L arba < 65 mg/dL),
hemolize (Hb < 0.062 mmol/L arba < 0.1 g/dL; nenaudokite méginiy su
matomais hemolizés pozymiais), lipemija (Intralipidai < 2000 mg/dL) ir

biotinas (< 205 nmol/L arba < 50 ng/mL).

Kriterijus: atkartojamumas + 10 % 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 2490 1U/mL.

Didelés dozés ,kablio” efektas nepasireiskia, kai PINP koncentracija yra iki
3900 pg/L (ng/mL).

Buvo atlikti in vitro tyrimai su 28 dazniausiai naudojamais medikamentais.
Poveikis tyrimui nebuvo nustatytas.

Vaisty tyrime buvo tiriami dazniausiai osteoporozés gydymui naudojami
vaistai, t.y. ibandronatas, risedronatas ir alendronatas, taip pat estrogeny
preparatai (,PHT") bei kalcio ir vitamino D papildai, poveikis tyrimui nebuvo
nustatytas.

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

Kauly metabolizmui poveikj gali daryti citotoksisky vaisty vartojimas.
Interpretuojant Siais preparatais gydomy pacienty tyrimo rezultatus bitina j
tai atsizvegti.

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

Apribojimai ir reik$miy ribos

Matavimy ribos

5-1200 pg/L arba ng/mL (apibréziamos pagal apatine nustatymo ribg ir
pagrindines kreivés maksimuma). ReikSmes, esan¢ios Zemiau nustatymo
ribos, yra pateikiamos kaip < 5 pg/L (ng/mL). ReikSmés, esancios vir§
matavimo ribos, yra pateikiamos kaip > 1200 pg/L (ng/mL).

Matavimo reik$miy apatinés ribos

Apatiné tyrimo nustatymo riba

Apatiné nustatymo riba: < 5 ng/mL (ug/L)

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

Skiedimas

Meéginiai, kuriy P1NP koncentracijos yra aukS¢iau matavimy ribos, gali bti
skiedziami Diluent Universal skiedikliu. Rekomenduojamas atskiedimo
santykis yra 1:2 (nustatomas automatiskai MODULAR ANALYTICS E170,
Elecsys 2010 ir cobas e analizatoriuose arba rankiniu budu). Atskiesto
méginio koncentracija turi bati > 100 pg/L (ng/mL).

Po rankiniu budu atliekamo skiedimo rezultatg padauginkite i$ skiedimo
koeficiento.

Po atskiedimo analizatoriuje, MODULAR ANALYTICS E170, Elecsys 2010
ir cobas e programa automatiskai jvertina atskiedima skaiCiuojant méginiy
koncentracijg.
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Pacientams, kuriems buvo diagnozuotas inksty nepakankamumas,
skiedZiant gali pasitaikyti netiesinés priklausomybés atvejy.

Tikétinos reikSmés

Serumas buvo surinktas i§ 573 sveiky savanoriy motery, jtraukty j kauly
retéjima lemianciy veiksniy tyrimg (OFELY213), buvo tiriama bendrojo
P1NP koncentracija. Gauti Sie rezultatai (ug/L arba ng/mL):14

Pomenopauzinio amZiaus Premenopauzinio
amziaus

Visos | PHTYtaip | PHT ne Visi
N 444 154 290 129
5-0ji procentilé 16.27 14.28 20.25 15.13
Mediana 37.09 28.48 42.94 27.80
Vidurkis 40.43 31.74 45.05 30.10
95-0ji procentilé | 73.87 58.92 76.31 58.59

tz) PHT = pacientés, gydomos pakaitine hormony terapija

Zemiau pateiktos daznio diagramos, kuriose vaizduojamas negydyty sveiky
motery ir pomenopauzinio amziaus negydyty motery bendrojo PINP
koncentracijy palyginimas (1 pav.) ir Zemiau (2 pav.) - pomenopauzinio
amziaus motery, gydyty PHT, P1NP koncentracijos palyginimas su
negydyty motery rodikliais.

1 paveikslas: Bendrojo P1NP koncentracijy (ug/L arba ng/mL) daznis,
nustatytas sveiky, negydyty, pre- (n = 129) ir po- (n = 290) menopauzinio
amZiaus motery méginiuose

y 45 1
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35 .
30 .

25 1

oA,
SR I S R O I I MR I SR IR SR
7
X

x: bendrasis PINP (ug/L arba
ng/mL)

y: Daznumas (%) —: postmenopauzinio amziaus

2 paveikslas: Pakaitinés hormony terapijos poveikio bendrojo P1NP (ug/L

arba ng/mL) koncentracijai daznio pasiskirstymas tarp gydyty (,PHT taip*,
n = 154) ir negydyty (,PHT ne®, n = 290) pomenopauzinio amZiaus motery

- - premenopauzinio amzZiaus
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cobas’

x: bendrasis PINP (ug/L arba ——: PHT taip
ng/mL)
y: Daznumas (%) —: PHT ne

Bendro P1NP koncentracijos matavimui budingas minimalus cirkadinis ar
sezoninis variabilumas (apytiksliai 6 %)'®16, mityba ar dieta nedaro
aptinkamo poveikio koncentracijai serume. 7.8

ReikSmingai padidéjusi bendrojo P1NP koncentracija serume yra susijusi
su metastatinés kauly ligos buvimu ir taip pat gali buti stebima inksty
nepakankamumu serganciy pacienty meginiuose. Su antrinémis kauly
ligomis susijusios ligos gali jtakoti bendrojo P1NP koncentracija.
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, méginius ir
kontrolines medziagas, pagal CLSI (Clinical and Laboratory Standards
Institute) protokolg (EP5-A2): 2 tyrimai per diena, 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

Holl | pglL % Hg/L %

(ng/mL) | (ng/mL) (ng/mL)

Zmogaus serumas1 | 12.8 | 0.340 2.6 0.531 41
Zmogaus serumas 2 | 57.2 1.04 1.8 1.34 2.3
Zmogaus serumas 3 | 527 6.93 1.3 11.7 2.2
Zmogaus serumas 4 | 33.4 | 0.891 2.7 0.960 2.9
Zmogaus serumas 5 | 1140 | 34.1 3.0 37.6 3.3
PreciControl Varia1 | 30.5 | 0.488 1.6 0.629 2.1
PreciControl Varia2 | 166 2.06 1.2 2.83 1.7

MODULAR ANALYTICS E170, cobas e 601 ir cobas e 602 analizatoriai:
Atkartojamumas | Tarpinis glaudumas

Méginys Vidurkis| SD cv SD cv

Holl | oL % Hg/L %

(ng/mL) | (ng/mL) (ng/mL)

Zmogaus serumas1 | 144 | 0275 | 1.9 0.527 37
Zmogaus serumas2 | 57.9 | 115 | 20 1.47 25
Zmogaus serumas 3 | 496 8.42 1.7 11.3 2.3
Zmogaus serumas 4 | 34.2 | 0.816 24 1.10 3.2
Zmogaus serumas 5 | 1090 | 34.8 3.2 37.2 3.4
PreciControl Varia1 | 30.7 | 0.524 1.7 0.797 2.6
PreciControl Varia2 | 158 2.29 1.4 3.04 1.9
Metody palyginimas

Palyginus Elecsys total P1NP tyrimg (y) su rinkoje esanciu PINP tyrimu (x),
naudojant klinikinius méginius, gautos tokios koreliacijos (ug/L arba ng/mL):

Tirty méginiy skaicius: 76

Passing/Bablok'® Tiesiné regresija
y=1.01x+1.73 y=1.02x-5.55
1=0.879 r=0.981

Méginiy koncentracijy reikSmés buvo nuo 19.7 iki 319.5 pg/L (ng/mL).
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Analitinis specifiSkumas

Su Siomis analitémis buvo nustatytas < 1 % kryZminis reaktyvumas:
B-CrossLaps, N-MID Osteocalcin, parathormonas (PTH), ir 25-OH
vitaminas D.
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