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3a-Diol G-RIA-CT

I.  INTENDED USE

Radioimmunoassay for the in vitro quantitative measurement of human 5a-Androstane-3a-17p-Diol-
Glucuronide (3a-Diol G) in serum and plasma.

Il. GENERAL INFORMATION

A. Proprietary name : DlAsource 3a-Diol G-RIA-CT Kit
B. Catalog number : KIP0151 : 96 tests
C. Manufactured by : DIAsource ImmunoAssays S.A.

Rue du Bosquet, 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgium.

For technical assistance or ordering information contact :
Tel : +32 (0)10 84.99.11 Fax : +32 (0)10 84.99.91

I11. CLINICAL BACKGROUND

Sa-Androstane-3a-17p-Diol-Glucuronide (3a-Diol G) is a C19 steroid. It is produced mainly as a
metabolite of testosterone and dihydrotestosterone (DHT). It is largely produced in target peripheral
tissues such as the skin, especially around hair follicles. The stimulation by large amounts of the 3a-
Diol G, leads to excessive hair formation — notably conspicuous where hair is not normally present in
women.

In recent years the interest in the measurement of this steroid has increased among clinical investigators
studying women suffering from idiopathic hirsutism.

Among the steroids known to be precursors for 3a-Diol G, namely dehydroepiandrosterone (DHEA),
dehydroepiandrosterone sulphate (DHEAS), DHT androstenedione and testosterone, only 3a-Diol G
has been shown to increase with hirsutism and decrease with treatment. This correlation has also been
demonstrated in patients with polycystic ovaries (PCO).

3a-Diol G determinations have therefore proved to be useful as an indicator in a variety of ways
including monitoring the progress of treatment of idiopathic hirsutism and women with polycystic
ovaries.

Furthermore diabetic patients, both men and women under cyclosporine A therapy, have shown 3a-
Diol G levels above normal, a side effect resulting in the appearance of hair in previously hairless
areas.



Iv.

PRINCIPLES OF THE METHOD

A fixed amount of **I labelled 30-Diol G competes with the 3a-Diol G to be
measured present in the sample or in the calibrator for a fixed amount of

antibody sites being immobilized to the wall of a polystyrene tube.

Neither

extraction nor chromatography are required because of the high specificity of the
coated antibodies. After a 2 hours incubation at RT on a shaker, an aspiration
step terminates the competition reaction. The tubes are then washed twice with 2
ml of Working Wash Solution and aspirated again. A calibration curve is plotted
and the 3a-Diol G concentrations of the samples are determined by dose
interpolation from the calibration curve.

V. REAGENTS PROVIDED
Reagents 96 Test Kit | Colour Reconstitution
Code
Tubes coated with anti 2x48 grey Ready for use
3o-Diol G
Ag 125) 1 vial Red Ready for use
53 ml
185 kBq
TRACER: ®lodine labelled 3a-
Diol G (HPLC grade) in buffer
with bovine casein (1%) and
azide (<0.1%)
1 vial yellow | Add 2 ml distilled water
Zero calibrator in bovine serum, Iyophilized
thymol (<0.1%) and gentamycine
(<0.1%)
5 vials yellow | Add 1 ml distilled water
. - lyophilized
Calibrators 30-Diol G-N=1t0 5
(see exact values on vial labels) in
bovine serum, thymol (<0.1%)
and gentamycine (<0.1%)
1 vial brown Dilute 25 x with
‘ WASH ‘ SOLN ‘ CONC ‘ 50 ml distilled water (use a
magnetic stirrer).
Wash solution (Phosphate Buffer)
2 vials silver Add 1 ml distilled water
| CONTROL | N | lyophilized
Controls - N =1 or 2
in human plasma and thymol
(<0.1%) .

Note : Use the zero calibrator for sample dilutions.

VI.  SUPPLIES NOT PROVIDED

The following material is required but not provided in the Kit:

1. Distilled water

2. Pipettes for delivery of: 100 pl, 500 pl and 2 ml (the use of accurate

pipettes with disposable plastic tips is recommended)

Vortex mixer
Magnetic stirrer
Tubes shaker (700 rpm)

©®NO O~ W

yield 70%).

VIl. REAGENT PREPARATION

A Calibrators : Reconstitute the zero calibrator with 2.0 ml distilled water

and other calibrators with 1 ml distilled water.
B. Controls : Reconstitute the controls with 1 ml distilled water.

C. Working Wash solution :

5 ml automatic syringe (Cornwall type) for washing
Aspiration system (optional)
Any gamma counter capable of measuring *°I may be used (minimal

Prepare an adequate volume of Working
Wash solution by adding 24 volumes of distilled water to 1 volume of
Wash Solution (25x). Use a magnetic stirrer to homogenize. Discard

unused Working Wash solution at the end of the day.
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XI.

STORAGE AND EXPIRATION DATING OF REAGENTS

Before opening or reconstitution, all kits components are stable until the
expiry date, indicated on the label, if kept at 2 to 8°C.

After reconstitution, calibrators and controls are stable for one week at 2 to
8°C. For longer storage periods, aliquots should be made and kept at —20°C.
Freshly prepared Working Wash solution should be used on the same day.
After its first use, tracer is stable until expiry date, if kept in the original well
closed vial at 2 to 8°C.

Alterations in physical appearance of kit reagents may indicate instability or
deterioration.

SPECIMEN COLLECTION AND PREPARATION

Serum or plasma samples must be kept at 2-8°C.

If the test is not run within 24 hrs., storage at -20°C is recommended.
Avoid successive freezing and thawing.

Heparinized plasma yields 15 % lower results than serum :

Y (Hep. plasma) = 0.86 x (serum) +0.52 r=0.96 n=13
EDTA plasma yields 25 % lower results than serum :
Y (EDTA plasma) = 0.74 x (serum) +0.52 r=0.97 n=13

PROCEDURE

Handling notes

Do not use the kit or components beyond expiry date. Do not mix materials
from different kit lots. Bring all the reagents to room temperature prior to
use.

Thoroughly mix all reagents and samples by gentle agitation or swirling. In
order to avoid cross-contamination, use a clean disposable pipette tip for the
addition of each reagent and sample.

High precision pipettes or automated pipetting equipment will improve the
precision. Respect the incubation times.

Prepare a standard curve for each run, do not use data from previous runs.

Procedure

Label coated tubes in duplicate for each calibrator, sample, control. For the
determination of total counts, label 2 normal tubes

Briefly vortex calibrators, samples and controls and dispense 100ul of each
into respective tubes.

Dispense 0.5 ml of **Iodine labelled 3a-Diol G into each tube, including the
uncoated tubes for total counts.

Shake the tube rack gently.

Incubate for 2 hours at room temperature with continuous shaking (700
rpm).

Aspirate the content of each tube (except total counts). Be sure that the
plastic tip of the aspirator reaches the bottom of the coated tube in order to
remove all the liquid.

Wash tubes with 2 ml Working Wash solution (except total counts) and
aspirate. Avoid foaming during the addition of the Working Wash solution.
Wash tubes again with 2 ml Working Wash solution (except total counts)
and aspirate.

After the last washing, let the tubes stand upright for two minutes and
aspirate the remaining drop of liquid.

Count tubes in a gamma counter for 60 seconds.

CALCULATION OF RESULTS

Calculate the mean of duplicate determinations, reject obvious outliers.
Calculate the bound radioactivity as a percentage of the binding determined at
the zero calibrator point (0) according to the following formula :

Counts (Calibrator or sample)
Counts (Zero Calibrator )

B/BO (%) = 100

Using a 3 cycle semi-logarithmic or logit-log graph paper, plot the (B/B0(%))
values for each calibrator point as a function of the 3a-Diol G concentration
of each calibrator point.

Computer assisted methods can also be used to construct the calibration
curve. If automatic result processing is to be used with results, “4 parameters”
function curve fitting is recommended.

By interpolation of the sample (B/B0(%)) values, determine the 3a-Diol G
concentrations of the samples from the reference curve.

For each assay, the percentage of total tracer bound in the absence of
unlabelled 3a-Diol G (BO/T) must be checked.



XIl. TYPICAL DATA

The following data are for illustration only and should never be used instead of

the real time calibration curve.

3a-Diol G cpm B/Bo (%)
Total count 35967
Calibrator 0.0 ng/ml 13912 100.0
0.2 ng/ml 11443 82.2
1.2 ng/ml 8385 60.3
6.0 ng/ml 4611 331
25.0 ng/ml 1796 12.9
75.0 ng/ml 960 6.9

XI1ll. PERFORMANCE AND LIMITATIONS

A Detection limit

Twenty zero calibrators were assayed along with a set of other

calibrators.
The detection limit, defined as the apparent concentration two

standard

deviations below the average counts at zero binding, was 0.05 ng/ml.

RECOVERY TEST

Sample added 3a-Diol G Recovered Recovered
(ng/ml) 3a-Diol G (%)
(ng/ml)
Serum 50 48.4 96.8
20 213 106.0
10 9.5 95.0
5 4.9 98.0

E. Time delay between last calibrator and sample dispensing
As shown hereafter, assay results remain accurate even when a sample is
dispensed 20 minutes after the calibrator has been added to coated tubes.

TIME DELAY
Serum 0 20"
(ng/ml)
Serum 1 2.92 2.90
Serum 2 9.60 9.59

Androstenedione
5-Androstene-33-17p-diol
17p-Estradiol

B. Specificity
Compound Cross-Reactivity (%)

5a-Androstane-3a-17B-diolG 100.00
5a-Androstane-3a-17B-diol 10.69
5a-Androstane-3a-17B-diol-3Glucuronide 5.86
Sa-Dihydrotestosterone Glucuronide 1.75
Progesterone 0.03
Testosterone glucuronide 0
Testosterone 0
11B-hydroxytestosterone 0
Sa-Dihydrotestosterone 0
5B-Dihydrotestosterone 0
Cortisol 0
Dehydroepiandrosterone 0
Estrone 0

0

0

0

XIV. INTERNAL QUALITY CONTROL

- If the results obtained for Control 1 and/or Control 2 are not within the range
specified on the vial label, the results cannot be used unless a satisfactory
explanation for the discrepancy has been given.

- If desirable, each laboratory can make its own pools of control samples,
which should be kept frozen in aliquots. Do not freeze-thaw more than
twice.

- To the best of our knowledge, no international reference material exists for
this parameter.

XV. REFERENCE INTERVALS

Note : this table shows the cross-reactivity for the anti 3a-Diol G.

C. Precision

Population Absolute range Median
(ng/ml) (ng/ml)
Female Premenopausal 03-79 1.9
Postmenopausal 0.1-59 15
Hirsute 1.6-9.3 4.6
Male 1.0-23.6 6.4

INTRA-ASSAY PRECISION INTER-ASSAY PRECISION
Serum N <X>+SD CcVv Serum N <X>+SD CcVv
(ng/ml) (%) (ng/ml) (%)
A 20 264+0.15 | 5.7 A 10 2.76 £0.17 6.4
B 20 | 10.11+0.50 | 4.9 B 10 10.32 £ 0.70 7.2
SD : Standard Deviation; CV: Coefficient of variation
D. Accuracy
DILUTION TEST
Sample Dilution Theoretical Measured
Concent. Concent.
(ng/ml) (ng/ml)
Serum 11 50.70 50.70
12 25.35 24.58
1/4 12.67 11.96
1/8 6.33 6.49
1/16 3.16 3.26
1/32 1.58 1.48
1/64 0.79 0.62

Samples were diluted with the zero calibrator.

XVI. PRECAUTIONS AND WARNINGS

Safety

For in vitro diagnostic use only.

This kit contains I (half-life: 60 days) ,emitting ionizing X (28 keV) and v (35.5
keV) radiations. This radioactive product can be transferred to and used only by
authorized persons; purchase, storage, use and exchange of radioactive products are
subject to the legislation of the end user's country. In no case the product must be
administered to humans or animals.

The human blood components included in this kit have been tested by European
approved and/or FDA approved methods and found negative for HBsAg, anti-HCV,
anti-HIV-1 and 2. No known method can offer complete assurance that human
blood derivatives will not transmit hepatitis, AIDS or other infections. Therefore,
handling of reagents, serum or plasma specimens should be in accordance with
local safety procedures.

All animal products and derivatives have been collected from healthy animals.
Bovine components originate from countries where BSE has not been reported.
Nevertheless, components containing animal substances should be treated as
potentially infectious.

Avoid any skin contact with reagents (sodium azide as preservative). Azide in this
kit may react with lead and copper in the plumbing and in this way form highly
explosive metal azides. During the washing step, flush the drain with a large
amount of water to prevent azide build-up.

Do not smoke, drink, eat or apply cosmetics in the working area. Do not pipette by
mouth. Use protective clothing and disposable gloves. All radioactive handling
should be executed in a designated area, away from regular passage. A log book
for receipt and storage of radioactive materials must be kept in the lab. Laboratory
equipment and glassware, which could be contaminated with radioactive substances
should be segregated to prevent cross contamination of different radioisotopes.



Any radioactive spills must be cleaned immediately in accordance with the
radiosafety procedures. The radioactive waste must be disposed of following the
local regulations and guidelines of the authorities holding jurisdiction over the
laboratory. Adherence to the basic rules of radiation safety provides adequate

protection.
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XVIIL.  SUMMARY OF THE PROTOCOL
TOTAL CALIBRATORS SAMPLE(S)
COUNTS CONTROLS
ul ul ul
Calibrators (0 to 5) - 100 -
Samples, controls - - 100
Tracer 500 500 500
Incubation 2 hours at RT with continuous shaking (700 rpm)
Separation - aspirate
Working Wash solution 2.0ml
Separation aspirate
Working Wash solution 2.0ml
Separation aspirate
Counting Count tubes for 60 seconds
Other translations of this Instruction for Use can be downloaded from our

website: https://www.diasource-diagnostics.com/
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Lire entierement le protocole avant utilisation.

3a-Diol G-RIA-CT

I.  BUT DU DOSAGE

Trousse de dosage radio-immunologique pour la mesure quantitative in vitro de la 5a-Androstane-3a-
17B-Diol-Glucuronide (3a-Diol G) dans le sérum et le plasma humain.

Il.  INFORMATIONS GENERALES
A. Nom du produit : DlAsource 3a-Diol G-RIA-CT kit
B. Numéro de catalogue: KIP0151: 96 tests

C. Fabriqué par : DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue du Bosquet, 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgique.

Pour une assistance technique ou une information sur une commande :
Tel : +32 (0)10 84.99.11 Fax : +32 (0)10 84.99.91

I11. CONTEXTE CLINIQUE

La 5a-Androstane-3a-17B-Diol-Glucuronide (3a-Diol G) est un stéroide C19. Il est produit
principalement comme un métabolite de la testostérone et de la dihydrotestostérone (DHT) produit en
grande partie par les tissus périphériques comme la peau et spécialement autour des follicules pileux.
La stimulation avec des quantités importantes de 3a-Diol G, conduit & la formation excessive de poils,
notamment remarquables, ou les poils ne sont normalement pas présents chez la femme.

Depuis quelques années, un intérét croissant pour la mesure de ce stéroide a été remarqué au travers de
travaux cliniques réalisés par des chercheurs étudiant les femmes souffrant d hirsutisme idiopathique.
Parmi les stéroides connus pour étre des précurseurs de la 3a-Diol G, dont la déhydroépiandrostérone
(DHEA), la déhydroépiandrostérone sulfate (DHEAS), la DHT androsténedione et la testostérone,
seule la 30-Diol G est en augmentation quand de I’hirsutisme est détecté et en décroissance lorsqu’un
traitement est appliqué. Cette corrélation a été également démontrée chez des patients présentant des
ovaires polycystiques (PCO).

Les détections de la 3a-Diol G ont de cette maniére été prouvées étre trés utiles en tant qu’indicateurs
dans différentes circonstances comme le suivi des progrés au cours du traitement de I’hirsutisme
idiopathique et pour les femmes présentant des ovaires polycystiques.

De plus, les patients diabétiques, tant les hommes que les femmes en thérapie avec la cyclosporine A,
ont montrés des niveaux de 3a-DIOL G supérieurs a la normale, un effet secondaire induisant
I’apparition de poils dans des régions préalablement chauves.



IV.  PRINCIPES DU DOSAGE

Une quantité fixe de 3a-Diol G marquée a I’*%[ est en compétition avec la 3a-
Diol G a mesurer et présente dans ’échantillon ou dans le calibrateur pour une
quantité¢ fixe d’anticorps immobilisés sur les parois du tube en polystyréne.
Aucune extraction ni chromatographie n’est requise a cause de la haute spécificité
de D’anticorps fixé. Aprés 2 heures d’incubation a température ambiante sous
agitation, le liquide est aspiré pour terminer la réaction de compétition. Les tubes
sont lavés avec 2 ml de Solution de Lavage et aspirés a nouveau. L’étape de
lavage est réalisée a 2 reprises. Une courbe de calibration est réalisée et la
concentration en 3a-DIOL G des échantillons est déterminée par interpolation de
la dose sur la courbe de calibration.

V. REACTIFS FOURNIS

Réactifs 96 Tests Code Reconstitution
couleur
Tubes recouverts avec 2x48 gris Prét a 'emploi
U I’anti 30-Diol G

1 flacon rouge Prét a I’emploi
53 ml

185 kBq
TRACEUR: 30-Diol G marquée a
1"*#lodine (grade HPLC) dans un
tampon avec de la caséine bovine
(1%) et de I’azide de sodium (<0,1%)
CAL n 1 flacon jaune Ajouter 2 ml d’eau
Calibrateur zéro dans du sérum bovin, Iyophilisé distillee
thymol (<0,1%) et gentamycine
(<0,1%)
CAL 5 flacons jaune Ajouter 1 ml d’eau
. - R lyophilisés distillée
Calibrateurs 30-Diol G-N=1a5
(cfr. valeurs exactes sur chaque
flacon) dans du sérum bovin, thymol
(<0,1%) et gentamycine (<0,1%)
| WAS | SOLN | CONG | 1 flacon brun Diluer 25x avec de
50 ml I’eau distillée (utiliser

un agitateur

Solution de lavage (tampon magnétique).

phosphate)

CONTR N 2 flacons gris Ajouter 1 ml d’eau
lyophilisés distillée

Contréles - N =1ou 2
dans du plamsa humain et thymol
(<0,1%)

Note : Utiliser le calibrateur “0” pour la dilution des échantillons.

VL.  MATERIELS NON FOURNIS

Le matériel mentionné ci-dessous est requis mais non fourni avec la trousse:

1. Eau distillée

2. Pipettes pour distribuer: 100 pl, 500 pl et 2 ml (I'utilisation de pipettes
précises et de pointes en plastique est recommandée)

Agitateur vortex

Agitateur magnétique

Agitateur de tubes (700 rpm)

Seringue automatique de 5 ml (type Cornwall) pour les lavages

Systéme d’aspiration

Tout compteur gamma capable de mesurer 1''?°l peut étre utilisé
(rendement minimum 70%).

NoooAw

VIl. PREPARATION DES REACTIFS

A. Calibrateurs : Reconstituer le calibrateur zéro avec 2,0 ml d’eau distillée
et les autres calibrateurs avec 1 ml d’eau distillée..
B. Controles : Reconstituer les contrbles avec 1 ml d’eau distillée.

C. Solution de Lavage : Préparer un volume adéquat de Solution de Lavage
en ajoutant 24 volumes d’eau distillée a 1 volume de Solution de Lavage
(25x). Utiliser un agitateur magnétique pour homogénéiser. Eliminer la
Solution de Lavage non utilisée a la fin de la journée.

VIIL.
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XI.

STOCKAGE ET DATE D’EXPIRATION DES REACTIFS

Avant I’ouverture ou la reconstitution, tous les composants de la trousse
sont stables jusqu’a la date d’expiration, indiquée sur 1’étiquette, si la
trousse est conservée entre 2 et 8°C.

Aprés reconstitution, les calibrateurs et les controles sont stables pendant
une semaine entre 2 et 8°C. Pour de plus longues périodes de stockage, des
aliquots devront étre réalisés et ceux-ci seront gardés a —20°C.

La Solution de Lavage préparée doit étre utilisée le jour méme.

Aprés la premiére utilisation, le traceur est stable jusqu’a la date
d’expiration, si celui-ci est conservé entre 2 et 8°C dans le flacon d’origine
correctement fermé.

Des altérations dans l’apparence physique des réactifs de la trousse
peuvent indiquer une instabilité ou une détérioration.

PREPARATION ET STABILITE DE L’ECHANTILLON

Les échantillons de sérum ou de plasma doivent étre gardés entre 2 et 8°C.
Si le test n’est pas réalisé¢ dans les 24 heures, un stockage a -20°C est
recommandgé.
Eviter des cycles de congélation et décongélation successifs.
Les plasmas héparinés donnent des rendements 15 % inférieurs aux
résultats obtenus avec le sérum :

Y (plasma hép.) = 0,86 x (sérum) + 0,52 r=09 n=13
Les plasmas traités avec ’EDTA donnent un rendement de 25 % inférieurs
aux résultats obtenus avec le sérum :

Y (plasma EDTA) =0,74 x (sérum) +0,52 r=0,97 n=13

MODE OPERATOIRE

Notes de manipulation

Ne pas utiliser la trousse ou ses composants aprés avoir dépassé la date
d’expiration. Ne pas mélanger du matériel provenant de trousses de lots
différents.  Mettre tous les réactifs a température ambiante avant
utilisation.

Mélangez a fond tous les réactifs et les échantillons sous agitation douce.
Pour éviter toute contamination croisée, utiliser une nouvelle pointe de
pipette pour I’addition de chaque réactif et échantillon.

Des pipettes de haute précision ou un équipement de pipetage automatique
permettent d’augmenter la précision. Respecter les temps d’incubation.
Préparer une courbe d’étalonnage pour chaque nouvelle série
d’expériences, ne pas utiliser les données d’expériences précédentes.

Mode opératoire

Identifier les tubes recouverts fournis dans la trousse en double pour
chaque calibrateur, échantillon, contrle. Pour la détermination de
I’activité totale, identifier 2 tubes non recouverts.

Agiter au vortex brievement les calibrateurs, les échantillons et les
contrdles. Puis distribuer 100 pl de chacun d’eux dans leurs tubes
respectifs.

Distribuer 0,5 ml de 30-DIOL G marquée a I’ *®lodine dans chaque tube, y
compris les tubes sans anticorps pour la détermination de I’activité totale.
Agiter gentiment le portoir de tube pour libérer toute bulle d’air
emprisonnée.

Incuber pendant 2 heures a température ambiante sous agitation continue
(700 rpm).

Aspirer le contenu de chaque tube (a I’exception des tubes utilisés pour la
détermination de I’activité totale). Assurez-vous que la pointe utilisée
pour aspirer le liquide des tubes atteint le fond de chacun d’eux pour
éliminer toute trace de liquide.

Laver les tubes avec 2 ml de Solution de Lavage (a I’exception des tubes
utilisés pour la détermination de l’activité totale) et aspirer. Eviter la
formation de mousse pendant I’addition de la Solution de Lavage.

Laver les tubes a nouveau avec 2 ml de Solution de Lavage (a I’exception
des tubes utilisés pour la détermination de 1’activité totale) et aspirer.
Aprés le dernier lavage, laisser les tubes droits pendant 2 minutes et
aspirer le reste de liquide.

Placer les tubes dans un compteur gamma pendant 60 secondes pour
quantifier la radioactivité.

CALCUL DES RESULTATS

Calculer la moyenne de chaque détermination réalisée en double, écarter
les valeurs aberrantes.



Calculer la capacité de liaison de ’essai comme un pourcentage de liaison

Utiliser un “3 cycle semi-logarithmic” ou un papier graphique “logit-log”,
porter en ordonnée les valeurs exprimées en pourcentage de liaison
(B/B0(%)) de chaque point de calibration et en abscisse leur concentration

Des méthodes informatiques peuvent aussi étre utilisées pour construire la
courbe de calibration. i un systéme d’analyse de traitement informatique

des données est utilisé, la fonction “4 paramétres” d’ajustement de courbe

de chaque échantillon (B/B0(%))
détermine les concentrations en 3a-Diol G a partir de la courbe

Pour chaque essai, le pourcentage total de traceur lié en absence de 3a-

2.
déterminé au point de calibration (0) en suivant la formule ci-dessous :
B/BO (%) = moyenne des cpm (CAL ou échantillo n) X100
moyenne des cpm (CAL 0)
2.
respective en 3a-Diol G.
3.
est recommandée.
4. 4. L’interpolation des valeurs
d’étalonnage.
5.
Diol G non marquée (BO/T) doit étre vérifié.
XIl.  DONNEES TYPES

Les données représentées ci-dessous sont données pour information et ne peuvent
jamais étre utilisées a la place d’une courbe d’étalonnage.

D. Exactitude

TEST DE DILUTION

Echantillon Dilution Concent. Théorique Concent. Mesurée

(ng/ml) (ng/ml)

1 11 50,70 50,70
1/2 25,35 24,58

1/4 12,67 11,96

1/8 6,33 6,49

1/16 3,16 3,26

1/32 1,58 1,48

1/64 0,79 0,62

L’échantillon a été dilué avec le calibrateur zéro.

TEST DE RECUPERATION

Echantillon 30-Diol G 3a-Diol G récupéré Recupération
ajouté (ng/ml) (ng/ml) (%)
Sérum 50 48,4 96,8
20 213 106,0
10 9,5 95,0
5 4,9 98,0

3a-Diol G cpm B/Bo (%)
Activité totale 35967
Calibrateur
0,0 ng/ml 13912 100,0
0,2 ng/ml 11443 82,2
1,2 ng/ml 8385 60,3
6,0 ng/ml 4611 33,1
25,0 ng/ml 1796 12,9
75,0 ng/ml 960 6,9
XIll. PERFORMANCE ET LIMITATIONS
A. Limite de détection
Vingt calibrateurs zéro ont été testés en parallele avec un assortiment
d’autres calibrateurs.
La limite de détection, définie comme la concentration apparente située 2
déviations standards en-dessous de la moyenne déterminée a la fixation
zéro, était de 0,05 ng/ml.
B. Spécificité
Composé Réactivité Croisée
(%)
SaAndrostane-3a,17p-diolG 100,0
SaAndrostane-3a,17p-diol 10,69
5aAndrostane-3a,17f-diol-3Glucuronide 5,86
SaDihydrotestostérone Glucuronide 1,75
Progestérone 0,03
Testostérone glucuronide 0
Testostérone 0
11p-hydroxytestostérone 0
Sa-Dihydrotestostérone 0
5B- Dihydrotestostérone 0
Cortisol 0
Déhydroépiandrostérone 0
Estrone 0
Androstenedione 0
5-Androstene-38,17p-diol 0
17p Estradiol 0

P.S.: ce tableau montre la réactivité croisée de I’anti 3a-Diol G.

C. Précision

INTRA-ESSAI INTER-ESSAI
Sérum N <X>+SD cv Sérum N <X>+SD CVv
(ng/ml) (%) (ng/ml) (%)
A 20 | 2,64+0,15 57 A 10 2,76 £ 0,17 6,4
B 20 | 10,11 +0,50 4,9 B 10 10,32 £ 0,70 7,2

SD : Déviation Standard; CV: Coéfficient de variation

E. Délai entre la distribution du dernier calibrateur et celle de
I’échantillon
Comme montré ci-dessous, les résultats d’un essai restent précis méme
quand un échantillon est distribué 20 minutes aprés que le calibrateur ait
été ajouté aux tubes avec 1’anticorps.

DELAI
Sérum 0 20"
(ng/ml)
Sérum 1 2,92 2,90
Sérum 2 9,60 9,59

X1V. CONTROLE DE QUALITE INTERNE

- Si les résultats obtenus pour le(s) contrdle(s) 1 et/ou 2 ne sont pas dans
Iintervalle spécifié sur 1’étiquette du flacon, les résultats ne peuvent pas
étre utilisés a moins que I'on ait donné une explication satisfaisante de la
non-conformité.

- Chaque laboratoire est libre de faire ses propres stocks d’échantillons
contrdles, lesquels doivent étre congelés aliquotés. Ne pas congeler —
décongeler plus de deux fois.

- A notre connaissance, aucun matériel de référence internationale n’existe
pour ce parameétre.

XIV. VALEURS ATTENDUES

Population Intervalle absolu Médiane
(ng/ml) (ng/ml)
Femmes Pré-ménopauses 0,3-7,9 19
Post-ménopauses 0,1-59 1,5
Hirsutes 1,6-93 4.6
Hommes 1,0-23,6 6,4
XV. PRECAUTIONS ET AVERTISSEMENTS
Sécurité

Pour utilisation en diagnostic in vitro uniquement.

Cette trousse contient de 1’*? (demi-vie: 60 jours), une matiére radioactive
émettant des rayonnements ionisants X (28 keV) et y (35.5 keV). Ce produit
radioactif peut uniquement étre recu, acheté, possédé ou utilisé par des personnes
autorisées; ’achat, le stockage, 1'utilisation et 1’échange de produits radioactifs
sont soumis a la législation du pays de Il'utilisateur final. Ce produit ne peut en
aucun cas étre administré a I’homme ou aux animaux.

Les composants de sang humain inclus dans ce kit ont été évalués par des
méthodes approuvées par I’Europe et/ou la FDA et trouvés négatifs pour HBsAg,
I’anti-HCV, anti-HIV-1 et 2. Aucune méthode connue ne peut offrir I'assurance



compléte que des dérivés de sang humain ne transmettront pas d’hépatite, le sida
ou toute autre infection. Donc, le traitement des réactifs, du sérum ou des
échantillons de plasma devront étre conformes aux procédures locales de sécurité.
Tous les produits animaux et leurs dérivés ont été collectés d'animaux sains. Les
composants bovins proviennent de pays ou I’ESB n'a pas été détectée.
Néanmoins, les composants contenant des substances animales devront étre traités
comme potentiellement infectieux.

L’azide de sodium est nocif s’il est inhalé, avalé ou en contact avec la peau
(I’azide de sodium est utilisé comme agent conservateur). L’azide dans cette
trousse pouvant réagir avec le plomb et le cuivre dans les canalisations et donner
des composés explosifs, il est nécessaire de nettoyer abondamment a ’eau le
matériel utilisé.

Ne pas fumer, ni boire, ni manger ni appliquer de produits cosmétiques dans les
laboratoires ou des produits radioactifs sont utilisés. Ne pas pipeter avec la
bouche. Utiliser des vétements protecteurs et des gants a usage unique. Toutes les
manipulations radioactives doivent étre exécutées dans un secteur désigné,
éloigné de tout passage. Un journal de réception et de stockage des matieres
radioactives doit étre tenu a jour dans le laboratoire. L'équipement de laboratoire
et la verrerie, qui pourrait étre contaminée avec des substances radioactives,
doivent étre isolés afin d’éviter la contamination croisée de plusieurs isotopes.
Toute contamination ou perte de substance radioactive doit étre réglée
conformément aux procédures de radio sécurité. Les déchets radioactifs doivent
étre placés de maniére a respecter les réglementations en vigueur. L'adhésion aux
régles de base de sécurité concernant les radiations procure une protection
adéquate
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XVIIL.

RESUME DU PROTOCOLE

ACTIVITE CALIBRA- ECHANTILL
TOTALE TEURS ON(S)
(1) (1) (1)
Calibrateurs (0 & 5) - 100 -
Echantillons, controles - - 100
Traceur 500 500 500

Incubation 2 heures a température ambiante sous agitation continue
(700 rpm)

Séparation - aspiration

Solution de Lavage 2,0ml

Séparation aspiration

Solution de Lavage 2,0ml

Séparation aspiration

Comptage Temps de comptage des tubes : 60 secondes

(radioactivité)




C€

Lees het hele protocol vo6r gebruik.

3a-Diol G-RIA-CT

I.  BEOOGD GEBRUIK

Radioimmunoassay voor de kwantitatieve bepaling in vitro van menselijk Sa-Androstaan-3a-17p-Diol-
Glucuronide (3a-Diol G) in serum en plasma.

1. ALGEMENE INFORMATIE
A. Gedeponeerd handelsmerk:  DIAsource 3a-Diol G-RIA-CT kit
B. Catalogusnummer: KIP0151: 96 testen.

C. Geproduceerd door: DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue du Bosquet 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgié.

Voor technische assistentie of voor bestelinformatie
kunt u contact opnemen met :
Tel : +32 (0)10 84.99.11 Fax: +32 (0)10 84.99.91

I11. KLINISCHE ACHTERGROND

5a-Androstaan-3a-17p-Diol-Glucuronide (3a-Diol G) is een Cio-steroide. Het wordt hoofdzakelijk
aangemaakt als een metaboliet van testosteron en dihydrotestosteron (DHT). Het wordt grotendeels
aangemaakt in perifere doelweefsels zoals de huid en dan voornamelijk rond haarfollikels. De
stimulering door grote hoeveelheden 3a-Diol G leidt tot overmatige haarvorming, wat bijzonder
opvallend is op plaatsen waar haargroei niet gebruikelijk is bij vrouwen.

De laatste jaren vertonen klinische onderzoekers een grotere interesse in de bepaling van deze steroide;
zij verrichten onderzoek bij vrouwen die leiden aan idiopatisch hirsutisme.

Van de steroiden die bekend staan als precursors voor 3a-Diol G — namelijk dehydro-epiandrosteron
(DHEA), dehydro-epiandrosteronsulfaat (DHEAS), DHT androstenedion en testosteron — blijkt dat
enkel 3a-Diol G toeneemt ingeval van hirsutisme en afneemt bij een behandeling. Deze correlatie werd
ook aangetoond bij patiénten met het polycysteus-ovariumsyndroom (PCOS).

Aan de hand daarvan werd bewezen dat bepalingen van 3a-Diol G op verschillende manieren nuttig
zijn als indicator, inclusief de opvolging van de vooruitgang bij de behandeling van idiopatisch
hirsutisme en van vrouwen met het polycysteus-ovariumsyndroom.

Bovendien werden bij diabetici — zowel mannen als vrouwen met een cyclosporine A-therapie —
spiegels van 3a-Diol G aangetoond die hoger waren dan normaal, een bijwerking die leidt tot haargroei
op plaatsen die vroeger kaal waren.



Iv.

BESCHRIJVING VAN DE METHODE

Een vaste hoeveelheid 21 gelabeld 30-Diol G concurreert met 3a-Diol G dat
bepaald moet worden en aanwezig is in het monster of in de kalibrator voor een
vast aantal plaatsen met antilichamen die geimmobiliseerd zijn aan de wand van

een buisje van polystyreen.
antilichamen

Vanwege de hoge specificiteit van de gecoate

is er geen extractie of chromatografie vereist. Na een

incubatieperiode van 2 uur bij kamertemperatuur op een schudder wordt de
concurrentiereactie beéindigd door een aspiratiefase. Daarna worden de buisjes
twee maal gewassen met 2 ml werk-wasoplossing en opnieuw afgezogen. Een
kalibratiecurve wordt uitgezet en de concentraties van 3a-Diol G van de monsters
worden bepaald door dosisinterpolatie van de kalibratiecurve.

V. GELEVERDE REAGENTIA
Reagens Kit voor Kleur- Reconstitutie
96 testen code
Buisjes gecoat met anti 2x48 grijs Klaar voor gebruik
H 3a-Diol G
1 flacon rood Klaar voor gebruik
Tracer : 3a-Diol G gelabeld met lg; ITEI‘
2500d (HPLC-kwaliteit) in buffer a
met bovien caseine (1%) en azide
(<0,1%)
CAL n 1 flacon, geel 2 ml gedestilleerd water
Nulkalibrator : Bovien serum, gder\tgrc:ge;ii_ toevoegen
thymol (< 0,1%) en gentamycine
(<0,1%)
CAL 5 flacons, geel 1 ml gedestilleerd water
. - gevries- toevoegen
Kalibrators 3a-Diol G: N =1tot5 droogd
(zie de exacte waarden op de
flaconetiketten) in bovien serum,
thymol (< 0,1%) en gentamycine
(<0,1%)
| WAS | SOLN | CONG | 1 flacon bruin | 25x met gedistilleerd
50 ml water verdunnen
. . (gebruik een
Wasoplossing 25x : fosfaatbuffer magnetische roerder)
2 flacons, zilver 1 ml gedestilleerd water
gevries- toevoegen
Controlles : N =1 of 2 droogd
in humaan plasma en thymol
(< 0,1%)

Opmerking: Gebruik Nulkalibrator voor monsterverdunningen.

V1.

NIET MEEGELEVERDE MATERIALEN

De volgende materialen zijn noodzakelijk maar worden niet meegeleverd met de

kit:
1.
2.

O N OAW

VII.

Gedestilleerd water.

Pipetten voor een volume van 100 pl, 500 pl en 2 ml (het gebruik van
nauwkeurige pipetten met plastic wegwerptips wordt aanbevolen).
Vortexmenger.

Magnetische roerder.

Schudder voor de buisjes. (700 rpm)

Automatische spuit van 5 ml (type Cornwall) voor de wasfase.
Afzuigsysteem (facultatief).

Een gammateller die geschikt is voor de bepaling van %I. Een maximale
telefficiéntie moet worden gegarandeerd.

BEREIDING VAN HET REAGENS

Kalibrators: Reconstitueer de nulkalibrator met 2,0 ml gedestilleerd water
en andere kalibrators met 1 ml gedestilleerd water.

Controles: Reconstitueer de controles met 1 ml gedestilleerd water.
Werk-wasoplossing:  Bereid een voldoende hoeveelheid werk-
wasoplossing door 24 eenheden gedestilleerd water toe te voegen aan 1
eenheid wasoplossing. Gebruik een magnetische roerder voor de
homogenisering. Op het eind van de dag moet de ongebruikte werk-
wasoplossing afgevoerd worden.

VIIL.

=

10.

XL

OPSLAG EN VERVALDATUM VAN REAGENTIA

Véér opening of reconstitutie zijn alle kitcomponenten houdbaar tot de
vervaldatum, zoals vermeld op het etiket, indien zij bewaard werden bij 2
tot 8°C.

Na reconstitutie zijn de kalibrators en controles gedurende één week
houdbaar bij 2 tot 8°C. Voor een langere bewaartermijn moeten aliquots
gemaakt worden, die bij -20°C bewaard moeten worden.

Een vers bereide werk-wasoplossing moet op dezelfde dag nog gebruikt
worden.

Na het eerste gebruik is de tracer houdbaar tot de vervaldatum, indien
bewaard bij 2 tot 8°C in de oorspronkelijke, goed afgesloten flacon.
Wijzigingen in het fysieke aspect van Kkitreagentia kunnen wijzen op
instabiliteit of op een kwaliteitsvermindering.

MONSTERAFNAME EN MONSTERBEREIDING

Serum- of plasmamonsters moeten bij 2-8°C bewaard worden.
Indien de test niet binnen 24 uur uitgevoerd wordt, dan wordt aanbevolen
om ze bij -20°C te bewaren.
Vermijd herhaalde invriezing en ontdooiing.
Gehepariniseerd plasma geeft resultaten die 15% lager liggen dan die van
serum:

Y (gehepariniseerd plasma) = 0,86 x (serum) + 0,52 r=0,96 n=13
EDTA-plasma geeft resultaten die 25% lager liggen dan die van serum:

Y (EDTA-plasma) = 0,74 x (serum) + 0,52 r=097 n=13

PROCEDURE

Opmerkingen bij de procedure

Gebruik de kit of de componenten niet langer dan de aangegeven
vervaldatum. Materialen van kits van verschillende loten mogen niet
gemengd worden. Laat alle reagentia op kamertemperatuur komen vaér
gebruik.

Meng alle reagentia en monsters goed door ze voorzichtig te bewegen of
door er voorzichtig mee te draaien. Om kruisbesmetting te vermijden,
moet een propere wegwerpbare pipettip gebruikt worden voor toevoeging
van elk reagens en monster.

Pipetten met een grote precisie of geautomatiseerde pipetteerapparatuur
zullen de precisie verhogen. Respecteer de incubatietijden.

Bereid een kalibratiecurve voor elke run; men mag geen gegevens
gebruiken van voorafgaande runs.

Procedure

Etiketteer de gecoate buisjes in duplo voor elke kalibrator, voor elk
monster, voor elke controle. Etiketteer 2 normale buisjes voor de bepaling
van de totaaltellingen.

Vortex de kalibrators, monsters en controles gedurende korte tijd en
distribueer 100 pl van elk in het desbetreffende buisje.

Distribueer 0,5 ml 3a-Diol G dat met | gelabeld werd in elk buisje,
inclusief de niet gecoate buisjes voor de totaaltellingen.

Schud het rek met de buisjes voorzichtig zodat eventuele ingesloten
luchtbellen vrijkomen.

Incubeer gedurende 2 uur bij kamertemperatuur terwijl er voortdurend mee
geschud wordt (700 rpm).

Zuig de inhoud van elk buisje (met uitzondering van de totaaltellingen) op
Zorg ervoor dat de plastic tip van de aspirator tot aan de bodem van het
gecoate buisje komt zodat alle vloeistof verwijderd wordt.

Was de buisjes met 2 ml werk-wasvloeistof (met uitzondering van de
totaaltellingen) en zuig op. Vermijd schuimvorming tijdens toevoeging van
de werk-wasvloeistof.

Was de buisjes nogmaals met 2 ml werk-wasvloeistof (met uitzondering
van de totaaltellingen) en zuig op.

Na de laatste wasfase moeten de buisjes gedurende twee minuten rechtop
blijven staan en zuig daarna de overblijvende vloeistof op.

Tel de buisjes in een gammateller gedurende 60 seconden.

BEREKENING VAN DE RESULTATEN

Bereken het gemiddelde voor de bepalingen in duplo, verwerp hierbij de
duidelijke uitschieters.

Bereken het percentage binding van de gebonden radioactiviteit, bepaald op
het punt van de nulkalibrator (0), aan de hand van de volgende formule:

cpm (Kalibrator of monster)
cpm (Nulkalibr ator)

x100

B/BO (%) =



3. Zetde (B/B0(%)) waarden uit voor elk kalibratorpunt, als een functie van de
30-Diol G concentratie van elk kalibratorpunt, op 3-cyclisch semi-
logaritmisch of dubbellogaritmisch papier.

4. Ook computergestuurde methoden kunnen worden gebruikt om de
kalibratiecurve te vormen. Indien de resultaten automatisch verwerkt
worden, wordt de “4 parameters”-functie aanbevolen voor de gepaste curve.

5. Bepaal de 30-Diol G concentraties van de monsters uit de referentiecurve
door de monsterwaarden (B/B0(%)) te interpoleren.

6. Voor elke bepaling moet het totaalpercentage van de tracer, gebonden in
afwezigheid van ongelabeld 3a-Diol G (BO/T), gecontroleerd worden.

XIl. KENMERKENDE GEGEVENS

De volgende gegevens dienen enkel ter illustratie en mogen in geen geval
gebruikt worden ter vervanging van de real time kalibratiecurve.
30-Diol G cpm B/Bo (%)
Totaaltelling 35967
Kalibrator 0,0 ng/ml 13912 100,0
0,2 ng/ml 11443 82,2
1,2 ng/ml 8385 60,3
6,0 ng/ml 4611 331
25,0 ng/ml 1796 12,9
75,0 ng/ml 960 6,9
XIIl. EIGENSCHAPPEN EN GRENZEN
A.  Detectielimiet
Twintig nulkalibrators werden bepaald, samen met de serie andere
kalibrators. De detectielimiet, omschreven als de schijnbare concentratie
van twee standaarddeviaties onder de gemiddelde tellingen bij nulbinding,
bedroeg 0,05 ng/ml.
B. Specificiteit
Bestanddeel Kruisreactiviteit
(%)
Saandrostaan-3a,17B-diolG 100,00
Saandrostaan-3a,17f-diol 10,69
Saandrostaan-3a,17f-diol-3glucuronide 5,86
Sadihydrotestosteron glucuronide 1,75
Testosteron glucuronide 0
Testosteron 0
11B-hydroxytestosteron 0
Sa-dihydrotestosteron 0
5p- dihydrotestosteron 0
Cortisol 0
Dehydro-epiandrosteron 0
Estron 0
Androsteendion 0
5-androsteen-3p,17p-diol 0
17 oestradiol 0

Opmerking: deze tabel toont de kruisreactiviteit voor anti 3a-Diol G.

C. Precisie
PRECISIE BINNEN EEN TEST PRECISIE TUSSEN TESTEN
Serum N <X>+SD VvC Serum N <X>+SD VvC
(ng/ml) (%) (ng/ml) (%)
A 20 | 2,64+0,15 5,7 A 10 2,76 +0,17 6,4
B 20 | 10,11+050 | 4,9 B 10 | 10,32+0,70 72

D. Nauwkeurigheid
VERDUNNINGSTEST
Monster Verdunning Theoretische Concentratie die
concentratie bepaald werd

(ng/ml) (ng/ml)
1 1/1 50,70 50,70
1/2 25,35 24,58
1/4 12,67 11,96
1/8 6,33 6,49
1/16 3,16 3,26
1/32 1,58 1,48
1/64 0,79 0,62

Monsters werden verdund met de nulkalibrator.
RECOVERY-TEST
Monster 30-Diol G Recovery van 3a- Recovery
toegevoegd Diol G (%)
(ng/ml) (ng/ml)

Serum 50 48,4 96,8
20 21,3 106,0

10 9,5 95,0

5 4,9 98,0

E.  Tijd tussen de laatste kalibrator en distributie van het monster
Zoals hieronder weergegeven wordt, blijven de resultaten van de bepaling
nauwkeurig, zelfs wanneer een monster 20 minuten na toevoeging van de
kalibrator over de gecoate buisjes gedistribueerd wordt.

TIJDSPANNE
Serum 0 20
(ng/ml)
Serum 1 2,92 2,90
Serum 2 9,60 9,59

XIV. INTERNE KWALITEITSCONTROLE

- Indien de resultaten, die verkregen werden voor controle 1 en/of controle 2,
niet binnen het bereik vallen zoals vermeld op het flaconetiket, dan mogen
de resultaten niet gebruikt worden tenzij een bevredigende uitleg gegeven
wordt voor de discrepantie.

- Indien gewenst, kan elk laboratorium zijn eigen pools voor
controlemonsters maken, die dan in aliquots bewaard moeten worden in de
diepvriezer. Gelieve niet meer dan twee keer in te vriezen en te ontdooien.

- Naar ons beste weten bestaat er geen internationaal referentiemateriaal
voor deze parameter.

XV. REFERENTIE-INTERVALS

Populatie Absoluut bereik Mediaan
(ng/ml) (ng/ml)
Vrouwen V66r menopauze 03-7,9 19
Na menopauze 0,1-59 15
Hirsuut 1,6-93 4,6
Mannen 1,0-23,6 6,4
XVI. VOORZORGSMAATREGELEN EN WAARSCHUWINGEN
Veiligheid

SD: standaarddeviatie; VC: variatiecoéfficiént

Uitsluitend voor in vitro diagnostisch gebruik.

Deze kit bevat I (halfwaardetijd: 60 dagen) , dat ioniserende X- (28 keV) en vy-
stralen (35.5 keV) uitzendt. Dit radioactieve product mag enkel overhandigd
worden aan en gebruikt worden door bevoegd personeel; ontvangst, opslag,
gebruik en overdracht van radioactieve producten zijn onderworpen aan de

wetgeving van het land van de eindgebruiker.

In geen geval mag het product

toegediend worden aan mensen of dieren.

De componenten, afkomstig van menselijk bloed, in deze kit werden getest door
in Europa goedgekeurde en/of door de Amerikaanse FDA goedgekeurde
methoden op aanwezigheid van HBsAg, anti-HCV, anti-HIV-1 en 2 en gaven een
negatief resultaat. Geen enkele bekende methode kan echter volledige garantie
bieden dat derivaten van menselijk bloed geen hepatitis, aids of andere infecties



overdragen. Daarom moet men reagentia, serum- of plasmamonsters behandelen
in overeenstemming met de plaatselijke veiligheidsprocedures.

Alle producten en derivaten van dierlijke oorsprong zijn afkomstig van gezonde
dieren. Boviene componenten komen uit landen waar BSE niet gerapporteerd
werd. Toch moeten componenten die bestanddelen van dierlijke oorsprong
bevatten, behandeld worden als potentieel besmettelijk.

Vermijd dat de reagentia (natriumazide als conserveermiddel) in contact komen
met de huid. Azide in deze kit kan reageren met lood en koper in de
afvoerleidingen en op die manier zeer explosieve metaalaziden vormen. Tijdens
de wasfase moeten de afvoerleidingen ruimschoots met water nagespoeld worden
om ophoping van azide te vermijden.

Niet roken, drinken, eten of cosmetica aanbrengen in de werkruimte. Niet met de
mond pipetteren. Draag beschermende kleding en gebruik
wegwerphandschoenen.  Alle handelingen met radioactief materiaal moeten
plaatsvinden in een daartoe bestemde ruimte, waar uitsluitend bevoegd personeel
toegelaten wordt. Een logboek met ontvangst en opslag van radioactieve
materialen moet worden bijgehouden in het laboratorium.
Laboratoriumapparatuur en glaswerk, dat eventueel gecontamineerd werd met
radioactieve bestanddelen, moeten worden gesegregeerd om kruisbesmetting van
verschillende radioisotopen te vermijden.

Als radioactief materiaal gemorst werd, dan moet dat onmiddellijk gereinigd
worden in overeenstemming met de procedure voor stralingsveiligheid. Het
radioactieve afval moet worden weggegooid in overeenstemming met de
plaatselijke voorschriften en richtlijnen van de autoriteiten waaronder het
laboratorium valt. Naleving van de basisregels van stralingsveiligheid zorgt voor
een juiste bescherming.
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XVIIL.SAMENVATTING VAN HET PROTOCOL

TOTAAL- KALIBRATORS MONSTER(S)
TELLINGEN CONTROLES
(u) (k) (CU]
Kalibrators (0 tot 5) - 100 -
Monsters, controles - - 100
Tracer 500 500 500

Incubatie 2 uur bij kamertemperatuur terwijl er
voortdurend geschud wordt (700 rpm)
Scheiding - opzuigen
Werk-wasoplossing 2,0ml
Scheiding opzuigen
Werk-wasoplossing 2,0ml
Scheiding opzuigen

Telling

Tel buisjes gedurende 60 seconden
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Vor Gebrauch des Kits lesen Sie bitte diese Packungsbeilage.

3a-Diol G-RIA-CT

I.  VERWENDUNGSZWECK

Ein Radio-Immunoassay fiir die quantitative in vitro Bestimmung von humanem 5a-Androstan-3a-
17p-Diol-Glucuronid (3a-Diol G) in Serum und Plasma.

Il.  ALLGEMEINE INFORMATION
A. Handelsbezeichnung : DIAsource 3a-Diol G-RIA-CT Kit
B. Katalognummer : KIP0151: 96 Tests

C. Hergestellt von: DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue du Bosquet, 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgien.

Fur technische Unterstiitzung oder Bestellungen wenden Sie sich bitte an:

Tel : +32 (0)10 84.99.11 Fax : +32 (0)10 84.99.91
Fir Deutschland : Kostenfreie Rufnummer : 0800 1 00 85 74 - Kostenfreie Faxnummer : 0800 1 00 85 75
E-mail Ordering : ordering@diasource.be

I11.  KLINISCHER HINTERGRUND

5a-Androstan-3a-17p-Diol-Glucuronid (3a-Diol G) ist ein C19-Steroid. Es entsteht hauptséchlich als
Metabolit von Testosteron und Dihydrotestosteron (DHT). Zum grofiten Teil wird es in peripheren
Zielgeweben wie der Haut, besonders um die Haarfollikel herum, produziert. Eine Stimulation mit
groReren Mengen von 3a-Diol G flhrt zu einer exzessiven Haarbildung — dies wird besonders an den
Stellen deutlich, an denen Haare bei Frauen normalerweise nicht vorhanden sind.

In den letzten Jahren wuchs bei klinischen Forschern, die an idiopathischem Hirsutismus leidende
Patientinnen untersuchten, das Interesse an der Messung dieses Steroids.

Unter den Steroiden, die als Vorldufer fur das 3a-Diol G gelten, wie Dehydroepiandrosteron (DHEA),
Dehydroepiandrosteronsulfat (DHEAS), DHT, Androstendion und Testosteron, wurde nur bei 3a-Diol
G eine Zunahme bei Hirsutismus und eine Abnahme bei Behandlung festgestellt. Diese Korrelation
wurde auch bei Patientinnen mit polyzystischen Ovarien (PCO) gezeigt.

Die Bestimmung von 3o-Diol G hat sich deshalb als nutzlicher Indikator bei einer Reihe von
Untersuchungsmethoden erweisen, wie bei der Uberwachung des Behandlungsfortschritts bei
idiopathischem Hirsutismus und von Patientinnen mit polyzystischen Ovarien.

Dariberhinaus hat sich gezeigt, dass Diabetiker, sowohl Ménner als auch Frauen, unter Cyclosporin A
Therapie einen 3a-Diol-G-Spiegel Giber dem Normalwert haben, und als Nebeneffekt Haare auf vorher
haarlosen Stellen entstehen.
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GRUNDSATZLICHES ZUR DURCHFUHRUNG

Eine festgesetzte Menge an %1 markiertem 3a-Diol G konkurriert mit dem zu
messenden, in der Probe oder in dem Kalibrator vorhandenen 3a-Diol G um eine
Menge an Antikdrperbindungsstellen, die an der Wand des Polystyren Réhrchens
fixiert sind. Aufgrund der hohen Spezifitat der beschichteten Antikdrper sind
weder Extraktion noch Chromatographie erforderlich. Nach einer zweistindigen

Inkubation  bei
Verdréngungsreaktion.

RT auf einem Schuttler, beendet das Absaugen die
Die Rohrchen werden anschliessend zweimal mit

Waschldsung gewaschen, danach wird nochmals abgesaugt. Eine Standardkurve
wird gedruckt und die 3a-Diol-G-Konzentrationen der Proben werden iiber Dosis
Interpolation der Kalibrationskurve bestimmt.

V. MITGELIEFERTE REAGENZIEN
Reagenz 96 Test Kit | Farbcode Rekonstitution
Mit anti 3a-Diol G- 2x48 grau Gebrauchsfertig
U beschichtete Réhrchen
A 125) 1 GefaR rot Gebrauchsfertig
[ 2o [ =] S
Tracer : 2lod markiertes 30-Diol | 185 kBq
G (HPLC grade) in Puffer mit
Rindercasein (1%) und Azid
(<0,1%)
CAL n 1 Gefal gelb 2 ml dest. Wasser
k - lyophilisiert zugeben
Null-Kalibrator. Rinderserum,
Thymol (<0,1%) und
Gentamycine (<0,1%)
CAL 5 Gefale gelb 1 ml dest. Wasser
. - lyophilisiert zugeben
Kalibratoren 3a-Diol G: N =1
bis 5 (genaue Werte auf GefaR-
Etiketten) in Rinderserum,
Thymol (<0,1%) und
Gentamycine (<0,1%)
WASH | SOLN | CONC | 1 Gefal braun |25x mit dest. Wasser
50 ml (Magnetriihrer
Waschldsung (Phosphatpuffer) verwenden) verdinnen.
2 Gefale silber 1 ml dest. Wasser
lyophilisiert zugeben
Kontrollen : N = 1 oder 2
in Humanplasma und Thymol
(<0,1%)

Bemerkung : Benutzen Sie den Null-Kalibrator fir Probenverdiinnungen.

V1.

ZUSATZLICH BENOTIGTES MATERIAL

Folgendes Material wird bendtigt, aber nicht mit dem Kit mitgeliefert:

1
2.

® N OAW

VII.

VIII.

Dest. Wasser
Pipetten: 100 pl, 500 pl und 2 ml (Verwendung von Prézisionspipetten mit
Einwegpipettenspitzen wird empfohlen)
Vortexmixer
Magnetrihrer
Schiittler fir Rohrchen (700 rpm)
5 ml automatische Spritze (Cornwall-Typ) zum Waschen
Absaugsystem (optional)
Jeder Gamma-Counter, der **1 messen kann, kann verwendet werden.
Maximale Messeffizienz sollte gewdhrleistet sein.

VORBEREITUNG DER REAGENZIEN

Kalibratoren : Rekonstituieren Sie den Null-Kalibrator mit 2,0 ml dest.
Wasser und die anderen Kalibratoren mit 1 ml dest. Wasser.

Kontrollen : Rekonstituieren Sie die Kontrollen mit 1 ml dest. Wasser.
Waschldsung: Zur Vorbereitung eines angemessenen Volumens nutzbarer
Waschldsung, mischen Sie zu einem Volumen Waschlésung (25x) 24
Volumen distilliertes Wasser.  Benutzen Sie einen Magnetrihrer.
Entsorgen Sie nach jedem Arbeitstag die tberfliissige Waschldsung.

AUFBEWAHRUNG UND LAGERUNG DER REAGENZIEN

=

10.

XI.

1.

2.

Vor dem Offnen und Rekonstituieren sind alle Kitkomponenten bei 2 bis
8°C bis zu dem auf dem Etikett angegebenen Verfallsdatum haltbar.

Nach der Rekonstitution sind Kalibratoren und Kontrollen eine Woche bei
2 bis 8 °C stabil. Fur eine langere Aufbewahrung sollten diese Reagenzien
aliquotiert und bei —20°C eingefroren werden.

Die Waschl6sung sollte frisch hergestellt und am selben Tag aufgebraucht
werden.

Wenn der Tracer nach der ersten Benutzung wieder im gutverschloRenen
Originalgeféal bei 2 bis 8°C aufbewahrt wird, ist er bis zum angegebenen
Verfallsdatum haltbar.

Veranderungen im Aussehen der Kitkomponenten kénnen auf Instabilitét
bzw. Zerfall hindeuten.

PROBENSAMMLUNG UND -VORBEREITUNG

Serum- oder Plasmaproben miissen bei 2-8 °C aufbewahrt werden.

Falls der Test nicht innerhalb von 24 Std. durchgefihrt wird, missen die

Porben bei —20°C aufgehoben werden.

Vermeiden Sie wiederholtes Einfrieren und Auftauen.

Heparinisiertes Plasma liefert um 15 % niedrigere Ergebnisse als Serum:
Y (Hep. plasma) = 0,86 x (serum) +0,52 r=0,96 n=13

EDTA Plasma liefert um 25 % niedrigere Ergebnisse als Serum :
Y (EDTA plasma) = 0,74 x (serum) + 0,52 r=0,97 n=13

DURCHFUHRUNG

Bemerkungen zur Durchfiihrung

Verwenden Sie den Kit oder dessen Komponenten nicht nach dem
Ablaufdatum. Vermischen Sie nie Materialien von unterschiedlichen Kit-
Chargen. Bringen Sie alle Reagenzien vor der Verwendung auf
Raumtemperatur.

Mischen Sie alle Reagenzien und Proben griindlich durch sanftes Schitteln
oder Ruhren. Verwenden Sie saubere Einwegpipettenspitzen, um
Kreuzkontamination zu vermeiden.

Prézisionspipetten oder ein automatisches Pipettiersystem erhéhen die
Prézision. Achten Sie auf die Einhaltung der Inkubationszeiten.

Erstellen Sie fir jeden Durchlauf eine Kalibrationskurve, verwenden Sie
nicht die Daten von fritheren Durchléufen.

Durchfiihrung

Beschriften Sie je 2 beschichtete Rohrchen fiir jeden Kalibrator, jede
Probe und jede Kontrolle. Zur Bestimmung der Gesamtaktivitat,
beschriften Sie 2 normale Rohrchen.

Vortexen Sie Kalibratoren, Proben und Kontrollen kurz und geben Sie 100
ul von jedem in ihre Réhrchen.

Geben Sie 0,5 ml des **lod markierten 3o-Diol G in jedes Roéhrchen,
einschlieRlich der unbeschichteten R6hrchen fiir die Gesamtaktivitat.
Schiitteln Sie vorsichtig die Halterung mit den Rohrchen um Blasen zu
entfernen.

Inkubieren Sie 2 Stunden bei Raumtemperatur unter standigem Schiitteln
(700 rpm).

Saugen Sie den Inhalt jedes Rohrchens ab (aufer Gesamtaktivitat).
Vergewissern Sie sich, dass die Plastikspitze des Absaugers den Boden des
beschichteten Rohrchens erreicht, um die gesamte Flissigkeit zu
entfernen.

Waschen Sie die R6éhrchen mit 2 ml Waschldsung (auller Gesamtaktivitat)
und saugen Sie ab. Vermeiden Sie Schaumbildung bei Zugabe der
Waschldsung.

Waschen Sie die Rohrchen wiederholt mit 2 ml Waschlésung (auler
Gesamtaktivitat) und saugen Sie ab.

Lassen Sie nach dem letzten Waschen die Réhrchen 2 Minuten aufrecht
stehen, und saugen Sie den verbleibenden Flussigkeitstropfen ab.

Werten Sie die R6hrchen in einem Gamma-Counter tiber 60 Sekunden aus.

BERECHNUNG DER ERGEBNISSE

Berechnen Sie den Durchschnitt aus den Doppelbestimmungen, schlieRen
Sie offensichtliche ,,Ausreiler aus.
Berechnen Sie die gebundene Radioaktivitét als Prozentsatz des am Null-
Kalibratorpunkt (0) bestimmten Wertes nach folgender Formel:

Aktivitat (Kalibrator oder Probe)
Aktivitdt (Null-Kalib rator)
Verwenden Sie semi-logarithmisches oder doppelt-logarithmisches
Millimeterpapier (liber 3 GroRenordnungen) drucken Sie die (B/B0(%))
Werte fur jeden Kalibratorpunkt als Funktion der 3o-Diol-G-

Konzentration fur jeden Kalibratorpunkt

B/BO (%) = 100




4, Computergestiitzte Methoden konnen ebenfalls zur Erstellung der
Kalibrationskurve verwendet werden. Falls die Ergebnisberechnung mit D. Genauigkeit
dem Computer durchgefiihrt wird, empfehlen wir die Berechnung mit 3
einer “4 Parameter”-Kurvenfunktion. VERDUNNUNGSTEST
5. Bestimmen Sie die 3a-Diol-G-Konzentrationen der Proben (ber ~ _
Interpolation der Probenwerte B/B0(%)) der Referenzkurve. Probe Verdinnung Tr:fg;igifhe Gég:s:s{'e
6. Bei jedem Assay muss der Prozentsatz des gesamten gebundenen Tracers (ng/ml). (ng/ml).
ohne unmarkiertes 3a-Diol G (BO/T) geprift werden.
Serum 171 50,70 50,70
XIl.  TYPISCHE WERTE 12 25,35 24,58
1/4 12,67 11,96
Die folgenden Daten dienen nur zu Demonstrationszwecken und konnen nicht als 1/8 6,33 6,49
Ersatz fiir die Echtzeitkalibrationekurve verwendet werden. 1/16 3,16 3,26
1/32 1,58 1,48
1/64 0,79 0,62
3a-Diol G cpm B/Bo (%)
Gesamtaktivitat 35067 Die Proben wurden mit Null-Kalibrator verdiinnt.
Kalibrator 0,0 ng/ml 13912 100,0 WIEDERFINDUNGSTEST
25 Eg/ml 11443 822 Probe Zugeg. 3a-Diol G Wiedergef. 3a- Wiedergefunden
) g/ml 8385 60,3 mi Diol G %
6,0 ng/ml 4611 331 (ng/ml) o (%)
250 ng/ml 1796 129 (ng/ml)
75,0 ng/ml 960 6,9
Serum 50 48,4 96,8
20 21,3 106,0
10 9,5 95,0
5 4,9 98,0
XII. LEISTUNGSMERKMALE UND GRENZEN DER METHODIK
A Nachwei E. Zeitverzbégerung zwischen letzter Kalibrator- und Probenzugabe
' ac vv_elsgrel?ze lib q L q Es wird im folgenden gezeigt, dass die Genauigkeit der Tests selbst dann
i""ﬁgz'g Null-Kalibratoren wurden zusammen mit einem Satz anderer erhalten bleibt, wenn die Probe 20 Minuten nach Zugabe des Kalibrators
alibratoren gemessen. . . . . . in die beschichteten Réhrchen zugefiigt wird.
Die Nachweisgrenze, definiert als die scheinbare Konzentration bei zwei
Standardabweichungen unterhalb des gemessenen Durchschnittswerts bei ZEITABSTAND
Nullbindung, entsprach 0,05 ng/ml.
o Serum 0 20
B. Spezifitat (ng/ml)
Serum 1 2,92 2,90
Substanz Kreuz-Reaktivitat Serum 2 9,60 9,59
(%)
5a-Androstan-3a-17p-diol G 100,00 A
e Androstan.30.17p.diol 1069 XIV. INTERNE QUALITATSKONTROLLE
5a-Androstan-3a-17p-diol-3Glucuronid 5,86 ) ) .
50-Dihydrotestosteron Glucuronid 175 - Entsprechen die Ist-Werte nicht den auf den Flaschchen angegebenen Soll-
Testosteron Glucuronid 0,03 Werten, kénnen die Werte, ohne treffende Erklarung der Abweichungen,
Testosteron 0 nicht weiterverarbeitet werden.
11p-Hydroxytestosteron 0 - Falls Extra-Kontrollen erwiinscht sind, kann jedes Labor seinen eigenen
5a-Dihydrotestosteron 0 Pool herstellen, der in Aliquots eingefroren werden sollte. Erinnern Sie
f:[l_rtlijslc?, drotestosteron 8 sich, dass zwei Gefrier-Auftau-Zyklen erlaubt sind.
Dehydroepiandrosteron 0 - Laut unserem Wissen, gibt es keine internationale Referenzen zu diesen
Estron 0 Parametern.
Androstendion 0
5-Androsten-33-173-diol 0
17p-Estradiol 0 XV. ZUERWARTENDER BEREICH
Bemerkung : Die Tabelle zeigt Kreuzreaktivitdten fiir anti 3a-Diol G.
C. Prazision Population Absolutbereich Median
(ng/ml) (ng/ml)
INTRA-ASSAY PRAZISION INTER-ASSAY PRAZISION
Frauen Vor Menopause 0,3-79 1,9
Serum | N | <x>%SD | cv [ Serum | N | <x>xsD | cv ach Menopaitse oo ”
(ng/ml) (%) (ng/ml) (%) irsutismu 6-9, ,
Ménner 1,0-23,6 6,4
A 20 | 264+015 | 57 A 10 2,76 £0,17 6,4
B 20 | 10,11+£050 | 49 B 10 | 10,32+0,70 72

SD : Standardabweichung; CV: Variationskoeffizient

XV. VORSICHTMASSNAHMEN UND WARNUNGEN

Sicherheit

Nur firr diagnostische Zwecke.

Dieser Kit enthalt 12| (Halbwertzeit: 60 Tagen) , das ionisierende X (28 keV) und
vy (35.5 keV) Strahlungen emittiert. Dieses radioaktive Produkt kann nur an
autorisierte Personen abgegeben und darf nur von diesen angewendet werden;
Erwerb, Lagerung, Verwendung und Austausch radioaktiver Produkte sind
Gegenstand der Gesetzgebung des Landes des jeweiligen Endverbrauchers. In
keinem Fall darf das Produkt an Menschen oder Tieren angewendet werden.



Die menschlichen Blutkomponenten in diesem Kit wurden mit europaischen und
in USA erprobten FDA-Methoden getestet, sie waren negativ fir HBsAg, anti-
HCV und anti-HIV 1 und 2. Keine bekannte Methode kann jedoch vollkommene
Sicherheit liefern, dass menschliche Blutbestandteile nicht Hepatitis, AIDS oder
andere Infektionen Ubertragen. Deshalb sollte der Umgang mit Reagenzien,
Serum oder Plasmaproben in Ubereinstimmung mit den Sicherheitsbestimmungen
erfolgen.

Alle tierischen Produkte und deren Derivate wurden von gesunden Tieren
gesammelt. Komponenten von Rindern stammen aus L&ndern in denen BSE nicht
nachgewiesen wurde. Trotzdem sollten Komponenten, die tierische Substanzen
enthalten, als potentiell ansteckend behandelt werden.

Vermeiden Sie Hautkontakt mit den Reagenzien (Natriumazid als
Konservierungsmittel). Das Azid in diesem Kit kann mit Blei oder Kupfer in den
AbfluBrohren reagieren und so hochexplosive Metallazide bilden. Spiilen Sie
wéhrend der Waschschritte den AbfluR grindlich mit viel Wasser, um die
Metallazidbildung zu verhindern.

Bitte rauchen, trinken, essen oder wenden Sie Kosmetika nicht in Ihrem
Arbeitsbereich an. Pipettieren Sie nicht mit dem Mund. Tragen Sie
Schutzkleidung und Wegwerfhandschuhe.

Der Umgang mit radioaktiven Substanzen sollte fern von Durchgangsverkehr in
einem speziell ausgewiesenen Bereich stattfinden. Ein Logbuch fiir Protokolle
und Aufbewahrung muss im Labor sein. Die Laborausristung und die
Glasbehalter, die mit radioaktiven Substanzen kontaminiert werden koénnen,
missen ausgesondert werden, um Kreuzkontaminationen mit unterschiedlichen
Radioisotopen zu verhindern.

Verschittete radioaktive Substanzen mussen sofort den Sicherheitsbestimmungen
entsprechend entfernt werden. Radioaktive Abfélle missen entsprechend den
lokalen Bestimmungen und Richtlinien der fiir das Labor zustdndigen Behdrden
gelagert werden. Das Einhalten der Sicherheitsbestimmungen fiir den Umgang
mit radioaktiven Substanzen gewahrleistet ausreichenden Schutz.
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XVI.ZUSAMMENFASSUNG DES PROTOKOLLS

GESAMT- KALIBRA- PROBE(N)-
AKTIVITAT TOREN KONTROLLEN
(uh) (uh) (1)
Kalibratoren (0 to 5) - 100 -
Proben, Kontrollen - - 100
Tracer 500 500 500

Inkubation 2 Std. bei RT u. stand. Schiitteln (700 rpm)
Separation - absaugen
Waschldsung - 2,0ml
Separation - absaugen
Waschlésung - 2,0ml
Separation - absaugen
Auswertung Messen der Réhrchen 60 Sekunden
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Prima di utilizzare il kit leggere attentamente le istruzioni per ’uso

3a-Diol G-RIA-CT

I. USO DEL KIT

Kit radioimmunologico per la determinazione quantitativa in vitro del 5a-Androstan-3a-17p-
diolo-glicuronide umano (3a.-Diol G) in siero o plasma.

1. INFORMAZIONI DI CARATTERE GENERALE

A. Nome commerciale: DIlAsource 3a-Diol G-RIA-CT Kit
B. Numero di catalogo: KIP0151: 96 tests
C. Prodotto da: DIAsource ImmunoAssays S.A.

Rue du Bosquet, 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgio.

Per informazioni tecniche o su come ordinare il prodotto contattare:
Tel: +32 (0) 10 84.99.11 Fax: +32 (0) 10 84.99.91

11. INFORMAZIONI CLINICHE

Il 5a-Androstan-3a-17p-diolo-glicuronide (3a-Diolo G) e wuno steroide C19 prodotto
principalmente dal metabolismo di testosterone e diidrotestosterone (DHT) nei tessuti periferici
bersaglio come 1’epidermide, in special modo intorno ai follicoli piliferi. Lo stimolo con elevate
concentrazioni di 3a-Diolo G porta, nelle donne, ad una notevole proliferazione di peli,
specialmente in aree solitamente glabre. La determinazione delle concentrazioni di questo ormone
ha suscitato negli ultimi anni notevole interesse presso i ricercatori clinici che studiano le donne
affette da irsutismo idiopatico. Tra gli steroidi precursori del 3o-Diolo G, deidroepiandrosterone
(DHEA), deidroepiandrosterone solfato (DHEAS), DHT, androstenedione e testosterone, ¢ stato
dimostrato che solo il 3a-Diolo G aumenta in caso di irsutismo e diminuisce con il trattamento. La
stessa correlazione & stata trovata per pazienti con ovaio policistico. La determinazione del 3a-
Diolo G si ¢ rivelata quindi un utile indicatore dell’efficacia del trattamento dell’irsutismo
idiopatico e dell’ovaio policistico.

Inoltre, in pazienti diabetici di entrambi i sessi in trattamento con Ciclosporina A, sono stati
trovati valori superiori alla norma di 3a-Diolo G, per un effetto indesiderato del farmaco che
provoca crescita di peli in aree precedentemente glabre.
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PRINCIPIO DEL METODO

Una quantita definita di 3o-Diolo G marcata con '#I compete con il 3a.-Diolo G
presente in calibratore e campioni per un numero definito di siti di un anticorpo
adsorbito sulla superficie interna di provette di polistirene. Poiché ’anticorpo ¢

altamente specifico,

non & necessario eseguire estrazioni o separazioni

cromatografiche. Dopo 2 ore di incubazione in agitazione a temperatura ambiente,
la reazione di competizione viene interrotta per aspirazione della miscela di
reazione. Le provette vengono quindi lavate due volte con tampone di lavaggio
diluito e aspirate. La concentrazione di 3a-Diolo G nei campioni viene calcolata
per interpolazione sulla curva calibratore.

V. REATTIVI FORNITI
Reattivi Kit da 96 Codice Volume di
test colore ricostituzione
Provette sensibilizzate i s
con anticorpo anti 3a- 2x48 grigio Pronte per I’uso
Diolo G
1 flacone rosso Pronte per I’uso
Marcato: 3a-Diolo G marcato con 18555> Ir(nBI‘
125 (grado HPLC), in tampone 4
con caseina bovina (1%) e sodio
azide (<0,1%)

1 flacone giallo Aggiungere 2 ml di
Calibratore zero in siero bovino, | liofilizzato acqua distillata
contenente timolo (<0,1%) e
gentamicina (<0,1%)

CAL 5 flaconi giallo Aggiungere 1 ml di
Calibratore 1-5 di 3a-Diolo G, (le liofilizzati acqua distillata
concentrazioni esatte degli
calibratore sono riportate sulle
etichette dei flaconi), in siero
bovino, contenente timolo
(<0,1%) e gentamicina (<0,1%)

1 flacone bruno Diluire 25 x con acqua
‘ WASH ‘ SOLN ‘ CONC ‘ 50 ml distillata usando un
agitatore magnetico

Tampone di lavaggio (tampone
fosfato)

| CONTROL | N | 2 flaconi argento | Aggiungere 1 ml di
Controlli- N= 102, in plasma liofilizzati acqua distillata
umano contenente timolo (<0,1%)

Note :

V1.

Usare lo calibratore zero per diluire i campioni.

REATTIVI NON FORNITI

1l seguente materiale é richiesto per il dosaggio ma non é fornito nel kit.

1.
2.

©®NO O AW

VII.

Acqua distillata.

Pipette per dispensare 100 pl, 500 pl e 2 ml (Si raccomanda di
utilizzare pipette accurate con puntale in plastica monouso).

Agitatore tipo vortex.

Agitatore magnetico.

Agitatore rotante. (700 rpm)

Pipetta a ripetizione automatica 5 ml per i lavaggi.

Sistema di aspirazione dei campioni (facoltativo).

Contatore gamma con finestra per 21 (efficienza minima 70%)

PREPARAZIONE DEI REATTIVI

Calibratore: Ricostituire lo calibratore zero con 2 ml di acqua distillata e
gli altri calibratore con 1 ml di acqua distillata.

Controlli: Ricostituire i controlli con 1 ml di acqua distillata.

Soluzione di lavoro del tampone di lavaggio: Preparare la quantita
necessaria di soluzione di lavoro del tampone di lavaggio aggiungendo 24
parti di acqua distillata ad una parte di tampone di lavaggio concentrato
(25 x). Usare un agitatore magnetico per rendere la soluzione omogenea.
La soluzione di lavoro va scartata al termine della giornata.

VIIL.

=

CONSERVAZIONE E SCADENZA DEI REATTIVI

| reattivi non utilizzati sono stabili a 2-8°C fino alla data riportata su
ciascuna etichetta.

Dopo ricostituzione, calibratore e controlli sono stabili 1 settimana a 2-8°C
e, suddivisi in aliquote a —20°C per periodi pit lunghi.

La soluzione di lavoro del tampone di lavaggio deve essere preparata fresca
ogni volta e usata nello stesso giorno della preparazione.

Dopo apertura del flacone, il marcato e stabile fino alla data di scadenza
riportata sull’etichetta, se conservato a 2-8°C nel flacone originale ben
tappato.

Alterazioni dell’aspetto fisico dei reattivi possono indicare una loro
instabilita o deterioramento.

RACCOLTA E PREPARAZIONE DEI CAMPIONI

Conservare i campioni di siero o plasma a 2-8°C.

Se non si desidera eseguire il dosaggio entro 24 ore dal prelievo, si
raccomanda di conservare i campioni a —20°C.

Evitare ripetuti cicli di congelamento-scongelamento dei campioni.

Il plasma da eparina fornisce valori mediamente piu bassi del 15% rispetto
al siero
y (plasma da eparina) = 0,86 x (siero) +0,52  r=0,97 n=13

Il plasma da EDTA fornisce valori mediamente piu bassi del 25% rispetto al
siero
y (plasma da EDTA) = 0,74 x (siero) + 0,52

r=097 n=13

METODO DEL DOSAGGIO

Avvertenze generali

Non usare il kit o suoi componenti oltre la data di scadenza. Non
mescolare reattivi di lotti diversi. Prima dell’uso portare tutti i reattivi a
temperatura ambiente.

Mescolare delicatamente i campioni per inversione o rotazione. Per evitare
cross-contaminazioni, cambiare il puntale della pipetta ogni volta che si
usi un nuovo reattivo o campione.

L’uso di pipette ben tarate e ripetibili o di sistemi di pipettamento
automatici migliora la precisione del dosaggio. Rispettare i tempi di
incubazione.

Allestire una curva di taratura per ogni seduta analitica, in quanto non &
possibile utilizzare per un dosaggio curve di taratura di sedute analitiche
precedenti.

Metodo del dosaggio

Numerare le provette sensibilizzate necessarie per dosare in duplicato ogni
calibratore, campione o controllo. Numerare 2 provette non sensibilizzate
per la determinazione dell’attivita totale.

Agitare brevemente su vortex calibratore, campioni e controlli. Dispensare
100 pl di calibratore, campioni e controlli nelle rispettive provette.
Dispensare 500 ul di 3a-Diolo G marcato con *#1 in tutte le provette,
comprese quelle per ’attivita totale.

Scuotere gentilmente il portaprovette per liberare eventuali bolle d’aria
intrappolate nel liquido contenuto nelle provette.

Incubare 2 ore a temperatura ambiente in agitazione (700 rpm).

Aspirare il liquido contenuto in tutte le provette, tranne in quelle per
I’attivita totale, facendo attenzione che il puntale dell’aspiratore raggiunga
il fondo delle provette e che aspiri tutto il liquido.Lavare tutte le provette,
tranne quelle per I’attivita totale, con 2 ml di soluzione di lavoro di
tampone di lavaggio, evitando di provocare la formazione di schiuma.
Lavare nuovamente tutte le provette, tranne quelle per I’attivita totale, con
2 ml di soluzione di lavoro di tampone di lavaggio e aspirare.

Dopo il secondo lavaggio lasciare decantare le provette in posizione
verticale per due minuti circa e aspirare eventuali gocce di liquido residue.
Contare tutte le provette per 1 minuto con il contatore gamma.

CALCOLO DEI RISULTATI

Calcolare la media delle determinazioni in duplicato, scartando i duplicati
palesemente discordanti.

Calcolare il rapporto (rapporto di competizione) tra radioattivita legata
alle provette di calibratore 1-5, campioni e controlli (B) e la radioattivita
legata alle provette dello calibratore zero (BO).

cpm (Calibrato re, campioni o controlli)
cpm (Zero Calibrator e)

x100

B/BO (%) =

Usando carta semilogaritmica a 3 cicli o logit-log e ponendo in ordinata i
rapporti di competizione. B/BO (%) per ogni calibratore e in ascissa le



rispettive concentrazioni di 3a-Diolo G, tracciare la curva di taratura.

4. E’ possibile utilizzare un sistema di interpolazione dati automatizzato.
Con un sistema automatico di interpolazione dati, utilizzare la curva a 4
parametri.

5. Per interpolazione sulla curva di taratura dei rapporti di competizione di

campioni e controlli, determinare le rispettive concentrazioni di 3a.-Diolo
G. Per ogni dosaggio determinare la capacita legante BO/T.

XIl.  CARATTERISTICHE TIPICHE

| sotto riportati sono forniti a titolo di esempio e non devono essere utilizzati per
calcolare le concentrazioni di 3o.-Diolo G in campioni e controlli al posto della
curva calibratore eseguita contemporaneamente.

3a-Diolo G cpm B/Bo (%)
Attivita totale 35967
Calibratore 0,0 ng/ml 13912 100,0
0,2 ng/ml 11443 82,2
1,2 ng/ml 8385 60,3
6,0 ng/ml 4611 33,1
25,0 ng/ml 1796 12,9
75,0 ng/ml 960 6,9

XIHI. CARATTERISTICHE E LIMITI DEL METODO

A. Sensibilita
La sensibilita, calcolata come concentrazione apparente di un campione
con cpm pari alla media meno 2 deviazioni calibratore di 20 replicati dello
calibratore zero, € risultata essere 0,05 ng/ml.

B. Specificita

Cross-Reattivita
(%)

Composto

Sa-Androstan-3a-17p-diolo G 100,00
Sa-Androstan-3a-17p-diolo 10,69
Sa-Androstan-3a-17p-diolo-3Glicuronide 5,86
5a-Diidrotestosterone Glicuronide 1,75
Progesterone

Testosterone glicuronide
Testosterone
11B-Idrossotestosterone
Sa-Diidrotestosterone
5p-Diidrotestosterone
Cortisolo
Deidroepiandrosterone
Estrone

Androstenedione
5-Androstene-3p-17p-diolo
17p-Estradiolo

[=}
@
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Nota: La tabella mostra la cross-reattivita dell’anticorpo anti 3a-Diolo G

C. Precisione

INTRA SAGGIO INTER SAGGIO
Siero N <X>+SD cVv Siero N <X>+SD CcVv
(ng/ml) (%) (ng/ml) (%)
A 20 | 2,64+0,15 57 A 10 2,76 £ 0,17 6,4
B 20 | 10,11 +0,50 4,9 B 10 10,32 £ 0,70 7,2

SD : Deviazione Standard; CV: Coefficente di VVariazione

D. Accuratezza
TEST DI DILUZIONE

TEST DI RECUPERO

Campione 3a-Diolo G 3a-Diolo G Recopero
aggiunto recuperato (%)
(ng/ml) (ng/ml)
Siero 50 48,4 96,8
20 21,3 106,0
10 9,5 95,0
5 4,9 98,0
E. Tempo trascorso tra I’aggiunta dell’ultimo calibratore e il campione

Come mostrato nella seguente tabella, il dosaggio si mantiene accurato
anche quando un campione viene aggiunto nelle provette sensibilizzate
venti minuti dopo ’aggiunta del calibratore.

TEMPO TRASCORSO
Siero 0 20"
(ng/ml)
Siero 1 2,92 2,90
Siero 2 9,60 9,59

XIV. CONTROLLO DI QUALITA’ INTERNO

- Se i risultati ottenuti dosando il Controllo 1 e il Controllo 2 non sono
all’interno dei limiti riportati sull’etichetta dei flaconi, non e opportuno
utilizzare i risultati ottenuti per i campioni, a meno che non si trovi una
giustificazione soddisfacente.

- Ogni laboratorio puo preparare un proprio pool di sieri da utilizzare come
controllo, da conservare congelato in aliquote. Non congelare e scongelare
un’aliquota piu di due volte.

- Al momento non risulta disponibile uno calibratore di riferimento
internazionale per questo parametro.

XV. INTERVALLI DI RIFERIMENTO

Populazione Intervallo Assoluto Mediana
(ng/ml) (ng/ml)
Femmina Pre Menopausa 0,3-79 1,9
Post Menopausa 0,1-59 15
Irsute 16-93 4,6
Maschio 1,0-23,6 6,4

Campione Diluizione Concentrazione Concentrazione
teorica misurata
(ng/ml) (ng/ml)
1 1/1 50,70 50,70
1/2 25,35 24,58
1/4 12,67 11,96
1/8 6,33 6,49
1/16 3,16 3,26
1/32 1,58 1,48
1/64 0,79 0,62

| campioni sono stati diluiti con calibratore zero.

XVI. PRECAUZIONI PER L’USO

Sicurezza

11 kit & solo per uso diagnostico in vitro.

Il kit contiene °I (emivita: 60 giorni) emettente raggi X (28 keV) e y (35.5 keV)
ionizzanti.

L’acquisto, la detenzione, 1’utilizzo e il trasporto di materiale radioattivo sono
soggetti a regolamentazione locale. In nessun caso il prodotto pud essere
somministrato ad esseri umani o animali. | reattivi di origine umana presenti nel
kit sono stati dosati con metodi approvati da organismi di controllo europei o da
FDA e si sono rivelati negativi per HBs Ag, anti HCV, anti HIV1 e anti HIV2.
Non sono disponibili metodi in grado di offrire la certezza assoluta che derivati da
sangue umano non possano provocare epatiti, AIDS o trasmettere altre infezioni.
Manipolare questi reattivi o i campioni di siero o plasma secondo le procedure di
sicurezza vigenti. Tutti i prodotti di origine animale o loro derivati provengono da
animali sani. | componenti di origine bovina provengono da paesi dove non sono
stati segnalati casi di BSE. E’ comunque necessario considerare i prodotti di
origine animale come potenziali fonti di infezioni. Evitare ogni contatto
dell’epidermide con i reattivi contenenti sodio azide come conservante. La sodio
azide puo reagire con piombo rame o ottone presenti nelle tubature di scarico per
formare metallo-azidi esplosive. Smaltire questi reattivi facendo scorrere
abbondante acqua negli scarichi. Nei luoghi dove si usano sostanze radioattive
non & consentito consumare cibi o bevande, fumare 0 usare cosmetici. Non
pipettare i reattivi con pipette a bocca. Usare sempre guanti e camici da
laboratorio quando si manipola materiale radioattivo. Le sostanze radioattive



devono essere conservate in propri contenitori in appositi locali che devono
essere interdetti alle persone non autorizzate.

Deve essere tenuto un registro di carico e scarico del materiale radioattivo. Il
materiale di laboratorio e la vetreria deve essere dedicato all’'uso di isotopi
specifici per evitare cross-contaminazioni.

In caso di contaminazione o dispersione di materiale radioattivo, fare riferimento
alle norme locali di radioprotezione. | rifiuti radioattivi devono essere smaltiti
secondo le norme locali di radioprotezione. Lo scrupoloso rispetto delle norme
per ’uso di sostanze radioattive fornisce una protezione adeguata agli utilizzatori.
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XVIll. SCHEMA DEL DOSAGGIO

Attivita totale Calibratore Campioni
Controlli
wl pl pl
Calibratore (0 to 5) - 100 -
Campioni, controlli - - 100
Marcato 500 500 500

Incubazione

2 ore a temperatura ambiente in agitazione

Separazione

Separazione

Aspirare
Soluzione di lavoro 2ml
tampone di lavaggio

Aspirare
Soluzione di lavoro 2ml
tampone di lavaggio

Aspirare

Separazione

Conteggio

Contare le provette per 1 minuto
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Leer el protocolo completo antes de usar.

3a-Diol G-RIA-CT

I. INSTRUCCIONES DE USO

Radioinmunoensayo para la determinacion cuantitativa in vitro del 5a-Androstane-3a-173-Diol-
Glucoronido (3a-Diol G) humano en suero y plasma.

Il. INFORMACION GENERAL
A. Nombre: DIAsource 3a-Diol G-RIA-CT Kit
B. Numero de Catalogo: KIP0151: 96 tests

C. Fabricado por: DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue du Bosquet, 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgium.

Para cuestiones técnicas y informacion sobre pedidos contactar :
Tel : +32 (0)10 84.99.11 Fax : +32 (0)10 84.99.91

111. INFORMACION CLINICA

El 5a-Androstane-3a-17p-Diol-Glucoronido (3a-Diol G) es un esteroide C19. Es producido
principalmente como metabolito de la testosterona y Dihidrotestosterona (DHT). Es ampliamente
producido en tejidos periféricos como la piel, especialmente alrededor de los foliculos del cabello. La
estimulacion por cantidades grandes de 3a-Diol G, ocasiona formacién excesiva de cabello-
notablemente llamativa donde el cabello - normalmente no este presente en la mujer.

Recientemente, el interés por medir éste esteroide ha aumentado considerablemente, por parte de los
investigadores clinicos que estudian aquellas mujeres que sufren hirsutismo idiopatico.

Entre los esteroides conocidos por ser precursores para el 3o-Diol G, como dehidroepiandrostenediona
(DHEA), dehidroepiandrostenediona sulfato (DHEAS), DHT androstenediona y testosterona, solo el
3a-Diol G presenta un incremento en los hirsutismos y una disminucién con el tratamiento. Esta
correlacion ha sido también demostrada en pacientes con ovarios policisticos (PCO).

Las determinaciones de 3a-Diol G, - son Utiles como indicador de las diferentes vias, incluyendo la
monitorizaciéon - del progreso en el tratamiento del hirsutismo idiopatico y mujeres con ovarios
policisticos.

Ademas pacientes diabéticos, tanto hombres como mujeres, en tratamiento con ciclosporina A,
muestran unos niveles de 3a-Diol G por encima de la normalidad, con un efecto por otro lado de la
aparicion de cabello en areas previamente sin cabello.



Iv.

PRINCIPIOS DEL METODO

Una cantidad fija de 3a-Diol G marcada con I**® compite con el 3a-Diol G a
medir, presente en la muestra 6 en el calibrador, por los puntos de unién del
anticuerpo inmovilizado en las paredes de un tubo de poliestireno. No se requiere
ni extraccion ni cromatografia debido a la alta especificidad de los anticuerpos
utilizados. Después de 2 horas de incubacion a T.A. con agitacién, una aspiracién
termina con la reaccion de competicion. Los tubos se lavan dos veces con 2 ml de
Solucién de lavado y se aspiran otra vez. Se dibuja la curva de calibracién y las
concentraciones de 3a-Diol G de las muestras se determinan por interpolacion de
la dosis en la curva de calibracion.

V. REACTIVOS SUMINISTRADOS
Reactivos Kit 96 test Coédigo | Reconstitucion
de Color
Tubos recubiertos con 2x48 gris Listo para uso
anti 3o0-Diol G
1 vial rojo Listo para uso
TRAZADOR:30-DiolG marcado con lg; E‘é
1125 (grado HPLC) en tampén con 4
caseina bovina (1%) y azida (<0,1%)
CAL “ 1 vial amarillo | Afadir 2 ml de
liofilizado agua destilada
Calibrador cero en suero bovino, thymol,
(<0,1%)y gentamicina (< 0,1%)
CAL 5 viales amarillo | Afiadir 1 ml de
liofilizados agua destilada
Calibradores 30-Diol G-N=1al 5
(mirar los valores exactos en las
etiquetas) en suero bovino, thymol
(<0,1%) y gentamicina (<0,1%)
1 vial marrén Diluir 25 x con
| WAS | SOLN | cone | 50 ml agua destilada
Solucién de lavado ( Tamp6n Fosfato) ;:tlltgézrr
magnético)
2 viales plateado | Afadir 1 ml de
Controles-N =102
en plasma humano y thymol (<0,1%)

Nota: Para diluciones de muestras utilizar estandar cero

V1.

MATERIAL NO SUMINISTRADO

El material mencionado a continuacion es necesario y no esta incluido en el kit

1.
2.
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VII.

VIII.

Agua destilada

Pipetas de 100pl, 500ul y 2 ml (Se recomienda el uso de pipetas precisas
con puntas desechables de plastico)

Vortex

Agitador magnético

Agitador de tubos (700 rpm)

Jeringa automatica 5 ml (tipo Cornwall) para el lavado

Sistema de aspiracion (opcional)

Contador de radiaciones gamma para medir 1*?® ( minima eficiencia 70%)

PREPARACION REACTIVOS

Calibradores: Reconstituir el calibrador cero con 2,0 ml de agua destilada
y otros calibradores con 1 ml de agua destilada.

Controles: Reconstituir los controles con 1 ml de agua destilada.

Solucion de lavado de trabajo: Preparar el volumen necesario de
Solucién de lavado de trabajo mezclando 24 partes de agua destilada por 1
parte de Solucién de lavado (25x). Utilizar un agitador magnético para
homogeneizar. Desechar la solucién de lavado de trabajo no utilizada al
final del dia.

ALMACENAJE Y CADUCIDADES DE LOS REACTIVOS

=@

10.

XL

Antes de abrir 6 reconstituir todos los componentes de los kits son estables
hasta la fecha de caducidad indicada en la etiqueta, si se guardan a 2-8°C.
Después de su reconstitucion los calibradores y controles son estables
durante una semana a 2-8°C. Para periodos mas largos, alicuotar y guardar
a—20°C.

La solucién de lavado de trabajo recién preparada solo debe utilizarse en el
mismo dia.

Después del primer uso, el trazador es estable hasta la fecha de caducidad,
si se guarda en el vial original cerrado a 2-8°C.

Las alteraciones de los reactivos en el aspecto fisico pueden indicar
inestabilidad ¢ deterioro.

RECOGIDA Y PREPARACION DE MUESTRAS

Las muestras de suero 6 plasma deben ser guardadas a 2-8°C.
Si el ensayo no se realiza en 24 hrs., almacenar las muestras a —20°.
Evitar congelar y descongelar sucesivamente.
El uso de plasma en heparina produce resultados un 15% maés bajos que en
suero:
Y (Hep. plasma) = 0,86 x (suero) + 0,52 r=096 n=13
El uso de plasma en EDTA produce resultados un 25% mas bajos que en
suero:
Y (EDTA plasma) = 0,74 x (suero) + 0,52

r=097 n=13

PROTOCOLO

Notas de manejo

No utilizar el kit 6 componentes después de la fecha de caducidad. No
mezclar reactivos de diferente numero de lote. Llevar todos los reactivos a
temperatura ambiente antes de su uso.

Agitar municiosamente todos los reactivos y muestras, agitdndolos o
girandolos suavemente. Con el fin de evitar ninguna contaminacion
utilizar puntas de pipetas desechables y limpias para la adicion de cada
reactivo y muestra.

El uso de pipetas de precision 6 equipamiento de dispensacion automéatica
mejorara la precision. Respetar los tiempos de incubacion.

Preparar la curva de calibracion en cada ensayo, no utilizar los datos de un
ensayo previo.

Protocolo

Marcar los tubos recubiertos por duplicado para cada unos de los
estandares, muestras y controles. Para la determinacion de las Cuentas
Totales, marcar 2 tubos normales.

Agitar brevemente los calibradores, muestras y controles y dispensar 100
ul de cada uno en sus respectivos tubos.

Dispensar 0,5 ml de 3a-Diol G marcadé con 1'® en cada tubo, incluyendo
los tubos descubiertos a las Cuentas Totales.

Agitar suavemente la gradilla de tubos para soltar cualquier barbuja
cautiva de las paredes de los tubos.

Incubar durante 2 horas a temperatura ambiente en agitacion constante
(700 rpm).

Aspirar el contenido de cada tubo (excepto los de Cuentas Totales).
Asegurarse que la punta de la pipeta de aspiracion toca el fondo del tubo
con el fin de aspirar todo el liquido.

Lavar los tubos con 2 ml de Solucién de lavado de trabajo (excepto los de
Cuentas Totales) y aspirar. Evitar la formacion de espuma durante la
adicion de la Solucion de lavado

Lavar de nuevo con 2 ml de Solucion de lavado de trabajo (excepto los de
Cuentas Totales) y aspirar .

Después del Gltimo lavado, dejar los tubos en posicion inversa durante 2
minutos y aspirar el liquido restante.

Medir la actividad de cada tubo durante 60 segundos en un Contador
Gamma.

CALCULO DE RESULTADOS

Calcular la media de los duplicados, rechazando aquellos duplicados
alejados de la media.

Calcular la radiactividad enlazada como un porcentaje de la unién con
respecto al calibrador cero (0) de acuerdo con la siguiente formula:

Cuentas (Calibrador 6 muestra)
Cuentas ( Calibrador Cero)
Utilizando papel 3 ciclo semilogaritmico 6 logit-log, representar los
valores de (B/B0%) de cada calibrador frente a las contraciones del 3a-
Diol G de cada calibrador, rechazando aquellos duplicados alejados de la

media.

B/BO (%) = X100




4. Métodos computarizados de computacion de resultados pueden ser
utilizados para la construccion de la curva de calibracion. Si se utiliza un
sistema automatico de calculo de resultados, se recomienda usar la
representacion gréafica « 4 parametros”.

4. Por interpolacién de los valores (B/B%) de las muestras, se determinan los
valores de las concentraciones de las mismas desde la curva de
calibracion.

5. El porcentaje total de enlace del trazador en ausencia de 3 a-Diol G no
marcado (BO/T) debe ser calculado en cada ensayo.

XIl. EJEMPLO DE RESULTADOS

Los datos mostrados a continuacién sirven como ejemplo y nunca deberdn ser
usados como una calibracion real.

3a-Diol G Cpm B/Bo (%)
Cuentas Totales 35967
Calibrador 0,0 ng/ml 13912 100,0
0,2 ng/ml 11443 82,2
1,2 ng/ml 8385 60,3
6,0 ng/ml 4611 33,1
25,0 ng/ml 1796 12,9
75,0 ng/ml 960 6,9

X1Il. REALIZACION Y LIMITACIONES
A. Limite de deteccion
Veinte calibradores cero fueron medidos en una curva con otros
calibradores.
El limite de deteccion, definido como la concentracién aparente resultante
de dos desviaciones estandares debajo de la media de enlace del calibrador
cero, fue de 0,05 ng/ml.
B. Especificidad
Componente Reaccion-cruzada
(%)
5a-Androstane-3a-17p-diolG 100,00
Sa-Androstane-3a-17p-diol 10,69
5a-Androstane-3a-17p-diol-3Glucuronide 5,86
5a-Dihydrotestosterone Glucuronide 1,75
Progesterone 0,03
Testosterone glucuronide 0
Testosterone 0
11B-hydroxytestosterone 0
5a-Dihydrotestosterone 0
5p-Dihydrotestosterone 0
Cortisol 0
Dehydroepiandrosterone 0
Estrone 0
Androstenedione 0
5-Androstene-33-17p3-diol 0
17p-Estradiol 0

Nota: Esta tabla muestra las reacciones cruzadas del anti 3 a-Diol G

C. Precision

PRECISION INTRA-ENSAYO

PRECISION INTER-ENSAYO

Suero N <X>+SD CcVv Suero N <X>+SD CcVv
(ng/ml) (%) (ng/ml) (%)

A 20 2,64 +0,15 57 A 10 2,76 £ 0,17 6,4

B 20 10,11 £ 0,50 4,9 B 10 10,32 £ 0,70 72

SD : Desviacion Estandar; CV: Coeficiente de Variacion

D. Exactitud
TEST DILUCION
Muestra Dilucion Concent. Concent.
Tedrica Medida
(ng/ml) (ng/ml)
1 11 50,70 50,70
12 25,35 24,58
1/4 12,67 11,96
1/8 6,33 6,49
1/16 3,16 3,26
1/32 1,58 1,48
1/64 0,79 0,62
Las muestras fueron diluidas con el calibrador cero.
TEST DE RECUPERACION
Muestra 3a-Diol G 3a-Diol G Recuperado
afiadido Recuperado (%)
(ng/ml) (ng/ml)
Suero 50 48,4 96,8
20 21,3 106,0
10 9,5 95,0
5 4,9 98,0
E. Tiempo de espera entre la dispensacion del ultimo calibrador y la de
la muestra
Como se muestra a continuacion la precision del ensayo se mantiene
incluso en el caso de dispensar la muestra 20 minutos después de haberse
adicionado el calibrador a los tubos cubiertos.
TIEMPO DE ESPERA
Suero 0 20"
(ng/ml)
Suero 1 2,92 2,90
Suero 2 9,60 9,59
XIV. CONTROL DE CALIDAD INTERNO
- Si los resultados obtenidos para el Control 1 y/6 Control 2 no estan dentro
del rango especificado en la etiqueta del vial, los resultados obtenidos no
podran ser utilizados a no ser que se pueda dar una explicacion
convincente de dicha discrepancia
- Si es conveniente, - cada laboratorio puede utilizar sus propios pools de
controles, lo cuales se guardan en alicuotas congeladas. No congelar y
descongelar méas de dos veces.
- De acuerdo con nuestros conocimientos, no existe ninguna preparacion de
referencia internacional de este parametro.
XV. INTERVALOS DE REFERENCIA
Poblacién Rango Absoluto Media
(ng/ml) (ng/ml)
Mujeres Premenopausia 0,3-79 19
Postmenopausia 0,1-59 1,5
Hirsutas 16-93 4.6
Hombres 1,0-23,6 6,4
XVI. PRECAUCIONES Y ADVERTENCIAS
Seguridad
Para uso solo en diagnéstico in vitro.

Este kit contiene 1'% (vida media : 60 dias) emisor de rayos X (28 keV) y de rayos
v (35.5 keV) ionizantes.




Este producto radiactivo solo puede ser manejado y utilizado por personas
autorizadas; la compra, almacenaje, uso y cambio de productos radiactivos estan
sujetos a la legislacion del pais del usuario. En ningdn caso el producto debera ser
suministrado a humanos y animales.

Los componentes de sangre humana utilizados en este kit han sido testados por
métodos aprobados por la CEE y/6 la FDA dando negativo a HBsAg, anti-HCV,
anti-HIV-1y 2. No se conoce ningin método que asegure que los derivados de la
sangre humana no transmitan hepatitis, SIDA 6 otras infecciones. Por lo tanto el
manejo de los reactivos y muestras se hara de acuerdo con los procedimientos de
seguridad locales.

Todos los productos animales y derivados han sido obtenidos a partir de animales
sanos. Componentes bovinos originales de paises donde BSE no ha sido
informado. Sin embargo, los componentes conteniendo substancias animales
deberan ser consideradas como potencialmente infecciosas.

Evitar cualquier contacto de los reactivos con la piel (azida sédica como
conservante). La azida en este kit puede reaccionar con el plomo y cobre de las
cafierias y producir azidas metélicas altamente explosivas. Durante el proceso de
lavado, hacer circular mucha cantidad de agua por el sumidero para evitar el
almacenamiento de la azida.

No fumar, beber, comer 6 utilizar cosméticos en el area de trabajo. No pipetear
con la boca. Utilizar ropa de proteccién y guantes. Todo el manejo de producto
radiactivo se hara en una érea sefializada, diferente de la de paso regular. Debera
de utilizarse un libro de registros de productos radiactivos utilizados. El material
de laboratorio, vidrio que podria estar contaminado radiactivamente deberé de
descontaminarse para evitar la contaminacion con otros isétopos.

Cualquier derramamiento radiactivo debera ser limpiado de inmediato de acuerdo
con los procedimientos de seguridad. Los desperdicios radiactivos deberan ser
almacenados de acuerdo con las regulaciones y normativas vigentes de la
legislacion a la cual pertenezca el laboratorio. El ajustarse a las normas basicas de
seguridad radiolégica facilita una proteccién adecuada.

XVII. BIBLIOGRAFIA

1. RITTMASTER R.S. et al. (1988)
Androstanediol Glucuronide Isomers in Normal Men and Women and
in Men infused with labelled Dihydrotestosterone.
JCE & M., 66, 1, 212-216.

2. RAOP.N.etal. (1987)
Isolation and Identification of Androstanediol Glucuronide from
Human Plasma.
J. Steroid Biochem., 28, 5, 565-569.

3. HORTONR.etal. (1982)
3a,17p-Androstanediol Glucuronide in plasma.
J. Clin. Invest., 69, 1203-1206.

4.  JOURAE.A. etal. (1996)
Serum 3a-androstanediol glucuronide is decreased in nonhirsute
women with acne vulgaris.
Fertility and Sterility, 66, 6, 1033-1035.

5. GILAD S. et al. (1994)
Assesment of Sa-reductase activity in hirsute women: comparison of
serum androstanediol glucuronide with urinary androsterone and
aetiocholanolone excretion.
Clinical Endocrinology, 40, 459-464.

6. THOMPSON D.L. et al. (1990)
Androsterone Glucuronide is a marker of adrenal hyperandrogenism
in hirsute women.
Clinical Endocrinology, 32, 283-292.

XVI11.RESUMO DO PROTOCOLO

CUENTAS CALIBRADO MUESTRA(S)
TOTALES RES CONTROL(S)
(nl) ()} (0
Calibradores (0 al 5) - 100 -
Muestras, controles - - 100
Trazador 500 500 500

Incubacion 2 horas a T.A. con agitacion continua
Separacion - aspirar
Solucién de Lavado - 2,0ml
Separacion - aspirar
Solucién de Lavado - 2,0ml
Separacion - aspirar
Contaje Contar los tubos durante 60 segundos
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Leia todo o protocolo antes de utilizar.

3a-Diol G-RIA-CT

I.  UTILIZACAO PREVISTA

Radioimunoensaio para adeterminacdo quantitativa in vitro do 5a-Androstane-3a-17p-Diol-
Glucuronido (3a-Diol G) humano no soro e no plasma.

Il. INFORMACOES GERAIS
A. Nome do proprietario : DIAsource-Kit 3a-Diol G-RIA-CT
B. NUmero do catdlogo: KIP0151: 96 testes

C. Produzido por : DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue du Bosquet, 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Bélgica.

Para obter informagdes sobre aquisicao ou assisténcia técnica , contacte :
Bélgica Tel : +32 (0)10 84.99.11 Fax : +32 (0)10 84.99.91

Ou o representante local

I11. SIGNIFICADO CLINICO

O 5a-Androstano-3a-17B-Diol-Glucuronido (3a-Diol G) é um esteroide C19. E prinicipalmente
produzido como um metabolito da testosterona e da dihidrotestosterona (DHT). E largamente
produzido nos tecidos alvo periféricos, tais com a pele, especialmente em volta dos foliculos pilosos. A
estimulagdo pilosa, por elevadas quantidades de 3a-Diol G, leva a excessiva formagao de pélo — notéria
em éreas onde ndo existem normalmente pélos nas mulheres.

Nos ultimos anos surgiu o interesse pela determinacdo deste esteroide, no estudo do hirsutismo
idiopatico feminino.

De todos os esteroides precursores do 3a-Diol G, nomeadamente a dehidroepiandrosterona (DHEA),
dehidroepiandrosterona sulfato (DHEAS), DHT androstenediona e testosterona, apenas se demonstrou
0 aumento do 3a-Diol G com o hirsutismo e a sua diminuigdo com o tratamento. Esta correlagéo foi
também demonstrada em doentes com ovarios poliquisticos.

As determinacBes do 3a-Diol G sdo entdo manifestamente Uteis, na monitorizacdo do progresso do
tratamento do hirsutismo idiopatico e em mulheres com ovérios poliquisticos.

Em doentes diabéticos, de ambos os sexos com tratamento pela ciclosporina A, tém apresentado
valores de 3a-Diol G acima do normal, um efeito secundéario que resulta no aparecimento de pélo, em
areas onde previamente nao existia.



Iv.

PRINCIPIO DO METODO

Uma quantidade fixa de 3a-Diol G marcado com %I compete com o 3o-Diol G a
ser medido, que esteja presente na amostra ou no calibrador, para uma quantidade
fixa de locais de anticorpo, que é imobilizado nas paredes dos tubos de
poliestireno. Nem a extracgdo nem a cromatografia sdo necessarias, devido a
elevada especificidade dos anticorpos revestidos. Apds uma incubacéo de 2 horas
a temperatura ambiente (TA), num agitador, a reacgdo de competicdo termina
com a operagdo de aspiracdo. A seguir os tubos séo lavados com 2ml de solugdo
de lavagem de trabalho e novamente aspirados. Traca-se uma curva de calibracéo
e as concentracdes de 3o-Diol G nas amostras sdo determinadas por interpolacéo
da dose a partir da curva de calibragéo.

V. REAGENTES FORNECIDOS
Reagentes Kit 96 Codigo Reconstituicéo
Testes de cor
Tubos revestidos com 2x48 Cinzento | Pronto para utilizar
H anti 3a-Diol G
Aa 2 1 recipiente | vermelho | Pronto para utilizar
Marcador: 3a-Diol G marcado lg; E‘éq
com ¥ (grau HPLC) em tamp&o
com caseina bovina (1%) e azida
(<0,1%)
1recipiente | amarelo | Adicione 2 ml de 4gua
Calibrador Zero em soro bovino, liofilizado destilada
timol (<0,1%) e gentamicina (<
0,1%)
CAL “ 5 amarelo | Adicione 1 ml de 4gua
i - recipientes destilada
Calibradores 3o-Diol G - N = 1 | |iofilizados
para 5 (ver os valores exactos nos
rétulos do recipiente) no soro
bovino, timol  (<0,1%) e
gentamicina (<0,1%)
| WAS | SOLN |CONC | Lrecipiente | castanho | Dilua 25 x com agua
50 mi destilada (use um
Solugdo de lavagem (Tampédo agitador magnético).
fosfato)
2 prateado | Adicione 1 ml de 4gua
recipientes destilada
Controlos - N =1 ou 2 liofilizados
No plasma humano e timol
(<0,1%)
Note : Use o calibrador zero para diluigbes de amostras.

V1.

O segu
1.
2.
3.
4.
5.
6.
7.
8.

VIL.

A.

B.

C.

VIII.

MATERIAL NAO FORNECIDO

inte material é necessério, mas néo fornecido com o kit:

Agua destilada

Pipetas automaticas: 100 pl, 500 pl e 2 ml (recomenda-se a utilizacéo
de pipetas precisas, com pontas descartaveis)

Misturador de vortex

Agitador magnético

Agitador de tubos (700 rpm)

Pipeta automatica de 5 ml para lavagem (tipo Cornwall)

Sistema de aspiracéo (opcional)

Qualquer contador gamma capaz de medir %1 pode ser utilizado
(min alcance de 70%).

PREPARAGAO DOS REAGENTES

Calibradores : Reconstitua o calibrador
destilada e outros calibradores com 1 ml.
Controlos : Reconstitua os controlos com 1 ml de agua destilada.

Solugdo de lavagem de trabalho : Prepare um volume adequado de
Solucdo de lavagem de trabalho ao adicionar 24 volumes de agua destilada
para 1 volume de solucdo de lavagem (25x). Use um agitador magnético
para homogeneizar. Rejeite a solu¢do n&o utilizada no final do dia.

zero com 2,0 ml de agua

ARMAZENAMENTO E PRAZO DE VALIDADE DOS REAGENTES

10.

XL

Antes de abrir e reconstituir, todos os componentes do Kit séo estaveis até
ao final do prazo de validade, indicado no rétulo desde que mantido entre
21t08°C.

Apds reconstituicdo, os calibradores e os controlos sdo estaveis durante 1
semana entre 2 a 8°C. Durante periodos de armazenamento mais longos,
devem ser feitas aliquotas e mantidas a —20°C.

A solucéo de lavagem de trabalho deve ser feita e utilizada no mesmo dia.
Depois da 1? utilizagdo o marcador ¢ estavel até final do prazo de validade,
desde que mantido no recipiente original, bem fechado entre 2 to 8°C.
Alteragdes no aspecto dos reagentes do kit podem indicar instabilidade ou
degradacéo.

RECOLHA E PREPARACAO DE AMOSTRAS

Amostras de soro ou plasma devem ser mantidas entre 2-8°C.
Se a analise nédo for realizada em 24 hrs,recomenda-se conservar a -20°C.
Evite ciclos de congelamento e descongelamento sucessivos.
O plasma heparinisado apresenta resultados 15 % mais baixos do que o
soro.

Y (plasma Hep.) = 0,86 x (soro) + 0,52 r=096 n=13
O plasma com EDTA tem resultados 25 % mais baixos do que o soro :

Y (plasma com EDTA) =0,74 x (soro) +0,52 r=0,97 n=13

PROCEDIMENTO

Notas de manipulagéo

Né&o utilize o kit ou qualquer componente depois da expiracéo do prazo de
validade. Ndo misture componentes de diferentes lotesAntes de utilizar
todos os componentes devem estar a temperatura ambiente (TA).

Misture bem os reagentes e as amostras, por agitagdo ou rotacdo suaves.
Para evitar contaminagdes cruzadas utilize uma ponta de pipeta limpa e
descartavel, para adicéo de cada componente.

Pipetas de alta precisio ou equipamento automatico de pipetagem
melhoram a precisdo. Respeite os periodos de incubagéo.

Prepare uma curva de calibragéo para cada andlise, nao utilize dados de
analises prévias.

Procedimento

Rotule os tubos revestidos em duplicado, para cada calibrador, amostra,
controlo. Para a determinagdo das contagens totais, rotule 2 tubos normais.

Agite ligeiramente no vortex calibradores, amostras e controlos e dispense
100pl de cada, para os tubos respectivos.

Dispense 0,5 ml de 3a-Diol G marcado com I % para cada tubo, incluindo
0s tubos normais para as contagens totais.

Agite suavemente o suporte dos tubos, para libertar possiveis bolhas de ar.

Incube durante 2 horas & TA com agitagao continua (700 rpm).

Aspire o conteido de cada tubo (excepto os das contagens totais).
Assegure-se que a ponta pléstica do aspirador atinge o fundo do tubo
revestido, para remover todo o liquido.

Lave os tubos com 2 ml de solugdo de lavagem de trabalho (excepto os das
contagens totais) e aspire. Evite formacéo de espuma quando adiciona a
solucéo de lavagem.

Lave novamente os tubos com 2 ml de solugdo (excepto os das contagens
totais) e aspire.

Depois da ultima lavagem, deixe os tubos direitos durante 2 minutos e
seguidamente aspire a Gltima porgéo de liquido.

Conte os tubos num contador gamma durante 60 segundos.

CALCULO DOS RESULTADOS

Calcule a média das determinac6es em duplicado, rejeitando os “outliers”
(casos marginais) 6bvios.

Calcule a radioactividade de ligacgdo como uma percentagem da ligacdo
determinada no ponto do calibrador zero (0), de acordo com a férmula
seguinte:

Contagens (Calibrador ou amostra)
Contagens (calibrador Zero)

x100

B/BO (%) =

Utilizando um papel de grafico semi-logaritmico de 3 ciclos ou logit-log
trage os valores (B/B0(%)) para cada ponto de calibragdo como uma funcéo
da concentracéo do 3a-Diol G em cada ponto.

Os métodos informaticos também podem ser utilizados para construir a
curva de calibragdo. Se o processamento dos resultados for automatico,
recomenda-se a curva com fungdo de ajuste de “4 pardmetros”.

Por interpolacdo dos valores das amostras (B/B0(%)), determine as
concentragdes de 3a-Diol G das amostras da curva de referéncia.



6. Para cada andlise, a percentagem de marcador total ligado na auséncia de
3a-Diol G (B0O/T) marcado, deve ser verificada.

TESTE DE RECUPERACAO

Amostra 3a-Diol G 3a-Diol G Recuperacao
< adicionado recuperado (%)
XIl.  DADOS TIPICOS (ng/ml) (ng/ml)
Os dados seguintes sdo apenas para exemplificagdo e nunca devem ser utilizados Soro 50 484 2,8
em detrimento dos dados reais da curva de calibracéo. 20 21,3 106,0
10 9,5 95,0
5 4,9 98,0
3a-Diol G cpm B/Bo (%)
Contagens total 35967 . . .
9 E. Intervalo de atraso de tempo entre o ultimo calibrador e a dispensa de
Calibrador 0,0 ng/ml 13912 100,0 amostra ) )
0,2 ng/ml 11443 82,2 Conforme demonstrado a seguir, os resultados das analyses continuam
1,2 ng/ml 8385 60,3 precisos, mesmo quando é dispensada uma amostra 20 minutos depois da
6,0 ng/ml 4611 33,1 adic#o do calibrador aos tubos revestidos.
25,0 ng/ml 1796 12,9
75,0 ng/mi 960 89 INTERVALO DE ATRASO DE TEMPO

XI1l. DESEMPENHO E LIMITES

A. Limite de deteccao

Foram analisados 20 calibradores zero , juntamente com um conjunto de

outros calibradores.

O limite de detecgdo, definido como a concentragdo aparente, 2 DP abaixo
das contagens médias com zero ligagdes, foi de 0,05 ng/ml.

B. Especificidade

Soro 0 20’
(ng/ml)

Soro 1 2,92 2,90
Soro 2 9,60 9,59

Composto Reactividade-cruzada
(%)
5a-Androstano-3a-17p-diolG 100,00
5a-Androstano-3a-17p-diol 10,69
5a-Androstano-3a-17p-diol-3Glucuronido 5,86
5a-Dihidrotestosterona Glucuronido 1,75
Progesterona 0,03
Testosterona glucuronido 0
Testosterona 0
11B-hidroxitestosterona 0
5a-Dihidrotestosterona 0
5p-Dihidrotestosterona 0
Cortisol 0
Dehidroepiandrosterona 0
Estrona 0
Androstenediona 0
5-Androstena-343-17p3-diol 0
17p-Estradiol 0

XIV. CONTROLO DE QUALIDADE INTERNO

- Se os resultados obtidos para o controlo 1 e/ou controlo 2 ndo estdo dentro
do intervalo especificado no rétulo do recipiente, os resultados ndo podem
ser utilizados, a menos que seja dada uma explicacdo satisfatéria para a
discrepéncia encontrada.

- Se for desejavel, cada laboratério pode fazer os seus prorios conjuntos de
amostras de controlo, que podem ser mantidas congeladas em aliquotas.
Néo faca ciclos de congelacéo/descongelagcdo mais do que 2 vezes.

- Né&o existe material de referéncia internacional para este parametro, que
seja do nosso conhecimento

XV. INTERVALOS DE REFERENCIA

Nota : Esta tabela mostra a reactividade-cruzada para o anti 3a-Diol G.

C. Precisao

PRECISAO INTRA-ENSAIO

PRECISAO INTER-ENSAIO

Populacéo Intervalo absoluto Média
(ng/ml) (ng/ml)
Sexo feminino Pré-menopausa 03-79 1,9
Pés-menopausa 0,1-59 15
Hirsutismo 16-9,3 4,6
Sexo masculino 1,0-23,6 6,4

Soro N <X>+DP cVv Soro N <X>+DP CcVv
(ng/ml) (%) (ng/ml) (%)

A 20 2,64 +0,15 57 A 10 2,76 £ 0,17 6,4
B 20 | 10,11 +0,50 4,9 B 10 10,32 £ 0,70 72

DP: Desvio Padréo; CV: Coeficiente de variagao

D.  Exactiddo .
TESTE DE DILUICAO
Amostra Diluigéo Conc. tedrico. Conc. medida

(ng/ml) (ng/ml)

1 171 50,70 50,70
1/2 25,35 24,58

1/4 12,67 11,96

1/8 6,33 6,49

1/16 3,16 3,26

1/32 1,58 1,48

1/64 0,79 0,62

As amostras foram diluidas com calibrador zero.

XVI. AVISOS E PRECAUGOES

Seguranca

Apenas para uso em diagndstico in vitro.

Este kit contém 21 (meia-vida: 60 dias), emitindo radiacGes X (28 keV) e y (35.5
keV) ionizantes.

Este produto radioactivo pode apenas ser transportado e utilizado por pessoal
autorizado: a compra, armazenamento, utilizacdo e troca de produtos radioactivos
estdo sujeitas a legislagdo nacional vigente. Em nenhum caso, este produto pode
ser administrados a seres humanos ou a animais.

Os componentes de sangue humano incluidos neste kit foram testados por
métodos aprovados pela legislacdo europeia e/ou FDA e dados como negativos
para o HBsAg, anti-HCV, anti-HIV-1 e 2. Néo existe nenhum método, até agora
conhecido, que oferece total seguranca quanto a impossibilidade de transmisséo
de hepatite, HIV ou outras infec¢des, por via do sangue humano. Por isso, deve
manipular os reagentes, o soro ou o plasma de acordo com as regras locais de
seguranga, quanto a materiais potencialmente infecciosos.

Todos os produtos de origem animal e seus derivados foram recolhidos de
animias saudaveis. Os componentes bovinos, vieram de paises sem casos
notificados de BSE. No entanto, todos estes components devem ser manipulados
como potencialmente infecciosos.

Evite o contacto da pele e mucosas com os reagentes (azida soédica como
conservante). A azida pode reagir com o chumbo e o cobre das canalizagbes e



formar compostos explosivos. Rejeitar com abundante quantidade de &gua
corrente para evitar acumulac@es destes compostos.

Néo fume, coma, beba ou aplique cosméticos na area de trabalho. N&o pipette
com o auxilio da boca. Use vestuario adequado de proteccéo e luvas. Toda a
manipulacdo readioactiva deve ser efectuada em local préprio e exclusivo para
tal. Deve ser mantido no laboratério, um livro de registo para a recepgdo e
armazenamento de material radioactivo. O equipamento do laboratério e
equipamento de vidro que possa ser contaminado com radioactividade, deve ser
segregado para evitar contaminacdo cruzada com diferentes is6topos. Qualquer
derrame de material radioactivo deve ser imediatamente limpo, de acordo com os
procedimentos de radioproteccdo. O lixo radioactivo deve ser rejeitado de acordo
com a legislagdo vigente e as regras do laboratdrio. A adesdo as regras bésicas da
radioseguranca, fornece a protec¢do adequada.
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CONTAGENS CALIBRA- CONTROLO
TOTAIS DORES S DAS
AMOSTRAS
(ul) (ul) (ul)
Calibradores (0 to 5) - 100 -
Amostras, controlos e - - 100
marcadores 500 500 500
Incubacéo 2 horas a TA com agitacéo continua (700 rpm)
Separagao - aspirar
Solugdo de lavagem de 2,0ml
trabalho aspirar
Separagao 2,0ml
Solugéo de lavagem de aspirar
trabalho
Separagao
Contagem Contar os tubos durante 60 segundos
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1. XPHXHTI'IA THN OIIOIA IIPOOPIZETAI

Padioavocompocdlopiopdg yo Ty in Vitro mocotikn pétpnon tov avlpomivov Sa-avépootdvio-3a-
17B-810A-yhvkovpovidiov (3a-Diol G) 6tov 0pod Kot TO TAGGUAL.

Il. T'ENIKEX IINHPO®OPIEX
A. Epmopwi ovopocio: Kt 3a-Diol G-RIA-CT g DIAsource
B. ApwOuoéc katardyov: KIP0151: 96 mpocdopicpol

I'' Koaraokevaletar oo Tqv:  DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue du Bosquet, 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgium.

INa teyvikn Pon0sia | TANPoPoOpieg GYETIKA PE TAPAYYELIES EMKOIVOVI|OTE GTO:
Tni.: +32 (0)10 84.99.11 ®ag: +32 (0)10 84.99.91

I1l. KAINIKO YIIOBA®OPO

To Sa-avdpootdvio-3a-17B-dor-yAvkovpovido (3a-Diol G) eivar éva otepogidég C19. IMapdyeston
Koplog ®¢ petaforitng tng tectootepdvng kot g dwdpotecstootepdvng (DHT). IMopdyetar oe
onuovTikd Bobud oe TEPLPEPIKOVG 16TOVG-GTOYOVG OTTMG TO dépua, €0KE YOp® amd Ta TpryoBvAdKia.
H oiéyepon amd peydreg mocsotnteg tov 3a-Diol G, odnyei oe vrepPforlkd oynUATIONO TPYDV —
waitepa epav o€ onpeio OTOL dEV VITAPYOVY PLGIOAOYIKA TPIYEG OE YOVAIKES.

Ta televtaio €T TO €VOLOQEPOV YLO. TN HETPNON TOV OTEPOEIBOVE awToD £xel avéndel petald tov
KAMVIKOV EPELVNTAOV TOL PHEAETOVV YUVOIKEG TOV TAGYKOLV ad 13107001 dacVLTPLIGUO.

Meta&hd 1oV otepoelddv mov givar yvootd OtL givor mpddpopot yw to 3a-Diol G, dniadn tng
devdpoemavopootepdvng (DHEA), g Oeukng devdpoemiavdpootepdvng (DHEAS), g DHT
0vOPOOTEVOSOVIG KOl TNG TEGTOOTEPOVNG, UOVo 1o 3a-Diol G éxer deyybel O6T1 av&dveton pe 10
daovTprylopd Kot pewdveral pe ) Bepaneio. H cvoyétion avtn €yet emiong kataderyel oe acbeveig pe
moAvKvoTiKEG wobnkeg (PCO).

Ot pocdiopicpot 3a-Diol G €yovv emopévmg amoderybel xpnool mg delkng He d1popovs TPOTOLG,
ocopneplAapfavopévng ™G mopokoAovOnong g 7mpoddov G Oepameiog Tov  1d10mB0G
S0CVTPYICHOD KOL YOVOUK®OV LLE TOAVKVOTIKEG MOOTKES.

Emumiéov, SwpPntikoi acbeveic, 1000 Gvdpeg 600 Kol yuvaikeg mov akolovBovv Oepameio e
Kukhoomopivn A, &xovv eppavioet exinedo Tov 3a-Diol G Thvw amd T0 PLGLOAOYIKO, LK TOPEVEPYELL
OV £YEL WG UTMOTEALEGLOL TV ELPAVION TPYYDV OE TPONYOVUEVDS GTPLYES TEPLOYES TOL CAOUATOG.



Iv.

BAXIKEY APXEX THX MEOOAOY

Mua otafepn mosodtnta 3a-Diol G onuacpévov pe 1 aviaywviletor pe to 3a-Diol
G mov Oa petpnOet, o omoio vapyet 6to deiypo | oto Pabuovounty, yio oTadepn
mocOTTO BECEMV AVTICOUAT®V TOL €ivol OKIWVNTOTOMUEVE OTO TOIYMUO €VOG
colnvopiov amd molvatupévio. Agv amatteital ekyOAon 1 ypopotoypapio Adyw®
™G VYNANIG EWBIKOTNTOG TOV EMOTPOUEVOV OVTICOUATOV. MeTd and endaon oe
oLoKEVT avadevong dldpkelng 2 wpwv oe Beppokpacio dopotiov, n avtidpaon
avtoyoviopov teppotiCetar pe éva Prpo avappoéenong. To coAinvaplo katdmy
mAévovtot 600 Qopég pe 2 ml dtoddpotog Tdong epyaciog Kot avappoeovVTOL THAL.
Topotavetoar ypoeucd poe kopmoAn Pobpovopnong kor mpocdopilovrar ot
oLYKeVTPOGELS ToV 3a-Diol G tov detypdtov e oavoymyn GLYKEVIPOGEMY and TV
KapmoAn Bodpovounong.

V.

ITAPEXOMENA ANTIAPAXTHPIA
AvtidpooTtipra Kt 96 Xpopat AvocioTaoct)
TPOGI0PIG KOG
ROV KOJIUKOG
ZOMVAPLOL ETCTPOUEVEL 2x48 YKpL "Etowpo ywo yprion
ue avti 3a-Diol G
Ag 125) 1 prokido kokkwvo | "Etowpo yio ypion
53 ml
IXNHOETHX: 3a-Diol G 185 kBq
onuaopévo pe 2l (katnyopiag
HPLC) o€ puBpIioTiKS dIGAupa
ye Boeia kageivn kar agidio
(<0,1%)
CAL 0 1 prokidio kitpwvo | MpooBéste 2 mi
Avopthomot OMEGTAYUEVOD VEPOD
Mndevikdg abpovountig ce nuévo
Boeto opod, Bopdin (<0,1%) ko
yevtapvkivn (<0,1%)
5 prokida kitpwvo | Mpoodéete 1 mi
Avo@pthomot OEGTOAYUEVOD VEPOD
Babpovopntég 3a-Diol G- N =1 NuéVo
o 5
(8eite Tig axpiPeig TiuéG Tave
OTIG ETIKETEG TV PLOASIOV) oE
Bogto opd, Bopdin (<0,1%) kot
yevrapvkivny (<0,1%)
WASH SOLN CONC 1 proAidio Kopé Apardote 25 X e
50 ml AmESTAYHEVO VEPD
Adopa mvong (Pubotkd (xpnmuo@omm:s |
LM GWEYOPLKGY) HOyVNTIKO ovodevTnpa).
2 proidio aonui MpocBicte 1 ml
CONTROL | N | Avo@ilomot AMEGTAYUEVO VEPOD
nuévo
Opoi eréyyov -N =112
oe avOpdmivo TAdcpa Kot Bupoin
(<0,1%)

Inpeioon: Xpnoonoteite 1o pndevikd Pabpovopnt yio opatdoels SEtyUaTmy.

V1.

ANAAQXIMA I10Y AEN IIAPEXONTAI

Ta akd6AovOo VKA omartovvTat odld dev TopéYOvTaL GTO KIT:

1
2.

©®NO O AW

VII.

Ameotaypévo vepo

MMuéteg yio Swovopny: 100 pl, 500 pl ko 2 ml (cuviotdrar N yprion TrETOV
akpiPeiag He ovolOGILo TAUGTIKA pOYYT)

Avopeikmg otpofihiopo? (thmov vortex)

MoyvnTikog avadevTipog

Yvokevn} avadevong coinvapiov (700 rpm)

Avtopat odpryya tov 5 ml (thrmov Cornwall) yio Thvon

2ot avappoenong (TpootpeTkd)

Mmnopei va ypnopwonombel omoroodnmote petpnTig Y axtvoPoriog pe
duvardra pétpnong te 1 (eddyo anddoon 70%).

IIAPAYXKEYH ANTIAPAXTHPIOY

BaOpovountic: Avocvotiote 1o undevikd Pobuovount pe 2,0 ml
aneoTaypévou vepov kat GAlovg Babpovopuntés pe 1 ml ameotaypévov vepoo.
Opoi gréyyov: Avacvotfiote toug opovg eléyyov pe 1 ml amestaypévov
VEPOD.

Awglopa TAdong epyaciag: [Ipostoydote emapkn 6yko SEADHATOG TAVONG
epyaciag pe Tpoctnkm 24 dykev omestaypévov vepod oe 1 0yko doddpatsg
mbong  (25x).  Xpnowwomowjote  poyvnTikd  ovadsutipo  yo v

VIIL.

=@

opoyevomoinom. Amoppiyte t0 Un ypnoomompuévo Stdivpo TAvong
epyaciag 6To TEAOG TG NUEPAC.

DPYAAZEH KAl HMEPOMHNIA AHEHY TQN ANTIAPAXTHPIQN

Ipw and 10 dvorypa M TV avoovotaot, OAO TO GLCGTOTIKG TOL KIT
mapapévouy otadepd £og v nuepounvia Anéng, n omoio avaypapeTaL
oV eTéta, £pdoov doTnpovvial oe Bepporpacio 2 £mg 8° C.

Metd tv avoocvotaon, ot Pabpovountéc kot ot opoi  eAEyyov
mapapévouy otabepol yo pio efdopddo oe Oeppokpocia 2 éwg 8° C.
To  peyoddtepeg mepddovg @UAaENG, mpémel va  oynuotilovron
KAAGHATO/SOGELS oG xpiong Kot va dtoTnpovviat otovg —20° C.
Dpéoko, TUPUCKELAGUEVO ddlvpa TAVONG epyociag Ba mpémel vo
XPNOoomoteiToL TV idto nuépa.

Metd TV TpAOTN YPNON TOL, 0 YVNOETNG mapapével oTafepog £mg TV
nuepounvion ARENG, £pdGoV Sratnpeitan 6To apyKo, EPUNTIKA KAEWGTO
@ukidlo o€ Beppoxpaocio 2 £wg 8° C.

Toyxov petaforég TG PLOIKNAG ELPAVIONG TV AVTIOPUCTNPI®V TOL KIT
gvdéyetol va VIodNA®VOLY acTddeio | aAloimon.

2YAAOI'H KAI IIPOETOIMAXIA AEITMATQN

Ta detypoto 0pod 1 TAAGHATOG TPETEL VoL PUAACGOVTOL € OeppoKpacio
2-8°C.

Edv n e&étaon dev mpayporomomBei eviog 24 @pdv, cuvictdton M
@OAaEN otovg -20° C.

Amopelyete T Sradoykn KaTdywvén Kot amdyuén.

To nropwicpévo mhdopa anodidel 15% yapmiotepa anoteréopato omd
oV 0po:

Y (Hr. mhéopa) = 0,86 x (opdc) + 0,52 r=09% n=13

To mhdopa pe EDTA anodidet 25% yopmAiotepo amoteléopata omd tov
opd:

Y (mhéopa pe EDTA) = 0,74 x (opdg) + 0,52

r=097 n=13

ATAAIKAXIA

LN NELDOCELS GYETIKA PE TO YEPLGNO

Mn XPNOYOTOLELTE TO KIT | TOL GLOTATIKG HETA TNV Mpepopnvia ARENG.
Mnv avaperyvoete vAud and Srapopeticés Taptideg kit. Dépete Oho Ta
avtwpaoctpla og eppokpacio dwpatiov Tpv amd T ypnon.

Avopeiére kold Oho To OVTIOPACTAPLO KO TO OElYHOTO HE OTOAN
avakivnon 1 avédevon. Xpnoomoteite Eva Kabopd avaAdGLo pOyXog
MAETAG Yoo TNV TPooHNKn KkéOe SopopeTkoy avTdpacTnpiov Kot
SelyLOTOG TTPOKEEVOL VOL ATOQUYETE TNV EMUOAVVOT.

H oxpifee Pertidvetor pe ypnon mmetd@v LYnAng okpifelog M
QVTOHOTOTTOMUEVOL €EOMAIGHOV dlavoung pe mmétes.  Tmpeite tovg
APOVOLG ETDACTC.

ITpoetoydote o TPOTUMN KOUTOAN Yo KAOe avélvon kot un
xpnoponoteite dedopéva amd TponyodevES avVOAVGELS.

Awdikacio
INUAVETE TO  EMIOTPOUEVO COANVApLYL €1 dumhodv  ywoo  kdOe
BoBuovountn, detypa, opd eréyyov. T TOV mPOGdIOPIOUO TOV
petpricenv  tov  yvnlém 2% (“total"), onudvere 2 wowd (un
EMOTPOUEVE) COANVAPLAL.
Avopeiéte yu Alyo (pe oavopeiktn otpofihiopod TOmOL  vortex)
Babpovountée, detypnota kot opodg eréyyov kot Swaveinere 100 pl omd
£KO.OTO G€ OVTIOTO O COANVAPLA.
Awveipete 0,5 ml 3a-Diol G onpacpévov pe 1 og kéde coinvépo,
cuUTEPILAUPAVOVTOG TO PN EMCTPOUEVE. COAVAPLO TOV APOPOLY TIG
peTpioelg tov tyvnoém 2l ("total™).
Avaxwnote amold T Paon oTHPENG TOV COANVAPIOV.
Enodote eni 2 dpeg oe Oeppokpacio dopatiov pe coveyn avadegvon
(700 rpm).
Avappopnote 0 TEplexOpevo kabe coinvapiov (pe e&aipeon ekeiva
OV APOPOVY TIG PETPoEL TOV tyvnOém 2°I ["total"]). BePaumbdeite o1t
T0 TAOOTIKO pOYXOG TOL avappoent] @Bdver otov mubuéva Tov
EMOTPOUEVOD GOANVOPIOD TPOKELUEVOD Vo apatpedel OAn 1 TocdTNTO
TOV VYpPOY.
M\ovete ta colnvapur pe 2 ml dwAdpoatog mhdong epyoaciog (pe
gEaipeon ekeiva oL apopodv Tig petpricelg Tov yvndétn I ["total])
KOl 0vVOpPOPNOTE. ATOPVYETE TO GYNUOATICUO a@poD KATE TN Siépketo
™G TPOSHNKNG TOV SAVHOTOG TADONG EPYOCLOG.
[TAOvete oA oo coAnvapla pe 2 ml doddpotog mdong epyaciog (pe
gEaipeon ekeiva mov apopodv Tig petpricelg Tov yvndétn I [“total])
KOl avVopPOPNOTE.
Metd v tekevtaioa mAOON, 0PioTe TO. COANVAPLL Vo oTafodv e
opbua B¢om Yy 300 AemTG KO OvVOPPOPNOTE TN GTAYOVOL VYPOD TOV
OTMOMLEVEL
Metpriote t0 coAnvépie oe petpnth vy axtwoPoriog yw 60
devTePOLENTAL.



XI.

XIL

YIIOAOT'IEMOX TQN AIIOTEAEXMATQN

Ymoloyiocte ™ péon T TOV SWMAGV TPOGIIOPICUOV KOl QMOPPIYTE TIG
EUQAVEIG U1 OTOOEKTES TIUES.

Ymoloyiote ™ Oeouevpévn padlevEPYEIDL ®G TOGOGTO TNG OEGUEVGNG TOV
npocdopiletar oto onpueio pndevikov Pabpovount (0) odpewve pe tov
ako6Aiovbo Tomo:

Metpiioelg (Babpovountig 1 deiypo) <10

B/B0 (%) = . -
Metpricelg (Mndevikog Babdpovountig)

0

Me ypnon MuAoyapldpkod yopTion YPOPHLATOS 1 YXOPTIOV YPOPHHATOG
logit-log 3 koK wv, Tapacthote ypapud Tig TS (B/BO(%)) Yo kGbe onueio
Babpovount g cvvaptnon g ovykévipmong tov 3a-Diol G ywn kébe
onueio Pabpovount.

T mv xatookev] ™G KoumoAng Pabupovounong eivar dvvatd  va
ypnoponomBovv eniong pébodol pe ™ Ponbeir MAEKTPOVIKOD VTOAOYIGTY.
Eav mpokerton v ypnoyonombel avtopatn emefepyoacio amotelespdtov,
GLVIGTATOL TPOGAPLOYT| KAUTOANG GUVAPTNONG “4 TapopsTpOv”.

Me avoyoyn tov tpov tov dsypdtoav (B/BO (%)), mpocdwopicte Tig
ovykevtpdcelg 3a-Diol G tov delydT®V omd TV KOUTOAN ovapopas.

To k@0e mpocdopiopd, mpémel va EAEYYETOL TO TOGOGTO TOV GULVOAMKOD
yvn0étm mov deopedeton ev ) anovoia un onpacuévov 3a-Diol G (BO/T).

TYIIIKA AEAOMENA

To akoiovBo dedopéva mpoopilovior pOVO ®G TAPAIEYLO KOl OEV TPEMEL VoL
¥PNOWonooVvVToL TOTE ovti TG Kopmving fabpovounong mpaypotikod ypdvov.

3a-Diol G cpm B/Bo (%)
Kpovoeig tov yvndém 21 (“total”)
35967
Bofpovountig 0,0 ng/ml 13912 100,0
0,2 ng/ml 11443 82,2
1,2 ng/ml 8385 60,3
6,0 ng/ml 4611 33,1
25,0 ng/ml 1796 12,9
75,0 ng/ml 960 6,9
XII.  AIIOAOXH KAI IIEPIOPIXMOI
A ‘Opro aviyvevong
Metpribnkav gikoot pndevikoi Pabpovountés pall pe éva oOvoro GV
Babpovountav.
To 6plo aviyvevong, optlOUEVO G 1) POLVOLEVIKT) GUYKEVIP®GT) 000 TUTKOV
amoKMoE®V KATo amd TIG HEGEG HETPHOELG 6€ UNdEVIKY dEapevon, fTav 0,05
ng/ml.
B. Ewwomra
"Evoon Awoctavpovpevn
avridpacTikétnra (%)
5a-av3pootdvio-3a-17B-810A-G 100,00
50-avdpootdvio-3a-173-516An 10,69
5a-av3pootdvio-3a-17B-810An-3yivkovpovidio 5,86
T'Avkovpovidio Sa-dwdpotestootepdvig 1,75
TIpoyeotepovn 0,03
T'Avkovpovidio 1e6T00TEPOVIG 0
TeotootEPOVY 0
11B-vdpoévtecTooTEPOVN 0
5a-3wdpotectootepdvn 0
5B-3dpotecTooTEpOVN 0
Koptiloin 0
AebHdpoemavIpOGTEPOVN 0
Ootpovn 0
Avdpootevodidvn 0
5-avdpoctévio-3p-173-010An 0
17B-Owotpadioin 0

Xnpeioon:

210V TivoKae 0T ToPoVGLALETaL 1) SIGTOVPOVIUEVN
avtdpaotikotTa Yo to avit-3o-Diol G.

T. Axpifera

AKPIBEIA I'IA TON IAIO AKPIBEIA METAEY
[IPOZAIOPIZMO AIA®OPETIKQN
MMPOZAIOPIZMON
Opég | N | <X>+T.A. | Z.A. Opég N <X>+T.A. Z.A.
(ng/ml) (%) (ng/ml) (%)
A 20 | 264+015 | 57 A 10 | 276+017 6,4
B 20 | 10,11+050 | 49 B 10 | 10,32+0,70 7,2

T.A.: Tomuh amdrhion, Z.A.: ZovteleoTig SLoKOILOVETG

A. OpBétTa

AOKIMAXIA APAIQYXHY
Agiypa Apaioon OcopnTiKi MetpnOsica
OVYKEVTPOON GVYKEVTPOON
(ng/ml) (ng/ml)
Opéc 171 50,70 50,7
12 25,35 24,58
1/4 12,67 11,96
1/8 6,33 6,49
1/16 3,16 3,26
1/32 1,58 1,48
1/64 0,79 0,62
Ta deiypota aporiddniay pe o pndevikd Padupovount.
AOKIMAXIA ANAKTHXHX
Agiypa IpooTiBépevo Avoktn0év Avoxktn0év
3a-Diol G 30-Diol G (%)
(ng/ml) (ng/ml)
Opdg 50 48,4 96,8
20 21,3 106,0
10 9,5 95,0
5 4,9 98,0

E. Mecodwdotnuae peta&d Tng otevoung tehevtaiov Padpovountn ko
deiyparog
Onmg Qaivetol OTI CULVEXELWD, TO OMOTEAEGHOTO TOV TPOCOLOPIGHOD
TApapEVOLY aE0mIoTo aKkOpo Kot Otav Stavépetal éva detypo 20 Aemtd
UETA TNV POtk ToL PaboVOpNTH OTO EMGTPMOUEVE COANVAPLO.

MEXZOAIAXTHMA
Opég 0 20"
(ng/ml)
Opdg 1 2,92 2,90
Opdg 2 9,60 9,59

XIV. EXQTEPIKOX IIOIOTIKOX EAETX0X

- Edv to amoteléopata mov Aapfdvovtor yia tov opd ehéyyov 1 /o tov
opd eréyyov 2 de Ppiokovtar evidg Tov mediov TV Tov Kabopiletan
oV £TKéTa TOL PoAdiov, o amoteléopato dev eivar duvatd va
¥pNoomombovy, ektdg dv £xel dobei avomomTiky e&nynon yu TV
aoVUP®Via.

- Eav givon emBounto, kébe epyactiplo pmopel va dnpiovpynoet ta Sikd
tov peiypato derypdrov eléyyov (pools), ta omoio wpémer va
SlTnPOvVTOL KOTEYVYHEVE O KAGGHOTO/O0GES WoG ypnons. Mnv
KATOYOYETE-OTOYVYETE TEPLOGOTEPO OO OVO POPES.

- Amd 6c0 eivar dvvatd va yvopilovue, dev vrdpyer S1ebvég vVAKO
AVOPOPAS YLoL TV TAPEUETPO AVTT.



TIMEX ANA®OPAY
ITinOvopdg Tledio amé vtV Avapecog
TIHOV (ng/ml)
(ng/ml)
Tvvaik TIpogpunvomavot 03-79 1,9
ES OKEG 15
Metepunvonovct 0,1-59 4,6
OKEG
AacvTpryeg 16-93 6,4
Avdpeg 1,0-23,6

XVI. ITPODPYAAZEEIX KAI IIPOEIAOIIOIHXEIX

Acpdicia

Movo 1o SloyvooTikn yprion in vitro.

To k1t awtd TEpéyel o 12 I (Xpovog nuiong: 60 NuépeS), pia padievepyy ovsia 1
onoio exkmépmel 1oviCovoa aktvoBoria X (28 keV) kot y (35.5 keV).

Avt6 10 padievepyd Tpoidv eivar duvatd vo petapepet kot va ypnoorombet povo
and g&ovolodotnuéva dropa. H ayopd, eOraén, xpnon kot avioAloyn padtevepydv
TPOIOVI®MV VITOKEWVTOL 6T vopobesion TG Y®Pog Tov TeEMKOD ¥pNiotn. Le Kopio
nepinToon dev mpénel va xopnyeitat to Tpoidv oe avBpdmovg 1 {da.

To ovotatikd avOpdmivov aipotog mov mephapPdvoviol 6To Kit ovtd €xovv
eheyyOel pe pebodovg eykekpyéveg oty Evpomn ni/kor and tov FDA kot €xet
Samotodel 6T givan apvnTikd wg mpog v mapovsic HBSAQ, avti-HCV, avti-HIV-
1 xou 2. Kapio yvoot puébodog dev givar duvatd va mopéyet TAnpn docediion o6t
mopdyoyo Tov avlpdTvov aipotog de Bo petadmoovv nmatitide, AIDS N dAleg
Aowdées. Emopévag, o xepiopdg avtidpaotnpiov, detypndtov opod 1| TAGGLATOS
Oa. Tpémet va yivetor GOUPOVOL LE TIG TOTIKEG d1001KOGTES TTEPT AoPALELNS.

Ol 10 {okd mpoidvta Kot mopdywyo Exovv cvilexbei amd vym (da. Ta Poewo
GLOTATIKG TPOEPYOVTOL amd Ydpeg Omov dev &yl avapepbei BSE. Tlap' 6A' avtd,
ovotoTikd mov mepyovv Lowés ovoieg Ba mpémer vo avtyetomilovior ®¢
SVVNTIKOG LOAVCHLOTIKA.

ATopelyete 0mOONTOTE EMOPY] TOV SEPUOTOG UE AVTIOPACTHPLN (XPNOOTOLEITAL
alido tov vatpiov ®g cvvimpntikd). To olidlo ot0 KIT OWTO EVOEXETAL VO
avTdpaoet pe LOALPSO KOt YOAKO TV VIPULAIKAOV COANVAOGEMV KOl VO GYNHOTIGEL
pe tov tpémo owtd Wiaitepo ekpnktikd alidie petddrov. Katd m didpkelo Tov
Prpatog mAOoNG, eKTAOVETE TV OTOYETEVCT) LE PEYOAN TOGOTNTO VEPOV, YO TNV
TPOAYN TUXOV GVGGMPELONG aldiov.

Mnyv kanvilete, unv mivete, pnv TpATE Kot U1 XPNGWOTOLEITE KOAALVVTIKA GTO YDPO
epyaoiog. Mnv OSwwvépete pe TTETO  YPNOYOTOLDVING TO OTOUO  GOG.
Xpnoonoteite TPOGTATEVTIKO POVYICUO Kot YavTio piag xpnons. ‘Orog o xeiplopog
TOL PadEVEPYOD VAIKOV ol TpEmel Vo eKTEAEITOL GE KOBOPIGUEVO YDPO, LOKPLY OO
ADPOVG TOKTIKNG SLELEVONG. XTO EPYACTNPLO TPEMEL VO, STt peitan NUEPOAIYLO Yol
v maporafn Kot ™ eUAaén padievepymv vAtkdv. E&omAondg kot yudivo okevn
oV gpyactnpiov, ta omoin Bo Lropovsav vo podlvvhodv pe padievepyég ovoieg, Ha
TPEMEL VO PUAACGOVTOL G EEYMPLOTO YOPO YL TNV TPOANYT EMUOAVVONG TMV
S10pOpmV padloicoTOTMV.

Toyov doppoig podievepydv vypav Tpénet va Kabopilovtal apécms COUPOVA LE TIG
Swdkacie acedrelng and padievépyewo. To padievepyd omOPAnTo Tpémer va
OmOPPINTOVIOL GOUE®OVE HE TOVG TOTIKOVG KOVOVIGUOUG KOl TG Katevfuvinpleg
odnyieg T@V apy®dV Tov £yovv dikaodoacia 6To gpyactipo. H tpnon tov Pacucdv
KOVOVOV 0CPAAELNS O pASIEVEPYELN TOPEYEL EMAPKT TPOCTAGIAL.
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XVIIl.  HEPIAHYH TOY ITPQTOKOAAOY

KPOYZEIZX BAGMONOM AEII'MA(TA)
"TOTAL" HTEX OPOI1
pl EAEI'Xoy
pl pl
Babpovountég (0 éog 5) - 100 -
Agiypata, opoi eréyyov - - 100
Iyw0éng 500 500 500
Endoon 2 dpeg o€ Beppokpacio SOUATIOV (e GLVEYH VAdELOT|
(700 rpm)

Aoy piopog - avappdenon
Adhopa mAvong 2,0ml
epyociog avappdenon
Aoy oplopog 2,0ml
Adhopa mAvong avappoenon
epyociog
Awoyoplopog
Métpnon Métpnon coinvopiov eni 60 devtepdrenta
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