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ANDROSTENEDIONE-RIA-CT

I.  INTENDED USE

Radioimmunoassay for the in vitro quantitative measurement of human 4-Androsten-3, 17-Dione
(Androstenedione) in serum and plasma.

I. GENERAL INFORMATION

A. Proprietary name : DIAsource ANDROSTENEDIONE-RIA-CT Kit
B. Catalog number : KIP0451: 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

A. Biological activity

4-Androsten-3, 17-dione (Androstenedione) is a C19 steroid. It is produced in the adrenal gland and gonads.
Androstenedione is an immediate precursor to both testosterone and estrone, both of which may be subsequently
converted to estradiol. Due to the presence of a 17-oxo (rather than hydroxyl) group, Androstenedione has relatively
weak androgenic activity, estimated at < 20% of testosterone. Although it is a weak androgen, serum Androstenedione
levels may exceed testosterone in both normal and disease states, Androstenedione secretion and production rates exceed
those of testosterone in women, and significant extra-adrenal conversion of Androstenedione to testosterone occurs.
Furthermore, the affinity of sex hormone-binding globulin for Androstenedione is much less than for testosterone or
estradiol (1 — 3).

The physiologic role of Androstenedione is not well defined. Serum Androstenedione levels are high in fetal and neonatal
serum, decrease during childhood, and increase during puberty. In normal pubertal and adult men, the major portion of
Androstenedione is derived from the testis, either directly or from conversion of testosterone, while in normal adult
women, essentially equivalent amounts of Androstenedione are produced by the adrenal gland and ovary (2,3). Increased
Androstenedione levels may play a role in the development of secondary sexual hair during adrenarche. Serum
Androstenedione levels show significant diurnal variation dependent on the secretion of ACTH. Ovarian
Androstenedione production is stimulated by luteinizing hormone, and serum Androstenedione levels vary with the
menstrual cycle (3). Adrenal Androstenedione production gradually declines with advanced age in both men and women.
In addition, ovarian Androstenedione production decreases after menopause (3).

B.  Clinical applications

Measurement of Androstenedione provides a useful marker of androgen biosynthesis : Elevated Androstenedione levels
have been demonstrated in virilizing congenital adrenal hyperplasia; additionally Androstenedione levels may have
advantages over 17-hydroxy-progesterone levels in monitoring treatment of this condition, e.g. less marked diurnal
variation and less suppression after brief glucocorticoid exposure (4). Serum Androstenedione levels are also increased in
polycystic ovary syndrome, ovarian stromal hyperthecosis, 3b-hydroxysteroid dehydrogenase deficiency, and other
causes of hirsutism in women (3,6 & 7). By definition, Androstenedione levels are normal in idiopathic hirsutism.
Elevated serum Androstenedione levels may also occur in adrenal and ovarian virilizing tumors (3). In a prospective
study of over 1000 men, a dose-response relationship of androstenedione and prostate cancer risk was demonstrated (5);
additional studies will be needed to confirm these findings.
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A fixed amount of ¥

PRINCIPLES OF THE METHOD

labelled Androstenedione competes with the

Androstenedione to be measured present in the sample or in the calibrator for a

fixed
tube.

amount of antibody sites being immobilized to the wall of a polystyrene
After 1 hour incubation at room temperature (18-25°C) on a shaker, an

aspiration step terminates the competition reaction. The tubes are then washed

with

2 ml of Working Wash Solution and aspirated. A calibration curve is

plotted and the Androstenedione 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 yellow | Ready for use
Androstenedione
Ag 125 1 vial red Ready for use
26 ml
111 kBq
TRACER:  ®lodine  labelled
Androstenedione (HPLC grade) in
buffer with bovine casein and azide
(<0.1%)
CAL “ 1 vial yellow | Add 0.5 ml distilled
- - lyophilized water
Zero calibrator in human serum
and thymol.
CAL “ 5 vials yellow | Add 0.5 ml distilled
) - lyophilized water
Calibrators Androstenedione - N =
1 to 5 (see exact values on vial
labels) in  human serum and
thymol.
1 vial brown | Dilute 70 x with
| WASH | SOLN ‘ CONC ‘ 10 ml distilled water (use a
magnetic stirrer).
Wash solution (TRIS-HCI)
2 vials silver | Add 0.5 ml distilled
| CONTROL | N | lyophilized water
Controls - N =1 or 2
in human plasma and thymol.
(see exact values on vial labels)

Note

V1.

: Use the zero calibrator for sample dilutions.

SUPPLIES NOT PROVIDED

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

1.
2.

© N0~ W

ow>

Distilled water

Pipettes for delivery of: 25 ul, 250 pl, 500 ul and 2 ml (the use of accurate
pipettes with disposable plastic tips is recommended)

Vortex mixer

Magnetic stirrer

Tube shaker (400 rpm)

5 ml automatic syringe (Cornwall type) for washing

Aspiration system (optional)

Any gamma counter capable of measuring *2° may be used (minimal yield
70%).

REAGENT PREPARATION

Calibrators : Reconstitute the calibrators with 0.5 ml distilled water
Controls: Reconstitute the controls with 0.5 ml distilled water.

Working Wash solution: Prepare an adequate volume of Working Wash
solution by adding 69 volumes of distilled water to 1 volume of Wash
Solution (70x). Use a magnetic stirrer to homogenize. Discard unused
Working Wash solution at the end of the day.
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STORAGE AND EXPIRATION DATING OF REAGENTS

Before opening or reconstitution, all kit 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 for maximum 3 months. Avoid successive freezing and thawing.
Freshly prepared Working Wash solution should be used on the same day.
After its first use, the 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 in aliquots at -20°C is
recommended.

Avoid successive freezing and thawing.

Serum and plasma provides similar results:

Y (Hep. plasma) = 0.94 x (serum) +0.02 r=098 n=17

Y (EDTA plasma) = 1.01 x (serum)—0.03 r=095 n=17
PROCEDURE
Handling notes
Do not use the kit or components beyond expiry date. Do not mix

materials from different kit lots.
temperature (18-25°C) 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 calibration curve for each run, do not use data from previous
runs.

Each tube can only be used once.

Bring all the reagents to room

Procedure

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

Briefly vortex calibrators, controls and samples and dispense 25 ul of each
into respective tubes.

Dispense 250 pl of *lodine labelled Androstenedione into each tube,
including the uncoated tubes for total counts.

Shake the tube rack gently by hand to liberate any trapped air bubbles.
Incubate for 1 hour at room temperature (18-25°C) with continuous
shaking.

Aspirate (or decant) 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 (or decant). Avoid foaming during the addition of the Working
Wash solution.

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.
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)

B/BO (%) =
06) Counts (Zero Calibrator )

100

Plot the (B/BO(%)) values for each calibrator point as a function of the
Androstenedione concentration of each calibrator point. Reject obvious
outliers.

Computer assisted methods can also be used to construct the calibration
curve. If automatic result processing is used, a 4-parameter logistic function
curve fitting is recommended.

By interpolation of the sample (B/BO (%)) values, determine the
Androstenedione concentrations of the samples from the calibration curve.
For each assay, the percentage of total tracer bound in the absence of
unlabelled Androstenedione (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.

ANDROSTENEDIONE-RIA-CT cpm B/Bo (%)
Total count 48670
Calibrator 0.0 ng/ml 14867 100.0
0.1 ng/ml 13196 88.8
0.4 ng/ml 9450 63.6
1.0 ng/ml 5910 39.8
4.0 ng/ml 2746 18.5
11.0 ng/ml 987 6.6

XIl. 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 0.03 ng/ml.

B. Specificity

The specificity of the polyclonal antibody used in this assay was evaluated by
RIA, as the ratio of the amount of Androstenedione which yields 50% inhibition
of binding of labelled Androstenedione and the amount of cross-reacting
compounds (analogs) giving the same inhibition.

Compound Cross-Reactivity
(%)
Androsterone 0.0566
Cortisol 0.0148
Corticosterone 0.0047
Cortisone 0.0099
DHEA 0.0155
DHEA-SO4 0.0009
21-Deoxycortisone 0.0006
Estradiol-17p ND
Estriol ND
Estrone 0.0270
Etiocholanolone 0.0422
17a-hydroxypregnenolone ND
17a-Hydroxyprogesterone 0.0840
Isoandrosterone 0.0112
Pregnenolone ND
Progesterone 0.0168
Spironolactone 0.0006
5a-Dihydrotestosterone 0.0105
Testosterone 0.2406

D. Accuracy

DILUTION TEST

Sample Dilution Theoretical Measured
Concent. Concent.
(ng/ml) (ng/ml)
Serum 1 U1 } 464
12 2.32 2.01
1/4 1.16 0.97
1/8 0.58 0.55
1/16 0.29 0.30
1/32 0.14 0.20
Serum 2
1/1 - 8.94
12 4.47 3.89
1/4 2.24 2.05
1/8 1.12 0.98
1/16 0.56 0.49
1/32 0.28 0.27
1/64 0.14 0.18
1/128 0.07 0.09
Samples were diluted with the zero calibrator.
RECOVERY TEST
Sample added Recovered Recovered
Androstenedion Androstenedion (%)
e (hg/ml) e (ng/ml)
Serum 8.0 7.7 96
4.0 4.0 100
2.0 1.9 95
1.0 1.0 100
0.5 0.4 80

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

E. Time delay between last calibrator and sample dispensing

As shown hereafter, assay results remain accurate even when a sample is
dispensed 24 minutes after the calibrator has been added to coated tubes.

Note : This table shows the cross-reactivity for the anti Androstenedione.
ND : not detectable
C. Precision

INTRA-ASSAY PRECISION INTER-ASSAY PRECISION

Serum | N | <X>%SD cv |[ serum | N <X>+SD cv
(ng/ml) (%) (ng/ml) (%)
A 10 | 036002 | 45 A 10 | 042:004 | 90
B 10 | 6.04£0.19 | 3.2 B 10 | 1.90+0.11 5.9

SD: Standard Deviation; CV: Coefficient of variation

TIME DELAY
Serum 0 12 24"
(ng/ml)
0.49 0.55
1.96 2.13
0.45 0.45
1.69 2.08

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.

- Acceptance criteria for the difference between the duplicate results of the

samples should rely on Good Laboratory Practises.




XV. REFERENCE INTERVALS

These values are given only for guidance; each laboratory should establish its
own normal range of values.
The ranges are expressed as 2.5% to 97.5% percentiles.

subjects N Mean Range
ng/ml

CHILDREN 25 0.4 01-0.9
MALES 64 2.0 05-438
FEMALES 250 21 05-47
Follicular phase 45 1.9 09-3.0
Ovulatory peak 14 29 19-47
Luteal phase 27 2.0 11-42
Polycystic Ovarian syndrome 25 3.6 22-65
Postmenopausal 45 1.7 0.3-3.7

XVI. PRECAUTIONS AND WARNINGS

Safety

For in vitro diagnostic use only.

This kit contains #1 (half-life: 60 days), emitting ionizing X (28 keV) and y
(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.

All radioactive handling should be executed in a designated area, away from
regular passage. A logbook 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
radiation safety 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.

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.

For more information, see Material Safety Data Sheet (MSDS).
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XVIII. SUMMARY OF THE PROTOCOL
TOTAL CALIBRATORS SAMPLE(S)
COUNTS CONTROLS
pl ul ul
Calibrators (0-5) - 25 -
Samples, controls - - 25
Tracer 250 250 250
Incubation 1 hour at room temperature (18-25°C) with
continuous shaking
Separation - Aspirate
Working Wash solution 2.0ml
Separation Aspirate carefully
Counting Count tubes for 60 seconds

Diasource's Instrumentation Service confirms that the kit is valid for use on
the platform Stratec Riamat 300. If you need any additional information,
please contact I\VDInstrumentation@diasource.be

Other translations of this Instruction for Use can be downloaded from our
website: https://www.diasource-diagnostics.com/
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ANDROSTENEDIONE-RIA-CT

I.  BUT DU DOSAGE
Trousse de dosage radio-immunologique pour la mesure quantitative in vitro du 4-Androsten-3,17-
Dione (Androsténédione) dans le sérum et le plasma humain.

Il. INFORMATIONS GENERALES
A. Nom du produit : DIAsource ANDROSTENEDIONE-RIA-CT kit
B. Numéro de catalogue: KIP0451: 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

A. Activité biologique

Le 4-Androsten-3, 17-dione (Androsténédione) est un stéroide a 19 carbones. Il est produit dans la glande
surrénale et dans les gonades. L’ Androsténédione est un précurseur immédiat de la testostérone et de I’estrone, qui
peuvent étre convertis en estradiol. A cause de la présence d’un groupe 17-o0xo (plutdt que hydroxyle),
I’ Androsténédione a une activité androgénique relativement faible, estimée a < 20% de la testostérone. Bien qu’il
est un androgene faible, les taux sériques en Androsténédione peuvent étre supérieurs a la testostérone dans un état
normal ainsi qu’en cas de maladie, la sécrétion et la production de Androsténédione sont supérieures a la
testostérone dans les femmes, et une conversion extra-surrénale importante de 1’Androsténédione en testostérone
apparait. En plus, ’affinité de la globuline fixant 1’hormone sexuelle pour 1’ Androsténédione est fort inférieure a
celle pour la testostérone ou ’estradiol (1 — 3).

Le role physiologique de 1’Androsténédione n’est pas bien défini. Les taux sériques en Androsténédione sont
élevés dans le sérum foetal et néonatal, diminuent lors de I’enfance, et augmentent lors de la puberté. Chez les
hommes pubéres et adultes normaux, la plus grande partie de 1’Androsténédione est dérivée des testicules, soit
directement, soit par conversion de la testostérone, tandis que chez les femmes adultes normales des quantités
essentiellement équivalentes d’Androsténédione sont produites par la glande surrénale et les ovaires (2,3). Des
taux en Androsténédione élevés peuvent jouer un role dans le développement de pilosité sexuelle secondaire lors
de I’adrénarche. Les taux sériques en Androsténédione ont une variation diurne importante dépendante de la
sécrétion d’ACTH. La production ovaire d’Androsténédione est stimulée par I’hormone lutéinisante, et les taux
sériques en Androsténédione varient avec le cycle menstruel (3). La production surrénale de I’ Androsténédione
diminue progressivement avec 1’dge chez les homes comme chez les femmes. En plus, la production ovaire
d’ Androsténédione diminue aprés la ménopause (3).

B. Applications cliniques

La mesure d’Androsténédione offre un marqueur utile de la biosynthése androgénique: des taux élevés en
Androsténédione ont été découverts en cas de hyperplasie surrénale congénitale virilisante; en plus les taux en
Androsténédione peuvent avoir des avantages par rapport aux taux en 17-hydroxy-progestérone quant a
I’observation du traitement de cette condition, & savoir une variation diurne moins importante et moins de
suppression apres une courte exposition glucocorticoide (4). Les taux sériques en Androsténédione sont également
augmentés dans le syndrome ovarien polycystique, 1’hyperthécose ovarienne stromale, la déficience 3b-
hydroxystéroide déhydrogénase, et autres causes de hirsutisme chez les femmes (3,6 & 7). Par définition, les taux
en Androsténédione sont normaux en cas de hirsutisme idiopathique. Des taux sériques en Androsténédione
peuvent également apparaitre en cas de tumeurs virilisantes surrénales et ovariennes (3). Une étude prospective sur
plus de 1000 hommes a démontrée une relation de dose-réponse entre 1’androsténédione et le risque de cancer de
la prostate (5) ; des études supplémentaires seront nécessaires pour confirmer ces résultats.
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PRINCIPE DU DOSAGE

Une quantité fixe d’Androsténédione marquée a 1% est en compétition avec
I’ Androsténédione a mesurer et présente dans 1’échantillon ou dans le calibrateur
pour une quantit¢ fixe d’anticorps immobilisés sur les parois du tube en
polystyréne. Aprés 1 heure d’incubation a température ambiante (18-25°C), 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. Une courbe de calibration
est réalisée et la concentration en Androsténédione des échantillons est
déterminée par interpolation de la dose sur la courbe de calibration.

V. REACTIFS FOURNIS
Réactifs 96 Tests Code Reconstitution
couleur
2x48 Jaune Prét a I’emploi

[

Tubes recouverts avec
I’anti Androsténédione

Prét a I’emploi

1 flacon Rouge
125

Controles-N=1ou 2
dans du plasma humain et du thymol

(cfr. valeurs exactes sur chaque
flacon)

111 kBq
TRACEUR: Androsténédione
marquée a 1’***lodine (grade HPLC)
dans un tampon avec de la caséine
bovine et de I’azide de sodium
(<0,1%)
CAL “ 1 flacon Jaune Ajouter 0,5 ml d’eau
X - - lyophilisés distillée
Calibrateur zéro dans du sérum
humain et du thymol
5 flacons Jaune Ajouter 0,5 ml d’eau
) L— lyophilisés distillée
Calibrateurs Androsténédione - N = 1
a5 (cfr. valeurs exactes sur chaque
flacon) dans du sérum humain et du
thymol
| WASH | SOLN | CONC | 1 flacon Brun | Diluer 70x avec de
10 ml I’eau distillée (utiliser
. ! un agitateur
Solution de lavage (TRIS-HCI) magnétique).
| CONTROL | N | 2 flacons Gris Ajouter 0,5 ml d’eau
lyophilisés distillée

Note : Utiliser le calibrateur zéro pour la dilution des échantillons

VI. MATERIEL NON FOURNI

Le matériel mentionné ci-dessous est requis mais non fourni avec la trousse:
1. Eau distillée

2. Pipettes pour distribuer: 50 pl et 500 pl (I'utilisation de pipettes précises et

de pointes jetables en plastique est recommandée)

Agitateur vortex

Agitateur magnétique

Agitateur de tubes (400 rpm)

Seringue automatique de 5 ml (type Cornwall) pour les lavages
Systéme d’aspiration

N0~ W

(rendement minimum 70%).

VII. PREPARATION DES REACTIFS

Calibrateurs : Reconstituer les calibrateurs avec 0,5 ml d’eau distillée.
Controles : Reconstituer les controles avec 0,5 ml d’eau distillée.

ow>

Lavage non utilisée a la fin de la journée.

Tout compteur gamma capable de mesurer 1’1251 peut étre utilisé

Solution de Lavage : Préparer un volume adéquat de Solution de Lavage en
ajoutant 69 volumes d’eau distillée a 1 volume de Solution de Lavage (70x).
Utiliser un agitateur magnétique pour homogénéiser. Eliminer la Solution de

VIII.
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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 I’étiquette, si la
trousse est conservée entre 2 et 8°C.

Aprés reconstitution, les calibrateurs et les contrdles 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. Eviter des
cycles de congélation et décongélation successifs.

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 1’apparence physique des réactifs de la trousse
peuvent indiquer une instabilité ou une détérioration.

PREPARATION ET STABILITE DE L’ECHANTILLON

Les échantillons de sérum et de plasma doivent étre gardés entre 2 et 8°C.
Si le test n’est pas réalis¢ dans les 24 heures, un stockage a -20°C est
recommandé.
Eviter des cycles de congélation et décongélation successifs.
Le sérum ou le plasma donne des résultats similaires.
Y (Hep. plasma) = 0,94 x (sérum) + 0,02 r=0,98
Y (EDTA plasma) = 1,01 x (sérum) - 0,03 r=0,95

n=17
n=17

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 (18-25°C) avant
utilisation.

Meélanger 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 de calibration pour chaque nouvelle série
d’expériences, ne pas utiliser les données d’expériences précédentes.
Chaque tube ne peut étre utilisé qu'une seule fois.

Mode opératoire

Identifier les tubes recouverts fournis dans la trousse en double pour
chaque calibrateur, échantillon, contrble. 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 25 ul de chacun d’eux dans leurs tubes respectifs.
Distribuer 250 ul d’Androsténédione marquée a I’ *®lodine dans chaque
tube, y compris les tubes sans anticorps pour la détermination de 1’activité
totale.

Agiter gentiment le portoir de tube pour libérer toute bulle d’air
emprisonnée.

Incuber pendant 1 heure a température ambiante (18-25°C) sous agitation
continue.

Aspirer le contenu de chaque tube (a ’exception des tubes utilisés pour la
détermination de D’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 I’activité totale) et aspirer. Eviter la
formation de mousse pendant 1’addition de la Solution de 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.

Calculer la capacité de liaison de I’essai comme un pourcentage de liaison
déterminé au point de calibration (0) en suivant la formule ci-dessous :

B/BO (%) = moyenne des cpm (CAL ou échantillo n) 100

moyenne des cpm (CAL 0)
Porter en ordonnée les valeurs exprimées en pourcentage de liaison
(B/B0(%)) de chaque point de calibration et en abscisse leur concentration
respective en Androsténédione, écarter les valeurs aberrantes.



4. Des méthodes informatiques peuvent aussi étre utilisées pour construire la
courbe de calibration. Siun systeme d’analyse de traitement informatique
des données est utilisé, il est recommandé d’utiliser la fonction « 4
parameétres » du lissage de courbes.

5. L’interpolation des valeurs de chaque échantillon (B/B0(%)) détermine les
concentrations en Androsténédione a partir de la courbe de calibration.
6. Pour chaque essai, le pourcentage total de traceur lié en absence

d’ Androsténédione non marquée (BO/T) doit étre vérifié.

XI1l. DONNEES TYPES

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

Androsténédione-RIA-CT cpm B/Bo (%)

Activité totale 48670

Calibrateur 0,0 ng/ml 100,0

0,1 ng/ml ig?gg 88,8

0,4 ng/ml 63,6
9450

1,0 ng/ml 5910 39,8

4,0 ng/ml 18,5

110 ng/ml 2746 6,6

’ 987 '

XIIl. PERFORMANCE ET LIMITES DU DOSAGE

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 0,03 ng/ml.

B. Spécificité

Le pourcentage de réaction croisée estimé par la comparaison de la concentration
(indiquant une inhibition de 50 %) est respectivement :

D. Exactitude
TEST DE DILUTION
Echantillon Dilution Concent. Théorique Concent. Mesurée
(ng/ml) (ng/ml)
Serum 1 1 - 4,64
12 2,32 2,01
1/4 1,16 0,97
1/8 0,58 0,55
1/16 0,29 0,30
1/32 0,14 0,20
Serum 2
171 - 8,94
12 4,47 3,89
1/4 2,24 2,05
1/8 1,12 0,98
1/16 0,56 0,49
1/32 0,28 0,27
1/64 0,14 0,18
1/128 0,07 0,09
Les échantillons ont été dilués avec le Calibrateur zéro.
TEST DE RECUPERATION
Echantillon Androsténédi Androsténédione Recupération
one ajouté récupéré (%)
(ng/ml) (ng/ml)

Serum 8,0 7,7 96
4,0 4,0 100

2,0 19 95

1,0 1,0 100

0,5 0,4 80

Composé Réactivité Croisée
(%)
Androstérone 0,0566
Cortisol 0,0148
Corticostérone 0,0047
Cortisone 0,0099
DHEA 0,0155
DHEA-SOs4 0,0009
21-Déoxycortisone 0,0006
Estradiol-17p ND
Estriol ND
Estrone 0,0270
Etiocholanolone 0,0422
17a-hydroxypregnénolone ND
17a-Hydroxyprogestérone 0,0840
Isoandrostérone 0,0112
Pregnénolone ND
Progestérone 0,0168
Spironolactone 0,0006
5a.-Dihydrotestostérone 0,0105
Testostérone 0,2406

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

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 24 minutes apres que le calibrateur ait
été ajouté aux tubes avec ’anticorps.

DELAI
Serum 0 12 24"
(ng/ml)
0,49 0,55
1,96 2,13
0,45 0,45
1,69 2,08

Note: cette table montre la réactivité croisée pour 1’anti-Androsténédione
ND : n’est pas détectable

C. Précision

INTRA-ESSAI INTER-ESSAI
Sérum N <X>+SD CcVv Sérum N <X>+SD cVv
(ng/ml) (%) (ng/ml) (%)
A 10 | 036+0,02 | 45 A 10 | 042+0,04 9,0
B 10 | 6044019 | 32 B 10 | 1,90+0,11 59

SD : Déviation Standard; CV: Coefficient de variation

XIV.

CONTROLE QUALITE INTERNE

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

Chaque laboratoire est libre de faire ses propres stocks d’échantillons
contrbles, lesquels doivent étre congelés aliquotés.

Les critéres d’acceptation pour les écarts des valeurs en duplicat des
échantillons doivent étre basés sur les pratiques de laboratoire courantes.



XV. VALEURS ATTENDUES

Les valeurs sont donnés a titre d” information; chaque laboratoire doit établir ses
propres écarts de valeurs.

Population N Moyen Portée
ng/ml

ENFANTS 25 0,4 0,1-09
HOMMES 64 2,0 05-48
FEMMES 250 2,1 05-4,7
Phase folliculaire 45 1,9 09-3,0
Sommet ovulatoire 14 29 19-47
Phase lutéale 27 2,0 11-42
Syndrome ovarien polycystique 25 3,6 22-65
Postménopausique 45 1,7 0,3-37

(*) Portée basés sur les percentiles de 2,5% & 97,5%.

XVI. 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 regu, acheté, possédé ou utilisé par des
personnes autorisées; 1’achat, le stockage, I’utilisation et 1’échange de produits
radioactifs sont soumis a la législation du pays de l'utilisateur final. Ce produit ne
peut en aucun cas étre administré a ’lhomme ou aux animaux.

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 maniere a respecter les réglementations en vigueur. L'adhésion aux
regles de base de sécurité concernant les radiations procure une protection
adéquate

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, I’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
(’azide de sodium est utilis¢ 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 I’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 & usage unique.

Pour plus d'informations, consultez la fiche signalétique (MSDS)
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XVII.RESUME DU PROTOCOLE

ACTIVITE CALIBRA- | ECHANTILLON(S)
TOTALE TEURS CONTROLES
(1) (ul) ()
Calibrateurs (0 a 5) - 25 -
Echantillons, - - 25
contrdles
Traceur 250 250 250
Incubation 1 heure a température ambiante (18-25°C) sous
agitation continue.

Séparation - aspiration
Solution de Lavage 2,0 ml
Séparation aspiration
Comptage Temps de comptage des tubes : 60 secondes
(radioactivité)

Le service d'instrumentation de Diasource confirme que le kit est valable
pour une utilisation sur la plate-forme Stratec Riamat 300. Si vous avez
besoin d'informations supplémentaires, veuillez contacter
1VDInstrumentation@diasource.be



mailto:IVDInstrumentation@diasource.be

Lees het hele protocol vo6r gebruik.

ANDROSTENEDIONE-RIA-CT

I.  BEOOGD GEBRUIK

Radioimmunoassay voor de kwantitatieve bepaling in vitro van humaan Androstene-3,17-Dione
(Androstenedione) in serum en plasma.

Il. ALGEMENE INFORMATIE
A. Gedeponeerd handelsmerk:  DIAsource ANDROSTENEDIONE-RIA-CT kit
B. Catalogusnummer: KIP0451: 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

A.  Biologische activiteit

4-Androsten-3, 17-dione is een steroide met 19 C. Het wordt geproduceerd in de bijnier en de gonaden.
Androstenedione is een directe precursor voor zowel testosterone en estrone, die op hun beurt dan weer omgezet
kunnen worden in estradiol. Door de aanwezigheid van een 17-oxo (eerder dan hydroxyl) groep, heeft
Androstenedione een relatief zwakke androgene activiteit, geschat op < 20% van testosterone. Hoewel het een
zwak androgeen is kunnen de Androstenedione gehaltes in serum die testosterone overtreffen zowel in normale als
zieke toestanden; de secretie- en productiegehaltes van Androstenedione overtreffen die van testosterone bij
vrouwen, en er komt een aanzienlijke extra-adrenale conversie van Androstenedione naar testosterone voor.
Daarenboven is de affiniteit van geslachtshormoon-bindend globuline voor Androstenedione veel minder dan voor
testosterone of estradiol (1 — 3).

De fysiologische rol van Androstenedione is niet goed gedefinieerd. De gehaltes van Androstenedione in serum
zijn hoog in foetaal en neonataal serum, nemen af tijdens de kindertijd, en verhogen tijdens de pubertijd. Bij
normale puberale en volwassen mannen, komt het merendeel van Androstenedione van de testes, ofwel
rechtstreeks ofwel vanuit de conversie van testosterone, terwijl bij normale volwassen vrouwen vooral equivalente
hoeveelheden Androstenedione geproduceerd worden door de bijnier en de eierstokken (2,3). Verhoogde gehaltes
van Androstenedione kunnen een rol spelen in de ontwikkeling van secundaire seksuele beharing tijdens de
adrenarche. De gehaltes van Androstenedione in serum vertonen een belangrijke dagelijkse variatie afhankelijk
van de secretie van ACTH. De productie van Androstenedione in de eierstokken wordt gestimuleerd door het
luteinizerend hormoon, en de gehaltes van Androstenedione in serum variéren met de menstruatiecyclus (3). De
adrenale Androstenedione productie neemt geleidelijk aan af naarmate het ouder worden bij zowel mannen als
vrouwen. Daarenboven neemt de productie van Androstenedione in de eierstokken af na de menopauze (3).

B.  Klinische toepassingen

De meting van Androstenedione verleent een nuttige marker voor androgene biosynthese: verhoogde gehaltes van
Androstenedione zijn aangetoond bij virilizerende congenitale adrenale hyperplasie; daarenboven hebben de
gehaltes van Androstenedione voordelen tegenover de gehaltes van 17-hydroxy-progesterone bij het opvolgen van
de behandeling van deze aandoening, nl. minder nadrukkelijke dagelijkse variatie en minder onderdrukking na een
korte glucocorticoide blootstelling (4). De gehaltes van Androstenedione in serum zijn ook verhoogd bij het
polycystisch eierstoksyndroom, stromale hyperthecosis van de eierstok, 3b-hydroxysteroide dehydrogenase
deficiéntie, en andere oorzaken van hirsutisme bij vrouwen (3,6 & 7). Per definitie zijn de gehaltes van
Androstenedione normaal bij idiopathisch hirsutisme. Verhoogde gehaltes van Androstenedione in serum kunnen
ook voorkomen bij virilizerende adrenale en eierstoktumors (3). In een prospectieve studie van meer dan 1000
mannen werd een dosis-respons verhouding tussen androstenedione en het risico op prostaatkanker aangetoond
(5); bijkomende studies zullen nodig zijn om deze bevindingen te bevestigen.



IV.  BESCHRIJVING VAN DE METHODE

Een vaste hoeveelheid %1 gelabeld Androstenedione concurreert met
Androstenedione 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. Na een incubatieperiode van 1
uur bij kamertemperatuur (18-25°C), wordt de concurrentiereactie beéindigd door
een aspiratiefase. Daarna worden de buisjes gewassen met 2 ml werk-
wasoplossing en opnieuw afgezogen. Een kalibratiecurve wordt uitgezet en de
concentraties van Androstenedione 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 Geel | Klaar voor gebruik
U Androstenedione
Ag 25 1 flacon Rood | Klaar voor gebruik
26 ml
111 kBq

Tracer : Androstenedione-gelabeld met
25j00d (HPLC-kwaliteit) in buffer met
bovien caseine en azide (< 0,1%)

CAL “ 1 flacon Geel | 0,5 ml gedestilleerd
gevries- water toevoegen
Nulkalibrator in humaan serum met droogd
thymol
CAL - 5flacons | Geel | 0,5ml gedestilleerd
gevries- water toevoegen
Kalibrators Androstenedione : N =1 droogd
tot5

(zie de exacte waarden op de
flaconetiketten) in humaan plasma met
thymol

|WASH | SOLN |CONC | 1flacon | Bruin | 70x met gedistilleerd
10 mi water verdunnen

(gebruik een

magnetische roerder)

Wasoplossing 70x : TRIS-HCI

| CONTROL | N | 2 flacons, | zilver | 0,5 ml gedestilleerd
gevries- water toevoegen
droogd

Controles: N =1 of 2
in humaan serum met thymol

(zie de exacte waarden op de
flaconetiketten)

Opmerking: Gebuik de nulkalibrator voor monsterverdunningen

VI.  NIET MEEGELEVERDE MATERIALEN

De volgende materialen zijn noodzakelijk maar worden niet meegeleverd met de
kit:

1. Gedestilleerd water.

2. Pipetten voor een volume van 50 pl en 500 ul (het gebruik van
nauwkeurige pipetten met plastic wegwerptips wordt aanbevolen).
Vortexmenger.

Magnetische roerder.

Schudder voor de buisjes (400 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.

© N0~ W

VIl. BEREIDING VAN HET REAGENS

Kalibrators: Reconstitueer de kalibrators met 0,5 ml gedestilleerd water.
Controles: Reconstitueer de controles met 0,5 ml gedestilleerd water.
Werk-wasoplossing: Bereid een voldoende hoeveelheid — werk-
wasoplossing door 69 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.

0w

VIII.

OPSLAG EN VERVALDATUM VAN REAGENTIA

V66r 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 1 week
houdbaar bij 2 tot 8°C. Voor een langere bewaartermijn moeten aliquots
gemaakt worden, die bij -20°C bewaard moeten worden. Vermijd
herhaalde invriezing en ontdooiing.

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 kitreagentia kunnen wijzen op
instabiliteit of op een kwaliteitsvermindering.

MONSTERAFNAME EN MONSTERBEREIDING

Serum en plasmamonsters moeten bij 2-8°C bewaard worden.
Indien de bepaling niet binnen 24 uur uitgevoerd wordt, dan wordt
aanbevolen om ze bij -20°C te bewaren.
Vermijd herhaalde invriezing en ontdooiing.
Serum en plasma leveren vergelijkbare resultaten op.
Y (Hep. plasma) = 0,94 x (serum) + 0,02 r=098 n=17
Y (EDTA plasma) = 1,01 x (serum)—-0,03 r=095 n=17

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 (18-25°C)
komen véoér 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.

Elke tube kan maar één keer worden gebruikt.

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 25 pl van elk in het desbetreffende buisje.

Distribueer 250 pl Androstenedione 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 1 uur bij kamertemperatuur (18-25°C) terwijl er
voortdurend mee geschud wordt.

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 vioeistof 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.

Na de 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.
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)

B/BO (%) =
06) cpm (Nulkalibr ator)

x100

Zet de (B/B0(%)) waarden uit voor elk kalibratorpunt, als een functie van
de Androstenedione concentratie van elk kalibratorpunt verwerp hierbij de
duidelijke uitschieters.
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Ook computergestuurde methoden kunnen worden gebruikt om de
kalibratiecurve te vormen. Indien de resultaten automatisch verwerkt
worden, wordt de 4 parameter logistische functie aanbevolen voor de
gepaste curve.

Bepaal de Androstenedione concentraties van de monsters uit de
referentiecurve door de monsterwaarden (B/B0(%)) te interpoleren.

Voor elke bepaling moet het totaalpercentage van de tracer, gebonden in
afwezigheid van ongelabeld Androstenedione (BO/T), gecontroleerd
worden.

KENMERKENDE GEGEVENS

De volgende gegevens dienen enkel ter illustratie en mogen in geen geval
gebruikt worden ter vervanging van de real time kalibratiecurve.

D. Nauwkeurigheid

VERDUNNINGSTEST

ANDROSTENEDIONE-RIA-CT Cpm B/Bo (%)
Totaaltelling 48670
Kalibrator 0,0 ng/ml 100,0
01 ng/ml 14867 88,8
13196
0,4 ng/ml 63,6
9450
1,0 ng/ml 39,8
5910
4,0 ng/ml 2746 18,5
11,0 ng/ml 987 6,6

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,

Monster Verdunning Theoretische Concentratie die
concentratie bepaald werd
(ng/ml) (ng/ml)
Serum 1 U1 : 4,64
12 2,32 2,01
1/4 1,16 0,97
1/8 0,58 0,55
1/16 0,29 0,30
1/32 0,14 0,20
Serum 2
1/1 - 8,94
12 4,47 3,89
1/4 2,24 2,05
1/8 1,12 0,98
1/16 0,56 0,49
1/32 0,28 0,27
1/64 0,14 0,18
1/128 0,07 0,09
Monsters werden verdund met de Nulkalibrator.
RECOVERY-TEST
Monster Androstenedione Recovery van Recovery
toegevoegd Androstenedione (%)
(ng/ml) (ng/ml)
Serum 8,0 7,7 96
4,0 4,0 100
2,0 19 95
1,0 1,0 100
0,5 0,4 80

bedroeg 0,03 ng/ml.

B.  Specificiteit

De percentages van kruisreactiviteit geschat naar de vergelijking van de

concentraties (een remming van 50% toegevend) zijn respectievelijk:

Bestanddeel Kruisreactiviteit
(%)
Androsterone 0,0566
Cortisol 0,0148
Corticosterone 0,0047
Cortisone 0,0099
DHEA 0,0155
DHEA-SOs4 0,0009
21-Deoxycortisone 0,0006
Estradiol-17p ND
Estriol ND
Estrone 0,0270
Etiocholanolone 0,0422
17a-hydroxypregnenolone ND
17a-Hydroxyprogesterone 0,0840
Isoandrosterone 0,0112
Pregnenolone ND
Progesterone 0,0168
Spironolactone 0,0006
5a.-Dihydrotestosteron 0,0105
Testosterone 0,2406

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

E. Tijdspanne tussen de laatste kalibrator en distributie van het monster
Zoals hieronder weergegeven wordt, blijven de resultaten van de bepaling

nauwkeurig, zelfs wanneer een monster 24 minuten na toevoeging van de
kalibrator over de gecoate buisjes gedistribueerd wordt.

TIJDSPANNE
Serum 0 12 24"
(ng/ml)
0,49 0,55
1,96 2,13
0,45 0,45
1,69 2,08

Nota: Deze tabel toont de kruisreactiviteit voor het anti -Androstenedione
ND : niet detecteerbaar
C. Precisie

PRECISIE BINNEN EEN TEST PRECISIE TUSSEN TESTEN

Serum N <X>+SD VvC Serum N <X>*SD VvC
(ng/ml) (%) (ng/ml) (%)

A 10 | 0,36 +0,02 45 A 10 0,42 £ 0,04 9,0

B 10 | 6,04+0,19 3,2 B 10 1,90+ 0,11 59

SD: standaarddeviatie; VC: variatiecoéfficiént

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.

- Aanvaardingscriteria voor het verschil tussen de resultaten in duplo van
stalen moeten steunen op gangbare laboratoriumpraktijken.



XV. REFERENTIE-INTERVALS

Deze waarden worden slechts als leidraad gegeven; elk laboratorium moet zijn
eigen normaal bereik van waarden uitmaken.

Subjecten N Gemiddelde Bereik
ng/ml

KINDEREN 25 04 01-09
MANNEN 64 2,0 05-48
VROUWEN: 250 2,1 05-4,7
Folliculaire fase 45 1,9 09-30
Ovulatoire piek 14 2,9 19-47
Luteale fase 27 2,0 11-42
Polycystisch eierstoksyndroom 25 3,6 22-65
Postmenopausaal 45 1,7 0,3-37

(*) Bereik gebaseerd op 2.5% & 97.5% percentielen.

XVI. VOORZORGSMAATREGELEN EN WAARSCHUWINGEN

Veiligheid

Uitsluitend voor in vitro diagnostisch gebruik.

Deze kit bevat I (halfwaardetijd: 60 dagen) , dat ioniserende X- (28 keV) en y-
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.

Alle handelingen met radioactief materiaal moeten plaatsvinden in een daartoe
bestemde ruimte, waar uitsluitend bevoegd personeel toegelaten wordt. Een
loghboek 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.

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.

Zie veiligheidsinformatieblad (MSDS) voor meer informatie
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XVIIL.SAMENVATTING VAN HET PROTOCOL

TOTAAL- KALIBRATORS MONSTER(S)
TELLINGEN CONTROLES
(1 (u1) (1D
Kalibrators (0 tot 5) - 25 -
Monsters, controles - - 25
Tracer 250 250 250
Incubatie 1 uur bij kamertemperatuur (18-25°C) terwijl er
voortdurend geschud wordt
Scheiding - opzuigen
Werk-wasoplossing 2,0ml
Scheiding opzuigen
Telling Tel buisjes gedurende 60 seconden

Diasource's Instrumentation Service bevestigt dat de kit geldig is voor
gebruik op het platform Stratec Riamat 300. Neem voor meer informatie
contact op met 1\VVDInstrumentation@diasource.be
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Vor Gebrauch des Kits lesen Sie bitte diese Packungsbeilage.

ANDROSTENEDIONE-RIA-CT

I.  VERWENDUNGSZWECK

Ein Radio-Immunoassay fiir die quantitative in vitro Bestimmung von humanem 4-Androsten-3,17-
Dion (Androstendion) in Serum und Plasma.

Il.  ALLGEMEINE INFORMATION
A. Handelsbezeichnung : DIAsource ANDROSTENEDIONE-RIA-CT Kit
B. Katalognummer : KIP0451 : 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

I11. KLINISCHER HINTERGRUND

A. Biologische Aktivitat

4-Androsten-3, 17-dion (Androstendion) ist ein C19-Steroid. Es wird in den Nebennieren und den Gonaden
produziert. Androstendion ist ein unmittelbarer Vorlaufer von Testosteron und Ostron, die beide in der Folge zu
Ostradiol umgewandelt werden kénnen. Wegen der Anwesenheit einer 17-Oxo- (anstelle von Hydroxy-) Gruppe
hat Androstendion eine relativ schwache androgene Aktivitit, die auf < 20% von Testosteron geschéatzt wird.
Obwohl es ein schwaches Androgen ist, kann der Androstendion-Spiegel im Serum Testosteron im gesunden und
kranken Zustand ubersteigen; die Werte von Androstendion-Sekretion und -Produktion tibersteigen bei Frauen jene
von Testosteron und es kommt zu einer signifikanten extra-adrenalen Konversion von Androstendion in
Testosteron. Weiters ist die Affinitét des geschlechtshormonbindenden Globulins fiir Androstendion viel geringer
als fiir Testosteron oder Ostradiol (1-3).

Die physiologische Rolle von Androstendion ist nicht gut definiert. Androstendion-Werte im Serum sind in
fotalem und neonatalem Serum hoch, nehmen wahrend der Kindheit ab und steigen wéhrend der Pubertét an. In
normalen pubertéren und erwachsenen Ménnern stammt der Grof3teil von Androstendion aus den Hoden, entweder
direkt oder aus Konversion von Testosteron, wahrend in normalen erwachsenen Frauen essenziell &quivalente
Mengen von Androstendion durch Nebenniere und Ovarien produziert werden (2,3). Erhéhte Androstendion-Werte
kdnnen bei der Entwicklung von sekunddrer Geschlechtsbehaarung wéhrend der Adrenarche eine Rolle spielen.
Androstendion-Werte im Serum weisen im Tagesverlauf eine signifikante Schwankung auf, die von der Sekretion
von ACTH abhéngt. Die Androstendion-Produktion durch die Ovarien wird durch das luteinisierende Hormon
stimuliert, und die Androstendion-Werte im Serum variieren mit dem Menstruationszyklus (3). Die
Androstendion-Produktion durch die Nebennieren nimmt sowohl bei Frauen als auch bei Mé&nnern mit
fortschreitendem Alter ab. Darlber hinaus sinkt die Androstendion-Produktion durch die Ovarien nach der
Menopause (3).

B. Klinische Anwendungen

Die Messung von Androstendion bietet einen nitzlichen Marker der Androgenbiosynthese: erhdhte
Androstendion-Werte wurden bei virilisierender kongenitaler Nebennierenhyperplasie nachgewiesen. Dariber
hinaus kann der Androstendion-Wert gegeniiber dem 17-Hydroxyprogesteron-Wert bei der Kontrolle der Behand-
lung dieser Erkrankung Vorteile bieten, z.B. weniger ausgesprochene Schwankung im Tagesverlauf und geringere
Suppression nach kurzer Glukokortikoid-Exposition (4). Die Androstendion-Werte im Serum sind auch beim
polyzystischen Ovariensyndrom, Thekomatose, 3b-Hydroxysteroid-Dehydrogenase-Mangel und anderen Ursachen
von Hirsutismus bei Frauen erhéht (3,6,7). Per definitionem sind die Androstendion-Werte bei idiopathischem
Hirsutismus normal. Erhéhte Androstendion-Werte im Serum konnen auch bei virilisierenden Tumoren der
Nebennierenrinde und des Ovars auftreten (3). In einer prospektiven Studie an tGber 1.000 Méannern wurde eine
Dosis-Reaktion-Beziehung von Androstendion und dem Risiko auf Prostatakrebs nachgewiesen (5); zur
Bestatigung dieser Ergebnisse sind weitere Studien erforderlich.



IV. GRUNDSATZLICHES ZUR DURCHFUHRUNG

Eine festgesetzte Menge an ?°-markiertem ANDROSTENDION konkurriert mit
dem zu messenden, in der Probe oder in dem Kalibrator vorhandenen Steroid um
eine festgesetzte Menge an Antikdrperbindungsstellen, die an der Wand des
Polystyren Réhrchens fixiert sind. Nach 1 Stunde Inkubation bei
Raumtemperatur (18-25°C), beendet das Absaugen die Verdrangungsreaktion.
Die Roéhrchen werden anschliessend mit Waschlosung gewaschen, danach wird
nochmals abgesaugt. Eine Standardkurve wird gedruckt und die
ANDROSTENDION-Konzentrationen der Proben werden iber Dosis
Interpolation der Kalibrationskurve bestimmt.

V. MITGELIEFERTE REAGENZIEN

Reagenz 96 Test Kit | Farbcode Rekonstitution
Mit anti Androstendion - 2x48 Gelb gebrauchsfertig
beschichtete Rohrchen
Ag 125) 1 GefaR Rot gebrauchsfertig
26 ml
111 kBq
TRACER: 125 0d-markiertes
ANDROSTENDION (HPLC
grade) in Puffer mit Rindercasein
und Azid (<0,1%)
CAL “ 1 GeféaR Gelb 0,5 ml dest. Wasser
lyophilisiert zugeben
Null-Kalibrator: Humanserum und
Thymol
CAL 5 Gefale Gelb 0,5 ml dest. Wasser
lyophilisiert zugeben
Kalibratoren - N = 1 bis 5
(genaue Werte auf GefaR-
Etiketten) in Humanserum und
Thymol
1 GefaR Braun
| WASH | SOLN ‘ CONC ‘ 10 ml 70x mit dest. Wasser
(Magnetrihrer
Waschlgsung (TRIS-HCI) verwenden) verdinnen
2 GeféRe Silber 0,5 ml dest. Wasser
| CONTROL | N | lyophilisiert zugeben
Kontrollen - N = 1 oder 2
in Humanplasma und Thymol
(genaue Werte auf Gefal-
Etiketten)

Bemerkung: Benutzen Sie den Null-Kalibrator fir Serumverdiinnungen.

VI.  ZUSATZLICH BENOTIGTES MATERIAL

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

1.  Dest. Wasser

2. Pipetten: 25 pl, 250 upl, 500 pl und 2 ml (Verwendung von
Prazisionspipetten mit Einwegpipettenspitzen wird empfohlen)
Vortexmixer

Magnetrihrer

Schiittler fiir Réhrchen (400 rpm)

5 ml automatische Spritze (Cornwall-Typ) zum Waschen

Absaugsystem (optional)

Jeder Gamma-Counter, der I messen kann, kann verwendet werden.
Maximale Messeffizienz sollte gewéhrleistet sein.

® N OAW

VII. VORBEREITUNG DER REAGENZIEN

A. Kalibratoren: Rekonstituieren Sie die Kalibratoren mit 0,5 ml dest.
Wasser.

B. Kontrollen: Rekonstituieren Sie die Kontrollen mit 0,5 ml dest. Wasser.

C. Waschldsung: Zur Vorbereitung eines angemessenen Volumens nutzbarer
Waschl6sung, mischen Sie zu einem Volumen Waschlésung (70x) 69
Volumen distilliertes Wasser. Benutzen Sie einen Magnetriihrer. Entsorgen
Sie nach jedem Arbeitstag die uberfliissige Waschlésung.

VIIL
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XI.

=

AUFBEWAHRUNG UND LAGERUNG DER REAGENZIEN

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 die 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 wahrend max. 3
Monaten. Vermeiden Sie wiederholtes Einfrieren und Auftauen.

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

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

Verdnderungen im Aussehen der Kitkomponenten kdnnen auf Instabilitat
bzw. Zerfall hindeuten.

PROBENSAMMLUNG UND -VORBEREITUNG

Serum und Plasmaproben missen bei 2-8°C aufbewahrt werden.
Falls der Test nicht innerhalb von 24 Std. durchgefiihrt wird, missen die
Proben bei —20°C aufgehoben werden.
Vermeiden Sie wiederholtes Einfrieren und Auftauen.
Serum- oder Plasmaproben liefern dhnliche Ergebnisse
Y (Hep. Plasma) = 0,94 x (serum) + 0,02  r=10,98
Y (EDTA Plasma) = 1,01 x (serum) — 0,03 r=0,95

n=17
n=17

DURCHFUHRUNG

Bemerkungen zur Durchfiihrung

Verwenden Sie den Kit oder dessen Komponenten nicht nach dem
Verfallsdatum.

Vermischen Sie nie Materialien von unterschiedlichen Kit-Chargen.
Bringen Sie alle Reagenzien vor der Verwendung auf Raumtemperatur (18-
25°C).

Mischen Sie alle Reagenzien und Proben griindlich durch sanftes Schiitteln
oder Rihren.

Verwenden Sie saubere Einwegpipettenspitzen, um Kreuzkontamination zu
vermeiden. Prazisionspipetten oder ein automatisches Pipettiersystem
erhdhen die Prézision.

Achten Sie auf die Einhaltung der Inkubationszeiten.

Erstellen Sie fiir jeden Durchlauf eine Kalibrationskurve, verwenden Sie
nicht die Daten von fritheren Durchldufen.

Jedes Réhrchen kann nur einmal verwendet werden.

Durchfiihrung

Beschriften Sie je 2 beschichtete Roéhrchen fir jeden Kalibrator, jede
Kontrolle und jede Probe. Zur Bestimmung der Gesamtaktivitét, beschriften
Sie 2 normale Roéhrchen.

Vortexen Sie Kalibratoren, Kontrollen und Proben kurz und geben Sie 25 pl
von jedem in ihre Réhrchen.

Geben Sie 250 ul des '?*lod-markierten ANDROSTENDION in jedes
Rohrchen, einschlieBlich der unbeschichteten R&hrchen fir die
Gesamtaktivitét.

Schitteln Sie vorsichtig die Halterung mit den Réhrchen um Blasen zu
entfernen.

Inkubieren Sie 1 Stunde bei Raumtemperatur (18-25°C) unter stdndigem
Schitteln.

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

Waschen Sie die Réhrchen mit 2 ml Waschlésung (auBer Gesamtaktivitét)
und saugen Sie ab (oder dekantieren Sie). Vermeiden Sie Schaumbildung
bei Zugabe der Waschldsung.

Lassen Sie die Rohrchen 2 Minuten aufrecht stehen, und saugen Sie den
verbleibenden Flussigkeitstropfen ab.

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

BERECHNUNG DER ERGEBNISSE

Berechnen Sie den Durchschnitt aus den Doppelbestimmungen.

Berechnen Sie die gebundene Radioaktivitat als Prozentsatz des am Null-

Kalibratorpunkt (0) bestimmten Wertes nach folgender Formel:

Aktivitdt (Kalibrator oder Probe)
Aktivitdit (Null-Kalibrator)

B/BO (%) = 100



Tragen Sie die (B/BO(%))- Werte fir jeden Kalibratorpunkt ein als
Funktion der ANDROSTENDION-Konzentration fur jeden
Kalibratorpunkt. SchlieBen Sie offensichtliche ,Ausreiler’ aus.
Computergestiitzte Methoden koénnen ebenfalls zur Erstellung der
Kalibrationskurve verwendet werden. Falls die Ergebnisberechnung mit
dem Computer durchgefiihrt wird, empfehlen wir die Berechnung mit einer
,4 Parameter’-Kurvenfunktion.

Bestimmen Sie die ANDROSTENDION-Konzentrationen der Proben durch
Interpolation der Probenwerte (B/B0(%)) aus der Referenzkurve.

Bei jedem Assay muss der Prozentsatz des gesamten gebundenen Tracers
ohne unmarkiertes ANDROSTENDION (BO/T) geprift werden.

XIl.  TYPISCHE WERTE

Die folgenden Daten dienen nur zu Demonstrationszwecken und konnen nicht als
Ersatz fur die Echtzeitkalibrationskurve verwendet werden.

ANDROSTENDION-RIA-CT cpm B/Bo (%)
Gesamtaktivitat 48670

Kalibrator 0,0 ng/ml 14867 100,0
0,1 ng/ml 13196 88,8
0,4 ng/ml 9450 63,6
1,0 ng/ml 5910 39,8
4,0 ng/ml 2746 18,5
11,0 ng/ml 987 6,6

XHI. LEISTUNGSMERKMALE UND GRENZEN DER METHODIK

A. Nachweisgrenze

B.

Zwanzig Null-Kalibratoren wurden zusammen mit einem Satz anderer
Kalibratoren gemessen.

Die Nachweisgrenze, definiert als die scheinbare Konzentration bei zwei
Standardabweichungen unterhalb des gemessenen Durchschnittswerts bei
Nullbindung, entsprach 0,03 ng/ml.

Spezifitat

Der Prozentsatz der Kreuzreaktion, der im Vergleich der Konzentration geschatzt

wurde, welche eine 50%ige Inhibition ergibt, betrégt respektive:

Substanz Kreuzreaktivitat
(%)

Androsteron 0,0566
Cortisol 0,0148
Corticosteron 0,0047
Cortison 0,0099
DHEA 0,0155
DHEA-SO4 0,0009
21-Deoxycortison 0,0006
Ostradiol-17p NN

Ostriol ND

Ostron 0,0270
Etiocholanolon 0,0422
17a-Hydroxypregnenolon NN

170.-Hydroxyprogesteron 0,0840
Isoandrosteron 0,0112
Pregnenolon NN

Progesteron 0,0168
Spironolacton 0,0006
5a.-Dihydrotestosteron 0,0105
Testosteron 0,2406

C. Prazision
INTRA-ASSAY PRAZISION INTER-ASSAY PRAZISION
Serum N <X>+SD Ccv Serum N <X>+SD Ccv
(ng/ml) (%) (ng/ml) (%)
A 10 | 0,36 +0,02 45 A 10 0,42 + 0,04 9,0
B 10 6,04 £0,19 3,2 B 10 1,90+ 0,11 59
SD: Standardabweichung; CV: Variationskoeffizient
D. Genauigkeit
VERDUNNUNGSTEST
Probe Verdunnung Theoretische Gemessene
Konzent. Konzent.
(ng/ml) (ng/ml)
Serum 1 "n ) 464
1/2 2,32 2,01
1/4 1,16 0,97
1/8 0,58 0,55
1/16 0,29 0,30
1/32 0,14 0,20
Serum 2
7 - 8,94
12 4,47 3,89
1/4 2,24 2,05
1/8 1,12 0,98
1/16 0,56 0,49
1/32 0,28 0,27
1/64 0,14 0,18
1/128 0,07 0,09
Die Proben wurden mit Null-Kalibrator verdiinnt.
WIEDERFINDUNGSTEST
Probe Zugeg. Wiedergef. Wiedergefunden
ANDROSTENDI ANDROSTEND (%)
ON ION
(ng/ml) (ng/ml)
Serum 8,0 7,7 96
4,0 4,0 100
2,0 19 95
1,0 1,0 100
0,5 04 80

Laut unserem Wissen, gibt es keine internationale Referenzen zu diesen
Parametern.

E.

Zeitverzdégerung zwischen letzter Kalibrator- und Probenzugabe

Es wird im Folgenden gezeigt, dass die Genauigkeit der Tests selbst dann
gewahrleistet ist, wenn die Probe 24 Minuten nach Zugabe des Kalibrators
in die beschichteten Rohrchen zugegeben wird.

ZEITABSTANDT

Bemerkung: Diese Tabelle zeigt die Kreuzreaktivitat fir die anti-

ANDROSTENDION
NN: nicht nachweisbar

Serum 0 12 24
(ng/ml)
0,49 0,55
1,96 2,13
0,45 0,45
1,69 2,08




XIV. INTERNE QUALITATSKONTROLLE

- Entsprechen die Ist-Werte nicht den auf den Flaschchen angegebenen Soll-
Werten, koénnen diese Werte, ohne treffende Erklarung fir die
Abweichungen, nicht weiterverarbeitet werden.

- Falls zusétzliche Kontrollen erwiinscht sind, kann jedes Labor seinen
eigenen Pool herstellen, der in Aliquots eingefroren werden sollte.

- Akzeptanzkriterien fir die Differenz zwischen den Resultaten der
Wiederholungstests anhand der Proben missen auf Guter Laborpraxis
beruhen.

XV. ZU ERWARTENDER BEREICH

Diese Werte sind nur Richtwerte; jedes Labor muss seinen eigenen
Normalwertbereich ermitteln.

Population N Mittelwert Bereich
ng/ml

KINDER 25 04 0,1-09
MANNER 64 2,0 05-48
FRAUEN: 250 2,1 05-47
Follikelsphase 45 19 09-3,0
Ovulationspeak 14 2,9 1,9-47
Lutealphase 27 2,0 11-42
Polyzystisches Ovariensyndrom 25 3,6 22-65
Postmenopausal 45 1,7 0,3-37

(*) Bereich auf Basis der 2,5% und 97,5% Perzentile

XV. VORSICHTSMASSNAHMEN UND WARNUNGEN

Sicherheit

Nur fiir in vitro diagnostische Zwecke.

Dieser Kit enthalt 12| (Halbwertzeit: 60 Tagen) , das ionisierende X (28 keV) und
v (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.

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
Glashehalter, die mit radioaktiven Substanzen kontaminiert werden konnen,
missen ausgesondert werden, um Kreuzkontaminationen mit unterschiedlichen
Radioisotopen zu verhindern.

Verschittete radioaktive Substanzen mussen sofort den Sicherheitsbestimmungen
entsprechend entfernt werden. Radioaktive Abfalle mussen entsprechend den
lokalen Bestimmungen und Richtlinien der flr das Labor zustdndigen Behdrden
gelagert werden. Das Einhalten der Sicherheitsbestimmungen fiir den Umgang
mit radioaktiven Substanzen gewéhrleistet ausreichenden Schutz.

Die menschlichen Blutkomponenten in diesem Kit wurden mit européischen und
in den USA erprobten FDA-Methoden getestet, sie waren negativ fiir HBsAg,
anti-HCV und anti-HIV-1 und -2. Keine bekannte Methode kann jedoch
vollkommene Sicherheit dariiber 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. Spllen Sie
wahrend der Waschschritte den AbfluR grindlich mit viel Wasser, um die
Metallazidbildung zu verhindern.

Weitere Informationen finden Sie im Sicherheitsdatenblatt (MSDS).

Bitte rauchen, trinken, essen Sie nicht in Ihrem Arbeitsbereich, und ver wenden
Sie keine Kosmetika. Pipettieren Sie nicht mit dem Mund. Tragen Sie
Schutzkleidung und Wegwerfhandschuhe.
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XVII.ZUSAMMENFASSUNG DES PROTOKOLLS

GESAMT- KALIBRA- PROBE(N)-
AKTIVITAT TOREN KONTROLLEN
(uh) (1) ()}
Kalibratoren (0 to 5) - 25 -
Proben, Kontrollen - - 25
Tracer 250 250 250
Inkubation 1 Std bei Raumtemperatur (18-25°C) unter standigem
Schitteln.
Separation - Absaugen (oder dekantieren)

Waschldsung - 2,0ml
Separation - Absaugen (oder dekantieren)

Auswertung Messen der Réhrchen 60 Sekunden

Der Instrumentation Service von Diasource bestéatigt, dass das Kit fiir die Verwendung
auf der Plattform Stratec Riamat 300 glltig ist. Wenn Sie zusatzliche Informationen
bendtigen, wenden Sie sich bitte an IVVDInstrumentation@diasource.be
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Prima di utilizzare il kit leggere attentamente le istruzioni per ’uso

ANDROSTENEDIONE-RIA-CT

I. USO DELKIT

Kit radioimmunologico per la determinazione quantitativa in vitro del 4-Androsten-3, 17-Dione
(Androstenedione) in siero o plasma.

Il. INFORMAZIONI DI CARATTERE GENERALE

A. Nome commerciale: DIAsource ANDROSTENEDIONE-RIA-CT Kit
B. Numero di catalogo: KIP0451: 96 test
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

1. INFORMAZIONI CLINICHE

A. Attivita biologica

Il 4-Androsten-3, 17-dione (Androstenedione) € uno steroide C19. Viene prodotto dalle ghiandole surrenali e dalle
gonadi. Il Androstenedione € un precursore immediato del Androstenedione sterone e dell'estrone, che possono ambedue
essere convertiti successivamente in estradiolo. A causa della presenza di un gruppo 17-oxo (piuttosto che idrossile),
Androstenedione presenta una attivita androgena relativamente debole, stimata = 20% del testosterone. Nonostante mostri
una debole attivita androgena, i livelli serici di Androstenedione possono superare quelli di testosterone in condizioni
normali o di malattia, le percentuali di secrezione e produzione di Androstenedione superano quelle di testosterone nelle
donne e si verifica una significativa conversione extra-surrenale di Androstenedione in testosterone. Inoltre, I'affinita
della SHBG (Sex Hormone-Binding Globulin) per il Androstenedione & molto minore rispetto a quella per il testosterone
o per l'estradiolo (1 - 3).

Il ruolo fisiologico di Androstenedione non & ancora ben definito. | livelli serici di Androstenedione sono alti nel siero
fetale e neonatale, diminuiscono durante I'infanzia e aumentano durante la puberta. Nella puberta normale e negli uomini
adulti, la parte maggiore di Androstenedione deriva dai testicoli, direttamente o dalla conversione del testosterone, mentre
nelle donne normali adulte, quantita essenzialmente equivalenti di Androstenedione vengono prodotte dalle surrenali e
dalle ovaie (2,3). Livelli aumentati di Androstenedione potrebbero giocare un ruolo importante nello sviluppo dei peli
sessuali secondari durante l'adrenarca. | livelli serici di Androstenedione mostrano una significativa variazione diurna in
dipendenza della secrezione di ACTH. La produzione di Androstenedione ovarico viene stimolata dall'ormone
luteinizzante e i livelli serici di Androstenedione variano in base al ciclo mestruale (3). La produzione di
Androstenedione surrenale cala gradualmente con I'etd avanzata sia negli uomini che nelle donne. Inoltre, la produzione
di Androstenedione ovarico cala dopo la menopausa (3).

B. Applicazioni cliniche

La misurazione del Androstenedione fornisce un utile indicatore della biosintesi degli androgeni: Livelli elevati di
Androstenedione sono stati dimostrati in corso di iperplasia surrenale congenita virilizzante; inoltre i livelli di
Androstenedione possono essere pil indicativi rispetto ai livelli di 17-idrossi-progesterone nel monitoraggio del
trattamento di questa condizione [es., variazioni diurne meno marcate e minore soppressione dopo breve esposizione a
glucocorticoidi (4)]. I livelli serici di Androstenedione sono anche aumentati in corso di sindrome dell'ovaio policistico,
ipertecosi stromale ovarica, deficit di 3b-idrossisteroide deidrogenasi e delle altre cause di irsutismo nella donna (3,6 e 7).
Per definizione, i livelli di Androstenedione sono normali nell'irsutismo idiopatico. Livelli serici elevati di
Androstenedione potrebbero anche riscontrarsi nei tumori surrenalici e ovarici virilizzanti (3). In uno studio prospettico di
oltre 1000 uomini, & stata dimostrata una relazione dose-risposta di Androstenedione e rischio di cancro della prostata (5);
ulteriori studi saranno necessari per confermare questi riscontri.



IV.  PRINCIPIO DEL METODO

Una quantita definita di Androstenedione marcata con %I compete con il
Androstenedione presente in calibratore e campioni per un numero definito di
siti di un anticorpo adsorbito sulla superficie interna di provette di polistirene.
Dopo 1 ore di incubazione a temperatura ambiente (18-25°C), la reazione di
competizione viene interrotta per aspirazione della miscela di reazione. Le
provette vengono quindi lavate con tampone di lavaggio diluito e aspirate. La
concentrazione di  Androstenedione nei campioni viene calcolata per
interpolazione sulla curva calibratore.

V. REATTIVI FORNITI

Reattivi Kit da 96 Codice Volume di
test colore ricostituzione
vaem.e sen5|b|||_zzate 2x48 giallo Pronte per I'uso
con anticorpo anti
DELTA 4
Ag 125) 1 flacone rosso Pronte per I’uso
26 ml
Marcato: Androstenedione 111 kBq
marcato con | (grado HPLC),
in tampone contenente caseina
bovina e sodio azide (<0,1%)
CAL “ 1 flacone giallo | Aggiungere 0,5 ml di
. T liofilizzati acqua distillata
Calibratore zero in siero umano e
timolo
CAL 5 flaconi giallo | Aggiungere 0,5 ml di
Calibratore 15 di liofilizzati acqua distillata
Androstenedione, (le
concentrazioni  esatte  degli
calibratore sono riportate sulle
etichette dei flaconi), in siero
umano e timolo
| WASH | SOLN ‘ CONC ‘ L
1 flacone bruno Diluire 70 x con acqua
. . 10 ml distillata usando un
Tampone di lavaggio (TRIS-HCI) agitatore magnetico
| CONTROL | N | 2 flaconi argento | Aggiungere 0,5 ml di
Controlli: N = 10 2, in plasma liofilizzati acqua distillata
umano e timolo
(le concentrazioni esatte degli
calibratore sono riportate sulle
etichette dei flaconi)

Note : Usare lo calibratore zero per diluire i campioni

VL. REATTIVI NON FORNITI

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

1. Acqua distillata.

2. Pipette per dispensare 50 pl e 500 pl (Si raccomanda di utilizzare
pipette accurate con puntale in plastica monouso).

3 Agitatore tipo vortex.

4. Agitatore magnetico.

5. Agitatore rotante (400 rpm).

6 Pipetta a ripetizione automatica 5 ml per i lavaggi.

7 Sistema di aspirazione dei campioni (facoltativo).

8 Contatore gamma con finestra per I (efficienza minima 70%)

VIl. PREPARAZIONE DEI REATTIVI

Calibratori: Ricostituire i calibratori con 0,5 ml di acqua distillata.
Controlli: Ricostituire i controlli con 0,5 ml di acqua distillata.

Soluzione di lavoro del tampone di lavaggio: Preparare la quantita
necessaria di soluzione di lavoro del tampone di lavaggio aggiungendo 69
parti di acqua distillata ad una parte di tampone di lavaggio concentrato
(70x). Usare un agitatore magnetico per rendere la soluzione omogenea.
La soluzione di lavoro va scartata al termine della giornata.

0w

VIII.
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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 pitu lunghi. Evitare
ripetuti cicli di congelamento-scongelamento dei campioni.
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 ¢ 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 e 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.

I siero e il plasma forniscono gli stessi valori.
Y (Hep. plasma) = 0,94 x (siero) + 0,02
Y (EDTA plasma) = 1,01 x (siero) — 0,03

r=0,98
r=0,95

n=17
n=17

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 (18-25°C).

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.

Ogni tubo puo essere utilizzato una sola volta.

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
25 pl di calibratore, campioni e controlli nelle rispettive provette.
Dispensare 250 ul di Androstenedione marcato con *1 in tutte le
provette, comprese quelle per Dattivita totale.

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

Incubare 1 ore a temperatura ambiente (18-25°C) in agitazione.

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 Iattivita totale, con 2 ml di
soluzione di lavoro di tampone di lavaggio, evitando di provocare la
formazione di schiuma.

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.

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 (B0).

cpm (Calibratore, campioni o controlli) «

B/BO0 (%) =
06) cpm (Zero Calibratore)

100

Ponendo in ordinata i rapporti di competizione. B/BO (%) per ogni
calibratore e in ascissa le rispettive concentrazioni di Androstenedione,
tracciare la curva di taratura, scartare i valori palesemente discordanti.

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

Per interpolazione sulla curva di taratura dei rapporti di competizione di
campioni e controlli, determinare le  rispettive concentrazioni di



Androstenedione.
6. 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 Androstenedione in campioni e controlli al posto
della curva calibratore eseguita contemporaneamente.

D. Accuratezza

TEST DI DILUIZIONE

Androstenedione-RIA-CT cpm B/Bo (%)
Attivita totale 48670
Calibratore 0,0 ng/ml 14867 100,0
0,1 ng/ml 13196 88,8
0,4 ng/ml 9450 63,6
1,0 ng/ml 5910 39,8
4,0 ng/ml 2746 18,5
11,0 ng/ml 987 6,6

XIIl. 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 0,03 ng/ml.

B. Specificita

Le percentuali di cross-reattivita stimata rispetto alla concentrazione in grado di
produrre un’inibizione al 50% sono rispettivamente:

Campione Diluizione Concentrazione Concentrazione
teorica misurata
(ng/ml) (ng/ml)
Serum 1 U1 : 4,64
12 2,32 2,01
1/4 1,16 0,97
1/8 0,58 0,55
1/16 0,29 0,30
1/32 0,14 0,20
Serum 2
171 - 8,94
12 4,47 3,89
1/4 2,24 2,05
1/8 1,12 0,98
1/16 0,56 0,49
1/32 0,28 0,27
1/64 0,14 0,18
1/128 0,07 0,09
| campioni sono stati diluiti con calibratore zero.
TEST DI RECUPERO
Campione Androstenedione Androstenedione Recupero

aggiunto recuperato (%)

(ng/ml) (ng/ml)
Serum 8,0 7,7 96
4,0 4,0 100
2,0 19 95
1,0 1,0 100
0,5 04 80

Composto Cross-Reattivita
(%)

Androsterone 0,0566
Cortisolo 0,0148
Corticosterone 0,0047
Cortisone 0,0099
DHEA 0,0155
DHEA-SO4 0,0009
21-Deossicortisone 0,0006
Estradiolo-17p ND

Estriolo ND

Estrone 0,0270
Etiocolanolone 0,0422
170-idrossipregnenolone ND

17a-idrossiprogesterone 0,0840
Isoandrosterone 0,0112
Pregnenolone ND

Progesterone 0,0168
Spironolattone 0,0006
5q.-Diidrotestosterone 0,0105
Testosterone 0,2406

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

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 24
minuti dopo 1’aggiunta del calibratore.

TEMPO TRASCORSO
Serum 0 12 24"
(ng/ml)
0,49 0,55
1,96 2,13
0,45 0,45
1,69 2,08

Nota : Questa tabella mostra la cross-reattivita relativa all’anti Androstenedione
ND : non dosabile

C. Precisione

INTRA SAGGIO INTER SAGGIO
Siero N <X>+SD cv Siero N <X>+SD CcVv
(ng/ml) (%) (ng/ml) (%)
A 10 | 0,36+0,02 4,5 A 10 0,42 £ 0,04 9,0
B 10 | 6,04+0,19 3,2 B 10 1,90+ 0,11 59

SD : Deviazione Standard; CV: Coefficiente di Variazione

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 € opportuno
utilizzare i risultati ottenuti per i campioni, a meno che non si trovi una
giustificazione soddisfacente.

- Ogni laboratorio pud preparare un proprio pool di sieri da utilizzare come
controllo, da conservare congelato in aliquote.

- | criteri di accettazione delle differenze tra i risultati in duplicato dei
campioni devono basarsi sulla buona prassi di laboratorio.



XV. INTERVALLI DI RIFERIMENTO

Questi valori sono puramente indicativi, ciascun laboratorio potra stabilire i
propri intervalli normali.

Populazione N Media Intervallo
ng/ml

BAMBINI 25 04 0,1-09
MASCHI 64 2,0 05-48
FEMMINE: 250 2,1 05-4,7
Fase follicolare 45 1,9 09-3,0
Picco ovulatorio 14 2,9 19-47
Fase luteale 27 2,0 1,1-42
Sindrome ovarica policistica 25 3,6 22-65
Postmenopausa 45 1,7 0,3-3,7

(*) Intervallo basati su 2,5% e 97,5% percentili.

XVI. PRECAUZIONI PER L’USO

Sicurezza

11 kit & solo per uso diagnostico in vitro.

Il kit contiene 121 (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.

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. |l 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 I’uso di sostanze radioattive fornisce una protezione adeguata agli utilizzatori.
| 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 o usare cosmetici. Non pipettare i reattivi con pipette a bocca.
Per ulteriori informazioni, consultare la scheda di sicurezza (MSDS)

XVII. RIFERIMENTI BIBLIOGRAFICI

1. Dorfman RI, Shipley RA : Androgens. John Wiley and Sons, New
York, pp. 116-128, 1956.

2. Horton R, Tait J : Androstenedione production and interconversion
rates measured in peripheral blood and studies on the possible site of
its conversion to testosterone. J Endocrinol Invest 45:301-313,1966.

3. Pang S, Riddick L : Hirsutism. IN Lifshitz T (ed) : Pediatric
Endocrinology, A Clinical Guide, second edition. Marcel Dekker,
Incl., New York, pp. 259-291, 1990.

4. Cavallo A, Corn C, Bryan GT, Meyer WJ |11 : The use of plasma
androstenedione in monitoring therapy of patients with congenital
adrenal hyperplasia. J Pediatr 95:33-37, 1979. Bull NY Acad Med
53, 347, 1977

5. Barett-Connor E, Garland C, McPhililips JB, Kaw K-T, Wingard
DL : A prospective, population based study of androstenedione,
estrogens and prostate cancer. Canc res 50:169-173, 1990.

6. Rittmaster RS, Thompson DL Effects of leuprolide and
esametehasone o hair growth and hormone levels in hirsute women :
the relative importance of the ovary and adrenal in the pathogenesis of
hirsutism. J Clin Endocrinol Metab 70:112-116, 1993.

7. Zwicker H, Rittmaster RS : Androsterone sulfate : Physiology and

signifiance in hirsute women. J Clin Endocrinol Metab 76:112-116,
1993.

XVIIl. SCHEMA DEL DOSAGGIO

Attivita totale Calibratore Campioni
Controlli
pl pl pl
Calibratore (0 - 5) - 25 -
Campioni, controlli - - 25
Marcato 250 250 250
Incubazione lorea temperatura amblente (18-25°C) in
agitazione.
Separazione Aspirare
Soluzione di lavoro del 2ml
tampone di lavaggio
Separazione Aspirare
Conteggio Contare le provette per 1 minuto

Il servizio di strumentazione di Diasource conferma che il kit & valido per
I'uso sulla piattaforma Stratec Riamat 300. Se sono necessarie ulteriori
informazioni, contattare 1\VVDInstrumentation@diasource.be
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Leer el protocolo completo antes de usar.

ANDROSTENEDIONE-RIA-CT

I.  INSTRUCCIONES DE USO

Radioinmunoensayo para la determinacion cuantitativa in vitro de 4-Androsten-3,17-Dione
(Androstenedione) humana en suero y plasma.

Il.  INFORMACION GENERAL
A. Nombre: DIAsource ANDROSTENEDIONE-RIA-CT Kit
B. NOmero de Catélogo: KIP0451 : 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

I11. INFORMACION CLINICA

A.  Actividad bioldgica

El 4-Androsten-3, 17-dione (Androstenedione) es un esteroide con 19 C. Se produce en la glandula suprarrenal y
en las gonadas. El Androstenedione es un precursor directo de la testosterona y de la estrona, que pueden ser
convertidas en estradiol. Debido a la presencia de un grupo 17-oxo (mas bien que hidroxilo), el Androstenedione
tiene una actividad andrdgena relativamente débil, estimada a < 20% de la testosterona. Aunque es un andrégeno
débil, los niveles de Androstenedione en suero pueden superar la testosterona tanto en condiciones clinicas como
en situaciones normales, la secrecion y la produccion de Androstenedione superan las de la testosterona en
mujeres, y aparece una conversion extra-suprarrenal importante de Androstenedione en testosterona. Ademas, la
afinidad de la globulina ligadora de hormonas sexuales para el Androstenedione es muy inferior a la afinidad para
la testosterona o para el estradiol (1 — 3).

El papel fisioldgico de Androstenedione no es bastante definido. Los niveles de Androstenedione en suero son
elevados en suero fetal y neonatal, disminuen durante la nifiez y aumentan durante la pubertad. En hombres adultos
y puberos normales, la porcidn principal de Androstenedione es derivada del testiculo, sea directamente sea de la
conversion de la testosterona, mientras que en mujeres adultas normales se producen cantidades esencialmente
equivalentes de Androstenedione por la glandula suprarrenal y los ovarios (2,3). Niveles elevados de
Androstenedione pueden desempefiar un papel en el desarrollo de cabello sexual secundario durante la
adrenarquia. Los niveles de Androstenedione en suero tienen una variacion diurna importante dependiente de la
secrecion de ACTH. La produccion de Androstenedione en los ovarios es estimulada por la hormona luteinizante,
y los niveles de Androstenedione en suero varian con el ciclo menstrual (3). La produccion suprarrenal de
Androstenedione disminue progresivamente con la edad tanto en hombres como en mujeres. Ademas, la
produccion de Androstenedione en los ovarios disminue después de la menopausia (3).

B.  Aplicaciones clinicas

La medicion de Androstenedione ofrece un marcador Util de la biosintesis androgena: niveles elevados de
Androstenedione aparecen en caso de hiperplasia suprarrenal congénita virilizante; ademas, los niveles de
Androstenedione pueden tener ventajas en comparacion con los niveles de 17-hidroxi-progesterona en la
observacion de esta enfermedad, p.e. una variacién diurna menos importante y una suppresion limitada después de
una breve exposicion glucocorticoide (4). Los niveles de Androstenedione en suero son elevados también en el
sindrome de ovario policistico, la hipertecosis estromal del ovario, la deficiencia de 3b-hidroxisteroide
dehidrogenasa, y otras causas de hirsutismo en mujeres (3,6 & 7). Por definicion, los niveles de Androstenedione
son normales en caso de hirsutismo idiopatico. Niveles de Androstenedione en suero pueden aparecer también en
caso de tumores virilizantes suprarrenales y ovaricos (3). En un estudio prospectivo de mas de 1000 hombres, una
relacion dosis-respuesta entre el androstenedione y el riesgo de cancer prostatico ha sido probada (5); necesitamos
estudios suplementarios para confirmar estos resultados.



Iv.

Una

PRINCIPIOS DEL METODO

cantidad fija de Androstenedione marcada con 1'% compite con el

Androstenedione 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.

Después de 1 hora de incubacién a temperatura ambiente (18-

25°C)., una aspiracion termina con la reaccion de competicion. Los tubos se
lavan con 2 ml de Solucién de lavado y se aspiran otra vez. Se dibuja la curva de
calibracién y las concentraciones de Androstenedione de las muestras se
determinan por interpolacion de la dosis en la curva de calibracion.

V. REACTIVOS SUMINISTRADOS
Reactivos Kit 96 test Codigo | Reconstitucion
de Color
Tubos recubiertos con 2x48 amarillo | Listo para uso
U anti DELTA 4
Ag 125) 1 vial rojo Listo para uso
26 ml
111 kBq
TRAZADOR:Androstenedione  marcado
con 1'% (grado HPLC) en tampdn con
caseina bovina y azida (<0,1%)
CAL “ ~ Lvial amarillo | Afiadir 0,5 ml
liofilizados de agua
. til
Calibrador cero en suero humano con destilada
thymol
CAL 5 viales amarillo | Afiadir 0,5 ml
liofilizados de agua
Calibradores Androstenedione - N =1al 5 destilada
(mirar los valores exactos en las
etiquetas) en suero humano con thymol
1 vial marrén Diluir 70 x con
| WASH | SOLN | cone | 10 ml agua destilada
L . (utilizar
Solucién de lavado ( TRIS-HCI) agitador
magnético)
| CONTROL | N | 2 viales plateado | Afiadir 0,5 ml
liofilizados de agua
destilada
Controles-N =102
en plasma humano con thymol
(mirar los valores exactos en las
etiquetas)
Nota: Para diluciones de muestras utilizar calibrador cero.

VI.

MATERIAL NO SUMINISTRADO

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

0w

Agua destilada

Pipetas de 50ul y 500 pl (Se recomienda el uso de pipetas precisas con
puntas desechables de plastico)

Vortex

Agitador magnético

Agitador de tubos (400 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 los calibradores con 0,5 ml de agua destilada.
Controles: Reconstituir los controles con 0,5 ml de agua destilada.
Solucion de lavado de trabajo: Preparar el volumen necesario de Solucién
de lavado de trabajo mezclando 69 partes de agua destilada por 1 parte de
Solucién de lavado (70x). Utilizar un agitador magnético para
homogeneizar. Desechar la solucién de lavado de trabajo no utilizada al
final del dia.

VIII.

=

XI.

=

ALMACENAJE Y CADUCIDADES DE LOS REACTIVOS

Antes de abrir & 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 méas largos, alicuotar y
guardar a —20°C. Evitar congelar y descongelar sucesivamente.

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 6 deterioro.

RECOGIDA Y PREPARACION DE MUESTRAS

Las muestras de suero y 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.

Suero o plasma presentan resultados similares.
Y (Hep. plasma) = 0,94 x (serum) + 0,02
Y (EDTA plasma) = 1,01 x (serum) — 0,03

n=17
n=17

r=0,98
r=0,95

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 (18-25°C) antes de su uso.

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

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

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

Cada tubo solo se puede usar una vez.

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 25 pl
de cada uno en sus respectivos tubos.

Dispensar 250 pl de Androstenedione marcadé con I'® en cada tubo,
incluyendo los tubos no recubiertos a las Cuentas Totales.

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

Incubar durante 1 hora a temperatura ambiente (18-25°C) en agitacion
constante.

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

Dejar los tubos en posicién 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.
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)
Representar los valores de (B/B0%) de cada calibrador frente a las
contraciones del Androstenedione de cada calibrador, rechazando los

extremos claros.

B/BO (%)= X100




B. Especificidad

El porcentaje de reaccion cruzada estimada por la comparacion de la

concentracion (indicando una inhibicion de 50 %) es respectivamente :

4. Métodos computarizados de computacion de resultados pueden ser D. Exactitud
utilizados para la construccion de la curva de calibracién. Si se utiliza un
sistema automatico de calculo de resultados, se recomienda usar la TEST DILUCION
representacion grafica “ 4 parametros”. o
5. Por interpolacion de los valores (B/B%) de las muestras, se determinan los Muestra Dilucion CTO“,CE.’m' ?\;I)“g?gt'
vall%res _,de las concentraciones de las mismas desde la curva de (:g/zfl? (I"IZ/I’ITIS
calibracion.
6. El porcentaje total de enlace del trazador en ausencia de Androstenedione Serum 1 " i6a
no marcado (BO/T) debe ser calculado en cada ensayo. 2 232 201
1/4 1,16 0,97
1/8 0,58 0,55
XIl. EJEMPLO DE RESULTADOS 1/16 0,29 0,30
1/32 0,14 0,20
Los datos mostrados a continuacién sirven como ejemplo y nunca deberan ser Serum 2
usados como una calibracion real. 1 - 8,94
1/2 4,47 3,89
1/4 2,24 2,05
Androstenedione-RIA-CT cpm B/Bo (%) 1/8 112 0,98
1/16 0,56 0,49
Cuentas Totales 48670 52421 gii gi;
Calibrador 0,0 ng/ml 14867 100,0 V128 007 0.09
0,1 ng/ml 13196 88,8 — -
04 ng/ml 9450 63,6 Las muestras fueron diluidas con el Calibrador cero.
1,0 ng/ml 5910 39,8
4,0 ng/ml 2746 18,5
11,0 ng/ml 987 6.6 TEST DE RECUPERACION
Muestra Androstenedione Androstenedione Recuperado
P afiadido Recuperado %
XI1. REALIZACION Y LIMITACIONES (ng/ml) (ngeml) )
A Limite de deteccion Serum 8,0 77 96
Veinte calibradores cero fueron medidos en una curva con otros 4,0 4,0 100
calibradores. 2,0 19 95
El limite de deteccion, definido como la concentracion aparente resultante 10 1,0 100
de dos desviaciones estandares debajo de la media de enlace del calibrador 05 0.4 80
cero, fue de 0,03 ng/ml.

Componente Reaccién-cruzada
(%)
Androsterona 0,0566
Cortisol 0,0148
Corticosterona 0,0047
Cortisona 0,0099
DHEA 0,0155
DHEA-SOs4 0,0009
21-Deoxicortisona 0,0006
Estradiol-17p ND
Estriol ND
Estrona 0,0270
Etiocholanolona 0,0422
170-hidroxipregnenolona ND
17a-Hidroxiprogesterona 0,0840
Isoandrosterona 0,0112
Pregnenolona ND
Progesterona 0,0168
Spironolactona 0,0006
5a-Dihidrotestosterona 0,0105
Testosterona 0,2406

De acuerdo con nuestros conocimientos, no existe ninguna preparacion de
referencia internacional de este parametro.

E.

Tiempo de espera entre la dispensacion del Gltimo 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 24 minutos después de haberse adicionado el
calibrador a los tubos cubiertos.

TIEMPO DE ESPERA

Serum 0 12 24'
(ng/ml)
0,49 0,55
1,96 2,13
0,45 0,45
1,69 2,08

Nota: Esta tabla presenta la reaccién cruzada para el anti Androstenedione
ND : no es detectable

C. Precision

PRECISION INTRA-ENSAYO

PRECISION INTER-ENSAYO

Suero N <X>+SD CcVv Suero N <X>*SD
(ng/ml) (%) (ng/ml) (%)
A 10 0,36 + 0,02 45 A 10 0,42 £ 0,04 9,0
B 10 6,04 £ 0,19 3,2 B 10 1,90+ 0,11 59

SD : Desviacion Estandar; CV: Coeficiente de Variacion

XIV. CONTROL DE CALIDAD INTERNO

Si los resultados obtenidos para el Control 1 y/é 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.

Los criterios de aceptacion de la diferencia entre los resultados in duplo de
las muestras se apoyan en las précticas de laboratorio corrientes.



XV. INTERVALOS DE REFERENCIA

Estos valores solamente sirven de pauta; cada laboratorio tiene que establecer sus
propios valores normales.

sujetos N Media Alcance
ng/ml

NINOS 25 04 0,1-09
HOMBRES 64 2,0 05-48
MUJERES: 250 2,1 05-4,7
Fase folicular 45 1,9 0,9-30
Pico ovulatorio 14 2,9 19-47
Fase luteal 27 2,0 1,1-42
Sindrome de ovario policistico 25 3,6 22-65
Postmenopausicas 45 1,7 0,3-37

(*) Alcance basados en percentilos de 2.5% & 97.5%

XVI. PRECAUCIONES Y ADVERTENCIAS

Seguridad
Para uso solo en diagndstico in vitro.

Este kit contiene 1'% (vida media : 60 dias) emisor de rayos X (28 keV) y de
rayos y (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 ningin caso el producto debera
ser suministrado a humanos y animales.

Todo el manejo de producto radiactivo se hard en una area 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 deberd de descontaminarse para evitar la
contaminacion con otros is6topos.

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 proteccion adecuada.

Los componentes de sangre humana utilizados en este kit han sido testados por
métodos aprobados por la CEE y/é la FDA dando negativo a HBsAg, anti-HCV,
anti-HIV-1y 2. No se conoce ningln 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
deberéan 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 proteccion y guantes.

Para obtener més informacion, consulte la Hoja de datos de seguridad del
material (MSDS)
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XVII.RESUMEN DEL PROTOCOLO

CUENTAS CALIBRADO MUESTRA(S)
TOT”I‘LES REIS CONTROL(S)
()] (ul) (ul)
Calibradores (0 al 5) - 25 -
Muestras, controles - - 25
Trazador 250 250 250
Incubacion 1 hora a temperatura ambiente (18-25°C) en
agitacion constante.
Separacion - aspirar
Solucién de lavado de - 2,0ml
trabajo
Separacion - aspirar
Contaje Contar los tubos durante 60 segundos

El servicio de instrumentacion de Diasource confirma que el kit es valido
para su uso en la plataforma Stratec Riamat 300. Si necesita informacion
adicional, comuniquese con 1VDInstrumentation@diasource.be
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Leia todo o protocolo antes de utilizar.

ANDROSTENEDIONE-RIA-CT

I UTILIZAGCAO PREVISTA

Radioimunoensaio para adeterminacdo quantitativa in vitro do 4-Androstene-3, 17-Dione
(Androstenediona) humano no soro e no plasma.

Il. INFORMACOES GERAIS
A. Nome do proprietario : DIAsource-Kit ANDROSTENEDIONE-RIA-CT
B. NOmero do catalogo: KIP0451 : 96 testes

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

Para obter informagcdes sobre aquisi¢ao ou assisténcia técnica , contacte :
Bélgica Tel : +32 (0)10 84.99.11 Fax : +32 (0)10 84.99.91

I1l. SIGNIFICADO CLINICO

A Atividade Bioldgica

Androstenediona (4-androstene-3,17-dione) é um C19 esterdide. E produzido pelas glandulas adrenais e gdnadas.
Androstenediona é um precursor imediato de estrdgeno e testosterona, os quais podem ser subsequentemente convertidos
em estradiol. Devido a presenga do grupo 17-oxo (mais do que hidroxil) , Androstenediona tem relativamente fraca
atividade androgénica, estimada em < 20% de testosterona. Embora seja um fraco andrdgeno, niveis de
Androstenediona no soro podem exceder a testosterona em estados normais e de doengas, a secrecdo e producdo de
Androstenediona excedem a testosterona em mulheres, e uma significante converséo extra-adrenal de Androstenediona
para testosterona ocorre. Além disso, a afinidade de globulinas ligadas a hormdnios sexuais pela Androstenediona é
muito menor que para testosterona ou estradiol. (1 — 3).

O papel fisioldgico da Androstenediona ndo é muito bem definido. Niveis sorol6gicos de Androstenediona séo altos no
soro fetal e de neonatos, decrescendo durante a infancia e aumentando durante a puberdade. Em homens adolescentes e
adultos, a maior porcdo de Androstenediona é derivada dos testiculos, ou diretamente da conversdo de testosterona,
enquanto em mulheres adultas normais, quantidades essencialmente equivalentes de Androstenediona séo produzidas pela
glandula adrenal e ovério (2,3). Aumento nos niveis de Androstenediona pode ter papel no desenvolvimento de pelos
pubianos secundarios durante a adrenarca. Niveis sorol6gicos de Androstenediona mostram variagdes diurnas
significativas dependente de ACTH. A producdo de Androstenediona ovariana é estimulada pelo horménio luteinizante, e
0s niveis sorolégicos variam com o ciclo menstrual (3). A producdo adrenal de Androstenediona declina gradualmente
com avanco da idade em homens e mulheres. Em adi¢do, a producdo ovariana de Androstenediona decresce apds a
menopausa. (3).

B.  Aplicacdes Clinicas

Dosagem de Androstenediona fornece um proveitoso marcador de biosintese de andrégeno: Niveis elevados de
Androstenediona tem sido demonstrados em hiperplasia adrenal congénita virilizante.; em adicdo niveis de
Androstenediona podem ter vantagens sobre niveis de 17-hydroxy-progesterona no monitoramento do tratamento nestas
condigOes, e.x. Menor marcagdo na variagdo diurna e menor supressdo ap6s breve exposi¢do a glicocorticoides. (4).
Niveis de Androstenediona estdo também aumentados na sindrome do ovario policistico, hipertecosi estromal ovariana,
deficiéncia dehidrogenase 3 b-hidroxiesteroide, e outras causas de hirsutismo em mulheres (3,6 & 7). Por definicéo,
niveis Androstenediona sdo normais em hirsutismo idiopatico. Niveis elevados no soro de Androstenediona podem
ocorrer também em tumores ovarianos virilizantes (3). Em um estudo prospectivo com 1000 homens, relagdo entre a
dose-resposta de androstenediona e o risco de cancer de prostata foi demonstrado (5); estudos adicionais serdo
necessarios para confirmar estes achados.



V.

Uma

PRINCIPIO DO METODO

quantidade fixa de Androstenediona marcado com %I compete com o

Androstenediona 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. Ap6s 1 hora de incubagéo a temperatura ambiente (18-
25°C) no shaker, a reaccéo de competicdo termina com a operagédo de aspiracéo.
A seguir os tubos séo lavados com 2ml de solucdo de lavagem de trabalho e
novamente aspirados. Traga-se uma curva de calibragdo e as concentragfes de
Androstenediona nas amostras sdo determinadas por interpolagdo da dose a partir
da curva de calibracéo.

V. REAGENTES FORNECIDOS
Reagentes Kit 96 Cadigo Reconstituicao
Testes de cor
Tubos revestidos com 2x48 amarelo | Pronto para utilizar
U anti Androstenedione
Ag 125) 1 recipiente roxo Pronto para utilizar
26 ml
111 kBq
Marcador: Androstenediona
marcado com %] (grau HPLC) em
tampdo com caseina bovina e azida
(<0.1%)
CAL “ 1recipiente | amarelo | Adicione 0,5 mlde
i liofilizado 4gua destilada
Calibrador Zero em soro human e
timol
5 amarelo | Adicione 0,5 ml de
) i recipientes agua destilada
Calibradores Androstenediona - N | |isfilizados
=1para5 (ver os valores exactos
nos rétulos do recipiente) em soro
human e timol
1 recipiente | castanho | Dilua 70 x com &gua
| WASH | SOLN ‘ CONC I 10 ml destilada (use um
agitador magnético).
Solugdo de lavagem (TRIS-HCI)
2 prateado | Adicione 0,5 ml de
| CONTROL | N | recipientes 4gua destilada
liofilizados
Controlos-N=1ou 2
Em plasma humano e timol
(ver os valores exactos nos
rétulos do recipiente)

Note

V1.

: Use o calibrador zero para dilui¢des de amostras.

MATERIAL NAO FORNECIDO

O seguinte material é necessario, mas ndo fornecido com o kit:

1
2.

N O~ W

VII.

ow>

Agua destilada

Pipetas autométicas: 25 pl, 250 ul, 500 ul e 2 ml (recomenda-se a
utilizagdo de pipetas precisas, com pontas descartaveis)

Misturador de vortex

Agitador magnético

Shaker em tubo (400 rpm)

Pipeta automatica de 5 ml para lavagem (tipo Cornwall)

Sistema de aspiracéo (opcional)

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

PREPARAGAO DOS REAGENTES

Calibradores: Reconstitua os calibradores com 0.5 ml de 4gua destilada.
Controlos : Reconstitua os controlos com 0,5 ml de dgua destilada.
Solucdo de lavagem de trabalho : Prepare um volume adequado de
Solugdo de lavagem de trabalho ao adicionar 69 volumes de dgua destilada
para 1 volume de solucdo de lavagem (70x). Use um agitador magnético
para homogeneizar. Rejeite a solugéo ndo utilizada no final do dia.

VIII.

=

XL

=

ARMAZENAMENTO E PRAZO DE VALIDADE DOS REAGENTES

Antes de abrir e reconstituir, todos 0os componentes do kit sdo estaveis até
ao final do prazo de validade, indicado no rétulo desde que mantido entre
2to8°C.

Apds reconstituicdo, os controlos e calibradores 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 por maximo 3 meses

A solucdo de lavagem de trabalho deve ser feita e utilizada no mesmo dia.
Depois da 1% utilizagdo o marcador é estavel até final do prazo de
validade, desde que mantido no recipiente original, bem fechado entre 2 to
8°C.

AlteragBes no aspecto dos reagentes do kit podem indicar instabilidade ou
degradacéo.

RECOLHA E PREPARAGAO DE AMOSTRAS

Amostras de soro ou plasma devem ser mantidas entre 2-8°C.
Se a andlise ndo for realizada em 24 hrs, recomenda se conservar em
alicotas a -20°C.
Evite ciclos de congelamento e descongelamento sucessivos.
Soro e plasma fornecem resultados similares:

Y (Hep. plasma) = 0.94 x (soro) + 0.02 r=0.98

Y (plasma com EDTA) = 1.01 x (soro) —0.03 r = 0.95

n=17
n=17

PROCEDIMENTO

Notas de manipulagéo

N&o utilize o kit ou qualquer componente depois da expira¢do do prazo de
validade. Ndo misture componentes de diferentes lotesAntes de utilizar
todos os componentes devem estar a temperatura ambiente (18-25°C)
(TA).

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

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

Prepare uma curva de calibracdo para cada andlise, ndo utilize dados de
andlises prévias.

Cada tubo pode ser usado apenas uma vez.

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
25ul de cada, para os tubos respectivos.

Dispense 250 pl de Androstenediona marcado com | ! para cada tubo,
incluindo os tubos normais para as contagens totais.

Agite suavemente o suporte dos tubos, para libertar possiveis bolhas de ar.
Incube por 1 hora a temperatura ambiente (18-25°C) com agitacdo
continua.

Aspire 0 conteldo de cada tubo (excepto os das contagens totais).
Assegure-se que a ponta plastica do aspirador atinge o fundo do tubo
revestido, para remover todo o liquido.

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

Depois da lavagem, deixe os tubos direitos durante 2 minutos e
seguidamente aspire a Ultima por¢éo de liquido.

Conte 0s tubos num contador gamma durante 60 segundos.

CALCULO DOS RESULTADOS

Calcule a média das determinagdes em duplicata.

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

Contagens (Calibrador ou amostra)

B/BO (%) =
) Contagens (calibrador Zero)

x100

Trage os valores (B/B0(%)) para cada ponto de calibragdo como uma
funcéo da concentragdo do Androstenediona em cada ponto, rejeitando os
“outliers” (casos marginais) 6bvios.

Os métodos informéticos também podem ser utilizados para construir a
curva de calibragdo. Se o processamento dos resultados for automatico,
ajuste na curva da funcéo logistica com 4 parametros é recomendado.

Por interpolagdo dos valores das amostras (B/B0(%)), determine as
concentracOes de Androstenediona das amostras da curva de referéncia.
Para cada andlise, a percentagem de marcador total ligado na auséncia de
Androstenediona (BO/T) marcado, deve ser verificada.



XII.

DADOS TIPICOS

Os dados seguintes séo apenas para exemplificacéo e nunca devem ser utilizados
em detrimento dos dados reais da curva de calibracéo.

ANDROSTENEDIONE-RIA-CT cpm B/Bo (%)
Contagens total 48670
Calibrador 0,0 ng/ml 14867 100,0
0,1 ng/ml 13196 88,8
0,4 ng/ml 9450 63,6
1,0 ng/ml 5910 39,8
4,0 ng/ml 2746 18,5
11,0 ng/ml 987 6,6

XML

A.

B.

DESEMPENHO E LIMITES

Limite de deteccéo

Foram analisados 20 calibradores zero , juntamente com um conjunto de
outros calibradores.

O limite de deteccéo, definido como a concentragao aparente, 2 DP abaixo
das contagens médias com zero ligagdes, foi de 0,03 ng/ml.

Especificidade

A especificidade do anticorpo policlonal usado neste ensaio foi avaliada por RIA
e expresso como a proporgéo entre a quantidade de Androstenediona, que produz
50% de inibicdo de Androstenediona ligada e marcada, e a quantidade de
componentes de reagentes cruzados (analogos), dando a mesma inibigéo.

Composto Reactividade-cruzada
(%)

Androsterona 0,0566
Cortisol 0,0148
Corticosterona 0,0047
Cortisona 0,0099
DHEA 0,0155
DHEA-SO4 0,0009
21-Deoxicortisona 0,0006
Estradiol-17p ND

Estriol ND

Estrona 0,0270
Etiocholanolone 0,0422
17a-hidroxipregnenolona ND

17a-Hidroxiprogesterona 0,0840
Isoandrosterona 0,0112
Pregnenolona ND

Progesterona 0,0168
Spironolactona 0,0006
5a-Dihidrotestosterona 0,0105
Testosterona 0,2406

D. Exactidao -
TESTE DE DILUICAO
Amostra Diluicéo Conc. tedrico. Conc. medida
(ng/ml) (ng/ml)
Soro 1 n - 4,64
1/2 2,32 2,01
1/4 1,16 0,97
1/8 0,58 0,55
1/16 0,29 0,30
1/32 0,14 0,20
Soro 2
1/1 - 8,94
12 4,47 3,89
1/4 2,24 2,05
1/8 1,12 0,98
1/16 0,56 0,49
1/32 0,28 0,27
1/64 0,14 0,18
1/128 0,07 0,09
As amostras foram diluidas com calibrador zero.
TESTE DE RECUPERAQAO
Amostra Androstenediona Androstenediona Recuperagéo
adicionado recuperado (%)
(ng/ml) (ng/ml)
Soro 8,0 7,7 96
4,0 4,0 100
2,0 1,9 95
1,0 1,0 100
0,5 0,4 80

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

Nota : Esta tabela mostra a reacdo cruzada para o anti Androstenediona.

ND : ndo detectavel

C. Preciséo
PRECISAO INTRA-ENSAIO PRECISAO INTER-ENSAIO
Soro N <X>*DP Ccv Soro N <X>*DP cv
(ng/ml) (%) (ng/ml) (%)
A 10 | 0,36 +0,02 45 A 10 0,42 +£0,04 9,0
B 10 | 6,04+019 | 32 B 10 1,90 £ 0,11 59
DP: Desvio Padrdo; CV: Coeficiente de variacdo

E. Intervalo de atraso de tempo entre o ultimo calibrador e a dispensa de
amostra
Conforme demonstrado a seguir, os resultados das analyses continuam
precisos, mesmo quando € dispensada uma amostra 24 minutos depois da
adicao do calibrador aos tubos revestidos.
INTERVALO DE ATRASO DE TEMPO
Soro 0 12 24'
(ng/ml)
0,49 0,55
1,96 2,13
0,45 0,45
1,69 2,08
XIV. CONTROLO DE QUALIDADE INTERNO

Se 0s 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 explicagdo satisfatdria para a
discrepancia encontrada.

Se for desejavel, cada laboratério pode fazer os seus prérios conjuntos de
amostras de controlo, que podem ser mantidas congeladas em aliquotas.
Néo faga ciclos de congela¢&o/descongelagdo mais do que 2 vezes.
Aceitacdo do critério para a diferenca entre os resultados em duplicatas
das amostras devem ser realizadas em Boas Préticas de Laboratério



XV. INTERVALOS DE REFERENCIA

Estes valores sdo dados apenas por seguranga; cada laboratério deve estabelecer
seus proprios valores normais
Os valores séo expressos como 2,5% para 97,5% percentils.

Sujeitos N Média Padrao
ng/ml

CRIANCAS 25 0,4 01-09
MACHOS 64 2,0 05-48
FEMEAS 250 21 05-4,7
Fase folicular 45 1,9 09-3,0
Pico ovulatério 14 2,9 19-47
Fase luteal 27 2,0 11-42
Sindrome ovariana policistica 25 3,6 22-65
P6s menopausa 45 1,7 03-37

XVI. AVISOS E PRECAUGOES

Seguranga

Apenas para uso em diagndstico in vitro.

Este kit contém 21 (meia-vida: 60 dias), emitindo X ionizavel (28 keV) ey (35.5
keV) radiag@es.

Este produto radioactivo pode apenas ser transportado e utilizado por pessoal
autorizado: a compra, armazenamento, utilizacéo 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.

Toda a manipulagéo readioactiva deve ser efectuada em local proprio e exclusivo
para tal. Deve ser mantido no laboratdrio, 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 contaminacéo cruzada com diferentes isdtopos. Qualquer
derrame de material radioactivo deve ser imediatamente limpo, de acordo com o0s
procedimentos de radioprotec¢do. O lixo radioactivo deve ser rejeitado de acordo
com a legislagao vigente e as regras do laboratério. A adeséo as regras bésicas da
radioseguranca, fornece a protecgao adequada.

Os componentes de sangue humano incluidos neste kit foram testados por
métodos aprovados pela legislagao europeia e/ou FDA e dados como negativos
para 0 HBsAg, anti-HCV, anti-HIV-1 e 2. N&o existe nenhum método, até agora
conhecido, que oferece total seguranca quanto a impossibilidade de transmissao
de hepatite, HIV ou outras infec¢des, por via do sangue humano. Por isso, deve
manipular os reagentes, o soro ou 0 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 0s reagentes (azida sédica como
conservante). A azida pode reagir com o chumbo e o cobre das canalizacoes e
formar compostos explosivos. Rejeitar com abundante quantidade de agua
corrente para evitar acumulacdes destes compostos.

Né&o fume, coma, beba ou aplique cosméticos na area de trabalho. Néo pipette
com o auxilio da boca. Use vestuério adequado de protecgéo e luvas.

Para obter mais informagdes, consulte Folha de dados de seguranca do material
(MSDS)
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XVIII. RESUMO DO PROTOCOLO
CONTA- CALIBRA- CONTROLOS
GENS DORES DAS
TOTAIS AMOSTRAS
(ul) (ul)
(u)
Calibradores (0 to 5) - 25 -
Amostras, controlos - - 25
Marcador 250 250 250
Incubagdo 1 hora a temperatura ambiente (18-25°C) com
agitacéo continua
Separagao - Aspirat
Solugdo de lavagem de 2,0ml
trabalho
Separagao Aspirat cuidadosamente
Contagem Contar os tubos durante 60 segundos

O Servico de Instrumentacdo da Diasource confirma que o kit é valido para
uso na plataforma Stratec Riamat 300. Se vocé precisar de mais
informagdes, entre em contato com |VDInstrumentation@diasource.be
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AwBdote 0AOKANPO TO TPOTOKOALO TPV A6 TN YP1IoN.

ANDROSTENEDIONE-RIA-CT

1. XPHXHTIA THN OIIOIA IIPOOPIZETAI

Padioovoconposdiopicpdc v v in Vitro mocotikn pétpnon g avlpomvig 4-avdpootev-3,17-
d16vnc (Avdootevediovn) atov opd Kat T0 TAGGLLA.

Il. TENIKEX IINHPO®OPIEX
A. Epmopwn ovopasia:  Kit ANDROSTENEDIONE-RIA-CT g DIAsource
B. ApOuog kotardyov: KIP0451: 96 npocdiopiopoi

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

INa teyvikn Bon0sia 1] TANPoQoPieg GYETIKA PE TAPAYYELES EMKOIVOVI|OTE OTA:
TnA.: +32 (0)10 84.99.11 ®ag: +32 (0)10 84.99.91

I1l. KAINIKO YIIOBA®PO

A. Buoloywn opdon

H 4-avdpootev-3, 17-016vn (Avdootevediovn) eivar éva C19 otepoedés. [apdystor ota emveppidla kot Tig
yovades. H Avdootevediovn eivar Gpecog mpOdpopog Yo TN TECTOGETPOVI KOl OlGTPOVY), MOV UTOPOLV va
LETATPATOVV QUEOTEPEG OTN CLVEXELD O OGTPAdIOAN. Ady® TG Tapovsiag g 17-0&o- (avti g vdpo&Hito-)
opddog, 1 Avdootevediovn €xel oxetikd acbev) avdpoyovo dpdom, mov vmoroyiletar oe < 20% g
tectoceTPOVIG. [lopott Tpdketton yio 0ofevég ovdpoyovo, Ta emineda g Avoootevedidvn 6Tov opd evdEyeTal va
VrePPaivovy OVTA TG TEGTOOETPOVIG TOGO GE PVGLOAOYIKEG KOTAOTAGELS 000 KOl 0€ KATAGTAoES voowv. Ot
puOLOl EKKPLONG KoL TOPAYOYNG TNG TEGTOOETPOVNG VIEPPAIVOVY EKEIVO, TNG TECTOGETPOVNG OTIG YUVAUKES KOl
AopPavel ydpo SNUAVTIKY eE@-emve@pdloky petatpont] g Avoootevediovn oe tectooetpdvr. Emmdéov, 1
GUYYEVELDL TNG QLAOSECUEVTIKNG oQOIpivig Yoo ™ Avdootevediovn eivar moAd pikpodtepn amd Ot Yoo ™
te0T00ETPOVN 1 TNV ototpadiodn (1 — 3).

O @pvoorhoyikds pohog TG AvdooTtevedidvn dgv éxet opiotel TApwg. Ta enimeda g Avdootevedidvn eivar vymid
otov 0pd eUPpO®V KOl VEOYEVWNTOV, HEWdVOVTOL oTny Todtkn nilkioa kot avdvovior otnv epnPeio. Xe
@LGLOAOYIKOVG €PNPOVE KoL EVAALKOVG AVOPEG, M KOPLL TOGOTNTA TNG AVIOOGTEVEOOVN TPOEPYETAL OO TOVG
Opxel, €ite Queco eite PETd OmO UETOTPOMN NG TECTOGETPOVNG, EVAO GE (UGLOAOYIKEG EVNAIKES YUVOIKEG,
OVLOLOOTIKA 1603VVANEG TOGOTNTEG AVIOOTEVESIOVI] TOPAYOVTIOL OO T EMVEPPIdla Kot Tig wobnkeg (2,3). Ta
avénuéva emineda ™ Avdootevedovn evdgyxetol va moilovv kdmolo poho otV avATTLEN TNG GELTEPOYEVODG
Tprroeuiog TV oeovalkav opydvav otnv adpevapyn. Ta erimeda g Avdootevediovn otov opd gpeavifovv
onuavTikn nuepnota drakdpoven mov egaptdtor amd g ékkpion g ACTH. H mopayoyn g Avdootevediovn
amd TIc mobnkeg dieyelpetol omd TV OYPVOTPOTO OPUOVY Kot To. eMimeda G AvdocTeveddvV GTov 0pd
notkidovv avaroya pe tov uunvo kokio (3). H mapaymyni g Avdootevediovn and ta emve@pidio LeIOVETOL
Babuaio 660 mepvovv ta ypdvie TO60 OTOVG Avdpeg 000 Kol otg yvvaikes. Emmiéov, m mapayoyn g
Avdootevediovn and tig mobnkeg petdveton petd v eppnvomovot (3).

B. Klvikég gepappoyés

H pétpnon g Avdootevediovn mopéxet Eva ypriotpo deiktn g Procuvbeong avdpoydvov: AvEnuéva eminedo
Avd00TEVESOV £XOVV ELQOAVIOTEL GE OPPEVOTOMTIKY GLYYEV VIEPTANGIO TOV EMVEPPLIiV. AKOUT, N LETPNON
TV emmédmv TG AvO0ooTevedidvr £xel TAEOVEKTNHATH £VOVTIL TNG UETPNONG TOV €mmédmv ¢ 17-vdpo&y-
TPOYESTEPOVIG Yo TNV TtopakorovBnon g Bepaneiog avtg TG KOTASTUONG, T.)Y. AYOTEPO £VIOVN MUEPNOLL
Stokdpoven Kot pKpoTeEPN KOTOoTOA HETd amd ovvtoun €kbeon oe yAvkokoptikoewdn (4). To emimeda g
Avdootevediovn av&hvovtor emicng ©6TO0 GUVOPOLO TOV TOAVKLOTIKOV wofnkdv, otnv vrepdnikmon tov
OTPOUATIKOV KVTTAP®V TV 00ONKdV, otnv averdpketo g 3B-vdpo&uotepoetdikng debdpoyovaong Kot oe dAleg
artieg daovtpryopod otig yovaikeg (3,6 & 7). EE opiopov, ta enineda g Aviootevediovn gival pUGLOAOYIKG GTOV
Wonodn dacvtpryopd. Avénpévoe emineda tng AvSooTeEVESOVI] GTOV 0pO EVIEYETOL VO ELOAVIOTOVV ETIONG GE
TEPIMTMOOT OPPEVOTOMTIKOV OYK®V TV modnkdv (3). e o tpoontikn pedétn, mov nepeddpfave dveo tov 1000
avopav, katadeiydnke o e&aptopevn and ™ d00N GYECT OVALESH OTIV OVOPOGTEVESIOVT Kol GE KiVOUVo yia
Kapkivo Tov wpootdm (5). o v emPePaiowon avtodv Tav evpnudtev Oa aroaitndovv Kt GAAeg peAétec.



IV.  BAXIKEX APXEX THX MEOOAOY

Mia otafepy mosoTnTo. AvS0ooTevediovn onpacuévig pe 21 aviayovieto pe ™m
Aékta 4 mov Oo petpnBei, n omoia vdpyeL oto detypa N oto Pobuovountr, yio
otafepn mocOTO BECEMV OVTICOUAT®V TOL Eivol OKIVITOTOUUEVE GTO
tolyopo gvog cwAnvapiov moAvotvpeviov. Metd and endacn 1 ®pag oe
avadevtipa o Beppokpacio dopatiov (18-25°C), n avtidpaon aviaywmviopoh
teppatiCetar pe éva Pripo avappoenong. Ta coinviplo katdmy TAévovtat pe 2
ml dtodvpatog TAvoNG pyaciog Kot avappopovvtat. Tlapiotdvetor ypoapikd po
KopumoAn  Pobpovounong Kot mpoodopiloviol Ot GUYKEVIPMOES NG
AV300TEVEIIOVI TOV JEIYUATOV UE OVAYWYT] CUYKEVIPOGE®Y OO TNV KOUTOAN
Babuovounong.

V. ITAPEXOMENA ANTIAPAXTHPIA

Avtidpactipra Kt 96 Xpopa- AvacioToo)
TPOGII0PL- TIKOG
opAOvV KodKdg
ZOAMVAPLOL ETCTPOUEV 2x48 kitpvo | "Etowpo yia xprion
U ue avti-AveooTtevediovn
125 1 graridio kokkwo | ‘Etowpo yio xprion
Ag I
26 ml
111 kBq
IXNHOETHX:  Avdoctevediovn
onuacpévn pe 1 (kornyopiog
HPLC) c¢ puboticd Sidhopa pe
Boeta kaleivn ko alidro (<0,1%)
CAL n 1 graridio kitpvo MpocOdicte 0,5 ml
Avoptiomot- OMEGTOAYUEVOD VEPOD
Mndevikog  Babpovountig o€ Nuévo
avBpdmivo opd kot BupdAn Kot
CAL “ 5 ploAidio kitpwvo | IIpocOéote 0,5 ml
Avogtlomot- ATEGTAYUEVOV VEPOD
Babpovountég - N =1 éwg 5 Nuévo
(dsite Tig axpifeic Tpég mAVO
OTIG ETIKETEG TOV PraMdiov) ot
avOpdmivo opd kot Oupdin
1 proido KOpé Apurderte 70 X pe
| WASH ‘ SOLN | CONC ‘ 10 ml AMECTAYIEVO VEPO
(xpnopomoniote
Awihopa mivong (TRIS-HCI) HOyVNTIKO avadeLTpaL).
2 ploAidio aonui IpocOécte 0,5 ml
| CONTROL | N | Avo@ptromot- OMEGTAYUEVOD VEPOD
nuévo
Opoi eréyyov-N=112
oe avOpdmvo TAacpa Kot Bupoin
(dsite Tig axpifeic Tpég mAVO
OTIG ETIKETES TOV QLIMDiV)

Inpeioon: Xpnoonoteite 1o undevikod Pabpovount yio opoLdoes opmy.

V1.  ANAAQXIMA I10Y AEN IIAPEXONTAI

To axorovda VAKE amotovvTal GAAG eV TapEYOVTOL GTO KIT:

Ameotaypévo vepd

IMméteg yo dovopr: 50 pl kor 500 pl (cvvietdror m yprion mmetdv
axpiPeiog pe avoddGLo TAACTIKA pOYYN)

Avapeiktg otpopiiiopon

Mayvntikdg avadevtipog

Avadevtipag coinvopiov (400 rpm)

Avtopotn ovpryyo tov 5 ml (tomov Cornwall) yo mhdon

ZHoTpa ovappoenong (TPoatpeTiKd)

Mmopet va ypnoponombei omolocdNmoTe PETPNTAG Y OKTWOPOAlOG pe
Suvardmro pétpnong e 21 (edéyiom amddoon 70%).

[\

O N OAW

VIl. HAPAYXKEYH ANTIAPAXTHPIOY

A.  BoaBpovopntéc: Avocvotiote Toug Babpovountés pe 0,5 ml orectaypévon
VEPOL.

B. Opoi &réyyov: Avoovotiiore Tovg opovs ehéyyov pe 0,5 ml
ATESTUYPEVOV VEPOV.

I'. Awhlope mivong epyasiog: Ilpoctowdote emapkn Oyko StoldUOTOG
mAong epyaciog pe mpooshnkn 69 dykwv anectaypévov vepod oe 1 dyko
SraAvpatog Tvong (70x). XpnoOmTomoTe HayVNTIKO aVOSEVTIPA Y10 TNV

VIIL.

X.

A.

= o

opoyevomoinon. Amoppiyte to un ypnopomomuévo ddivpa mAHoNg
epyaciog oTo TEAOG TG NUEPAS.

DPYAAZEH KAI HUEPOMHNIA AHEHY TQN ANTIAPAXTHPIQN

Tpwv and 10 dvorypa | ™V ovacHotact, Ol To GLOTUTIKG TOL KIT
nopapévouv otabepd £mg TV Muepounvia ANENG, 1 omoio ovaypapeTaL
oTNV £TIKETA, EPOGOV dloTnpovvtatl o€ Beppokpacio 2 £wg 8° C.

Metd v avacdotacn, ot opoi gléyyov mopapévovv otabepoi emi 7
nuépeg otovg 2-8° C.

T peyoddtepeg mepddovg @LAENG, Oo mpémer va dnpovpynBovv
KAGopata/dooelg g xpiions Kot va dwatnpnbovv og Beppokpacio —20°
C eni 3 punveg 1o péyloto. Amo@evyete Tovg emakOAovfoug KHKAoLG
KaTAWYLENG-amoyuENe.

Dpéoko, TOPAcKELOSUEVO ddivpo TAVoNG epyaciog Oo mpémer va
xpnoponoteital v idio nuépa.

Metd v mpdT™ Y¥pNon Tov, 0 Yvnbitng mapoapével otabepds Ewg TNV
nuepopnvio. ANENG, €pOGOV daTnpeitol 6T0 APYIKO, EPUNTIKE KAEGTO
puoAidio og Beppokpacio 2 £mog 8° C.

Toydv PeETOPOAEG TNG PUOIKNG ELPAVIONG TOV AVTIOPOOTNPI®V TOL KIT
gvdgyetan va vTodnAdvouy actddela 1| addoimon.

2YAAOrH KAI IIPOETOIMAXIA AEITMATQN

Ta detypoato opod 1| TAACHOTOG TPETEL VO VAGGCOVTOL GE BEpoKpaGio

2-8°C.

Eav n e&étaon dev mpaypatonomBei evidg 24 mpdv, cuvietdror 1 @OAAEN

otoug -20° C.

Amo@elyete TOVG EToKOLOVOOVS KOKAOVG KATAWVLENG-ATOYVENG.

O 0pdg M T0 TAGG A TOPEYOVY TOPOHOLN UTOTELEGHATOL.
Y (Hr. mhéopa) = 0,94 x (opdc) + 0,02 r=0,98
Y (mhaopa pe EDTA) = 1,01 x (opdg) — 0,03r = 0,95

n=17
n=17

AIAAIKAXIA

INRELDGELS GYETIKA IE TO YEIPIGNG
Mn ¥pNOYLOTOLEITE TO KIT 1) TOL GUOTOTIKA HETA TNV Nepounvia ARENG.
Mnyv avoperyvoeTe VKA omd S10popeTIKES TOPTIOES KIT.
Dépete 0o To. avidpaoctipie o Ogppokpacio dwpatiov (18-25°C) mpwv
amo ™ xpNHon.
Avapeiéte kohd Olo to avidpoaotiplo Kot To Oglypote He  omoin
avakivnon 1 avadevon.
Xpnowonoteite £va kaBopd avoAOOLO PYYYOG TIMETAS YioL TNV TPOSHKN
KGOe  O0POPETIKOD  AVTIOPACTNPIOL KOl OELYUOTOS TPOKEWEVOL VoL
amo@byete v empodivvon. H akpifelo Pedtidvetor pe yprion mumetodv
VYNNG aKkpiPelag 1) CVTORATOTOMUEVOL EEOTAIGHOD SIUVOUNG HE TUTETES.
Trnpeite TOVG YPOVOLS ETMDUONG.
ITpoetoydote pioe KopmoAn Pabpovounons ywr kdbe ovdivon kot pn
xpnoponoteite dedopéva amd TponyodUevES AVOAVGELS.

Kabe comvag pmopei va ypnoyionomBet povo pia opd.

Awdwcacio
INpaveTe EMOTPOUEVE COANVAPLL E1G SITAOVV Yo kéOe Babpovounty, opd
eléyyov ko Sefypo. I Tov TPoGSLoPIoUd TV HETPGEMY TOV 1vnoét 1201
("total"), onudvete 2 KOWaE (Un EMOTPOUEVE) COANVAPLOL.
Avapeiéte yioo AMyo (pe avopeiktn otpofilicpov tHmov vortex) opovg
eréyyov Kar delypota kou dwaveipete 25 pl and €xaoto oe avrictoryo
COANVAPLO.
Awveipete 250 pl AvSootevediovn onuacpévng pe 1 og kébe swAnvapro,
couTeEPILAUPAVOVTOG TO UT EMIGTPOUEVO. GCOANVAPLOL TOV OQOPOVV TIG
peTpioelg tov yvndém 21 (“total™) .
Avakivnote omodd pe to xépt ™ Pdon ompEng TV coinvapiov yu vo
amelevfepdoETE TVYOV TAYLOEVUEVEG PUGOAIOES OEPQL.
Enodote yio 1 dpa oe Oeppokpacio dopoatiov (18-25°C) pe ovveyn
avadevon.
Avappopnote (1] petoyyiote) to mepleydpevo kabe ocwAnvopiov (pe
gkaipeon ekeiva mov agopovy Tic petpricelg Tov yvndétn I ["total"]).
BePawwbeite 611 T0 TAAGTIKO pUYXOG TOV avappoenTh eBAvEL GTOV TLOUEVE
TOV EMOTPOUEVOV CAOANVAPIOV TPOKEWEVOL Vo aparpedel OAN M mocdHTTAL
TOV VYPOV.
[MAovete to coAnvapia pe 2 ml Stoddpatog Thoong epyasiag (pe eéaipeon
ekefva oL agopovv TG upetpioelg tov yvnditn 1 [“total"]) woi
avoppopnote (| petayyiote). ATOPUYETE TO GYNUATICUO oppod KaTd TN
Sdpketa G TposHNnKng Tov doddpotog mAdong epyociac.
Agnote T coAnvaplo va otabovv oe Opbua Béon yu Vo Aemtd Kon
avoPPOPNoTE TN oTAYGVE VYPOV OV OTOUEVEL
Metpriote Ta coAnvaplo o petpnt ¥ oktivoforiog yia 60 dgvteporenta.



XI.

N

XIL

YIIOAOT'IEMOZX TN AIIOTEAEXMATQN

Ymoloyiote T péon T TOV SITAGOV TPOGIOPIGUMYV.

Ymoloyiote T SeCUEVUEVT] PASLEVEPYELD OG TOGOGTO TNG OEGUEVONG TTOV
npocdopiletar oo onueio undevikov Pabuovounth (0) coupmva pe tov
axoAiovbo Tomo:

Kpovoeig(BBabpovoyeng 1y deiypua)
Kpodoeig(MMndevikBadpovountc)

B/BO(%) = x100

Mapaoctiote ypopucd Tig Tipés (B/B0(%)) yo kdbe onueio Pabpovounth
™G GLVAPTNON TNG CLYKEVIPWONG TG Avdootevediovn yu kabe onpeio
Bobpovount. Amoppiyte TIG ELEAVEIG 1T ATOSEKTES TUYLEG.

To mv xatookevn ™G KopmoAng Pabuovounong eivar dvvatd va
ypnoiponombodv emiong puébodot pe ™ Pondeia nrekTpovikod VIOAOYIGT.
Eav ypnowomoteitor ovtopatn enelepyacio omoTeAeGUATOV, GUVIGTATOL
TPOGUPUOYN KOUTOANG AOYIGTIKNG GUVAPTNONG 4 TPOUETPOV.

Me avayoyn tov tipdv tev dsrypdtov (B/BO (%)), npocdopicte Tig
OGLYKEVTIPOGES AVI0GTEVEIIOV TOV  OElyHdTOV 0md TNV KOUTOAN
Bobpovounong.

T k@Oe TPosdlopioUd, TPEMEL VO EAEYYETOL TO TOGOGTO TOV GLVOALKOD
yvnBém mov decpedeTan €V T AmOLGIA U GNUOCUEVNG AVEOGTEVEIIOVN
(BO/T).

TYIIIKA AEAOMENA

Ta akdrovBa dedopéva TPoopilovial HOVO MG TAPASELYIO. KoL JEV TPEMEL VO
¥PNOOTO0VVTOL TOTE vl TG KopmtoAng Pabpovounong mpaypotikod xpdvov.

Mn aviyy: un aviyvedoyLo

r. Axpipera

DELTA 4-RIA-CT cpm B/Bo (%)
Kpovoetg tov yvndém 1291 (“total™) 48670
Babpovountig 0,0 ng/ml 14867 100.0
0,1 ng/ml 13196 88’8
0,4 ng/ml 9450 63’6
1,0 ng/ml 5910 39'8
4,0 ng/ml 2746 18’5
11,0 ng/ml 987 6'6
X1, AIIOAOXH KAI IIEPIOPIXMOI
A ‘Opro aviyvevong
Metpribnkav eikoot undevikol Babpovountés pali pe €va obvoro GAhmv
Babpovountav.

To Opo aviyvevong, opllOHevOo ®C M QOIVOUEVIKY) CLYKEVIP®GN dVO
TUTIKOV  OMOKAICEOV KAT® omd TG WHECEG UETPNOES O UNOEVIKN

AKPIBEIA I'TA TON IAIO AKPIBEIA METAEY
MMPOXAIOPIEMO ATAO®OPETIKQN TTPOZAIOPIEMON
Opog N <X>=+T.A. XA Opég N <X>=+T.A. Z.A.
(ng/ml) (%) (ng/ml) (%)
A 10 | 0,36+0,02 45 A 10 0,42 £0,04 9,0
B 10 6,04 £0,19 32 B 10 1,90+ 0,11 59
T.A.: Toruc amoxkAion, X.A.: ZuviedeoTig SLoKOOVONG
A. OpBétnTa
AOKIMAZIA APAIQYHE
Agiypa Apaioon OzopnTiki MetpnOsica
OVYKEVTPOON OVYKEVTPOON
(ng/ml) (ng/ml)
Opdc 1 n - 4,64
1/2 2,32 2,01
1/4 1,16 0,97
1/8 0,58 0,55
1/16 0,29 0,30
1/32 0,14 0,20
Opog 2
pos n - 8,94
1/2 4,47 3,89
1/4 2,24 2,05
1/8 1,12 0,98
1/16 0,56 0,49
1/32 0,28 0,27
1/64 0,14 0,18
1/128 0,07 0,09
Ta detypora apoimbniav pe pndevikd Badpovount.
AOKIMAZXIA ANAKTHXEHX
Agiypa Mpootedsica AvaxtnOgica AvoxtnOgica
AvdooTevediovn AvdooTevedrovn (%)
(ng/ml) (ng/ml)
Opdg 8,0 7,7 96
4,0 4,0 100
2,0 19 95
1,0 1,0 100
0,5 04 80

déopevon, fizav 0,03 ng/ml.

B. Ewwomra

To m0c00Td SUCTAVPOVLEVNG OVTIOPACTG, TOV VIOAOYILETAL LE GUYKPLOT NG

GLYKEVTPOGTS TOV amodidet avacstorr] 50%, eivor avtiotoyya:

Amd 6c0 eivar Svvatd vo yvopilovpe, dev vmhpyer Sebvég vAKO
AVOQOPAS YLOL TV TAPAUETPO OVTY.

"Evoon AweTavpovpevn avridpaon
(%)
Avdopeotepdvn 0,0566
Koptiloin 0,0148
Koptikootepdvn 0,0047
Koptilovn 0,0099
DHEA 0,0155
DHEA-SO4 0,0009
21-3e0&ukopTiCovn 0,0006
17B-ootpadioan Mn aviyy.
Ootploin Mn aviygy.
Ototpovn 0,0270
A1T10}0A0VOAOVY 0,0422
170-v3po&umpeyvevorovn Mn aviyy.
170-vdpoumpoyectepdvn 0,0840
Iooavdpootepdvn 0,0112
TIpeyvevordvn Mn avigy.
TIpoyeotepovn 0,0168
SmpPovoOrAKTOVY 0,0006
5a-3wdpotecTocTepOVN 0,0105
TectooTEpdVY 0,2406
Inpeioon: 210V Tivoka auTd ToPOVGLALETaL 1) SIGTOVPOVUEVT

AVTIOPACTIKOTNTO Vit TV aVTLI-AVS0GTEVEIIOV.

E. Meocoddotnpo petald g dwavopng televtaiov Padpovopnti ko
deiypartog
Onwg @oivetal oTn CLVEXEW, TO OTOTEAECLOTO TOV TPOGIOPLGHOD
Topapévouy a&lomioto akopa kot 0tav Stavépetar £va deiypo 24 Aemtd
HETA TNV TTPOGONKN TOL PaOHOVOUNTH 0T EMGTPOUEVA COANVAPLOL.
MEZOAIAXTHMA
Opog 0 12 24"
(ng/ml)
0,49 0,55
1,96 2,13
0,45 0,45
1,69 2,08
XIV. EXQTEPIKOX IIOIOTIKOX EAETX0X

Edv to amotedéopora mov Aappdavovtat yio tov opd gdéyyov 1 f/kor tov
opd gréyyov 2 d¢ Ppilokoviar evtdg Tov mediov Tpdv mov Kabopileton
oV €TKETOL TOL QuAdiov, o amoteléopota dgv givar Suvatd va
xpnoponomBovyv, ektodg edv £xet 60bel ucavomomtikn e&qynon y TV
ACVLUP®VIOL.



- Edv eivar emBounto, kdbe epyastiplo pmopel vo dnpovpyncet ta S1Kd Tov
pelypato detypdrov ehéyxov (pools), ta omoia mpémet vo StoTnpovvtol
KOTEYUYHEVE GE KAAGHATO/SOGES g YP1oNG.

- To kpreipLo. amodoxNg Yo T doeopd HETAED TOV SITADY OTOTELEGUATOV

tov derypdtov o mpémel va Pacifovioar oe 0pbig epyaoTnplokég
TPOUKTIKEG.

XV. TIMEX ANA®OPAX

Ot Tipég avtég mapéyovtotl povov og odnyos. Kabe epyactipro Oo mpémet
VoL KaOEPOOEL TO O1KO TOV TTEGIO PUGIOAOYIKMV TIUMV.

Atopa N Méon Tun Tedio

ng/ml TIHOV
TTAIAIA 25 04 0,1-09
ANAPEZ 64 2,0 05-48
T'YNAIKEX: 250 2,1 05-47
Qobvlakn edon 45 1,9 0,9-3,0
Avdtoto eninedo woBvAakikhg paong 14 2,9 19-47
Qypwikhy pdion 27 2,0 1,1-42
Z0VOPOUO TOAVKVGTIKOV modnKdv 25 3Y6 2’2 _ 6Y5
MeTepnvomoncloKég 45 1:7 013 _ 3:7

(*) To medio Tipudv ekppaleton mg T0c0oTd eni To1g ekatod 2,5 % kat 97,5 %.

XVI. IIPODPYAAZEIX KAI IIPOEIAOIIOIHXEIY

Acpaleiag

Moévo yia SrayveoTtik xprion in vitro.

To kit avtd meptéyet 1o 12° | (Xpovog nuilong: 60 nuépeg), wia padtevepyn ovoia
n omoia ekmépmet viCovoa axtivoPorio X (28 keV) kar y (35.5 keV).

Avtd 10 padievepyd mpoidv givarl duvard va petaepbel Kot va ypnoyomonOst
poévo amd egovorodotpéva dropa. H ayopd, @OAan, ypnon kot avtoAioyn
padIEVEPYDV TPOIOVI®V VROKEWTOL OTr vopobesio g ydpag Tov TEAKOV
xpnot. Ze kapio mepintoon dev Tpémet va xopnyeital To Tpoidv oe avhpamovg 1
{oa.

‘Ohog 0 yepopdg tov poadlevepyod VAKOV Oa mpémer vo ekteleiton oF
KoOOPIGUEVO YDPO, HOKPLL OO YDPOVG TOKTIKNG SEAEVOTC. XTO €PYACTHPLO
mpémet va SroTnpeitol NUEPOAIYLO Yo TV Topaiafr| Kot T @OAaEn padievepydv
viwcov. E&omMiopdg kot yvdive okedn Tov epyactnpiov, to omoia Oo
HUTopovGaV Vo LOAVVOOUV e padilevepyEg ovaies, Oa Tpémel vo pUAAGGOVTOL GE
Eeywptotd YOPO Yo TV TPOANYN ETWOAVVOTG TV SLOPOPOV POSIOTIGOTOTMV.
Toyov doppoés padievepydv vypav mpénet va kabapilovior opuécmg cOUPMVO pe
116 Swdkacies acpdielng and podievépyeta. Ta padievepyd andfinto mpénet va
ATOPPITTOVTOL GOUPMVE [LE TOVG TOTIKOVG KOVOVIGHOVG Kol TIS KOTELOLVTPLEG
odnyieg Tov apydv mov &ovv dwkarodooio oto gpyaotipo. H mpnon tov
BootK®OV KOvOVOV 0GQAAELNG OO PASIEVEPYELD TAPEYEL EXOPKT TPOGTAGIOL.

Ta ocvotatikd avOpdTvoL aipotog Tov TEPILAUPAVOVTAL GTO KIT 0VTO EYOoVV
eheyyOel pe pebodovg eykekpyéveg oty Evpdmn /xow and tov FDA kar €xet
Somotodel ot givar apvnikd g mpog v mopovsia HbsAg, avti-HCV, avti-
HIV-1 xor 2. Kopio yvoot) pébodog dev eivor dvvatd va moapéxer mAnpn
Sraopdlion 6Tt Tapdymya Tov avOpOTIVOV aiotog de Ba PeTaddGoVY NroTiTdN,
AIDS 1 dAreg AowdEels. Emopévag, o xeplopdg avtidpactpiov, derypdtov
0pov N TAdcpatog Ba Tpémel va yivetal COUPMOVO PE TIG TOTIKESG StadIkacies mepi
ACQAAELOG.

Oho to Loucd mpoidvta kot mapdymyo £xovv cudlexdel and vym Coa. Ta Pocia
GLOTATIKG TPOEPYOVTAL OO YDPeg Omov dev £xel avapepbel BSE. Tlap' OA' avtd,
ovotoTikd Tov mepEyovy (mwég ovoieg Oa mpémer vo avtipetoniloviol g
SUVNTIKOG LOAVGUOTIKA.

ATopelyete  OMOWMONTOTE €M TOV  OEPUOTOC  WUE  OVTIOPACTIPLOL
(ypnowomoteitar alido tov vatpiov g cuvnpntikd). To alido oo kit oWTd
evdéyetal va avtidpacel pe HOAPSo Kot YoAKO TV VIPUVAKOV COANVAOCEDV
KoL VoL GYNUOTIoEL e ToV TpOTo avTd Wiaitepa ekpnktikd alidio petdiiov. Kotd
™ Sdpkel oL PrpOTOog TAVONG, EKTAVVETE TNV OMOYETEVLOT HE HEYAAn
TOGOTNTA VEPOV, Y10 TV TPOANYN TVYOV GLGGHPEVOTS al1diov.

Mnv kanvilete, unv mivete, PNy TPMOTE KO UM YPNCLUOTOLEITE KOAADVTIIKG GTO
ydpo epyacioc. Mnv Swavélete [e TTETO YPNOLLOTOIDVTOG TO OTOUO GOG.
XpNoYonoteite TPOGTATEVTIKO POVYIGHO KOL YAVTLOL LIS YPNONG.

T meprocdtepeg mAnpogopies, avatpééte oto PVALO dedopévav acpoleiog
vAwov (MSDS)
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XVI. IEPIAH¥YH TOY IIPQTOKOAAOY

KPOYZEIX BAGMONO- AEITMA
"TOTAL" MHTEZX (TA) OPOI
pl EAETXOY
nl pl
Bafpovountés (0 émg 5) - 25 -
Agiypato, opoi eLéyyov - - 25
IyvnBéng 250 250 250
Endaon 1 dpa og Beppokpacia dopatiov (18-25°C) pe cvvexn
avadevon
Ao opiopog - Avoppéonomn (| petdyyion)
Awihopo TAvong 2,0ml
epyosiag Avappoenon (1 petdyyion)
Ao opiopog
Métpnon Métpnon coinvopiov eni 60 devtepdrenta

H vanpecia opyavev g Diasource empefardvel 611 10 KiT givan £ykvpo yio
xpion otnv mhotéppa Stratec Riamat 300. Eav ypewdlecte emmhfov
minpogopiss, emkowoviiote pe to |\VDInstrumentation@diasource.be
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Przed zastosowaniem nalezy przeczytaé caly protokél.

ANDROSTENEDIONE-RIA-CT

PRZEZNACZENIE

Oznaczenie radioimmunoenzymatyczne do iloSciowego pomiaru poziomu 4-androsteno-3,17-dionu
(androstenodionu) w ludzkiej surowicy i osoczu, metoda in vitro.

INFORMACJE OGOLNE
Nazwa firmowa: DIAsource Androstenedione-RIA-CT
Numer katalogowy: KIP0451 : 96 oznaczen

Wyprodukowano przez: DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue du Bosquet, 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgia.

Dzial pomocy technicznej oraz informacje dotyczace zamodwien:
Tel.: +32 (0)10 84.99.11 Fax: +32 (0)10 84.99.91

INFORMACJE KLINICZNE

Aktywno$¢ biologiczna

4-androsteno-3,17-dion (androstenodion) jest dziewigtnastoweglowym sterydem. Jest wytwarzany w nadnerczach i gonadach.
Androstenodion jest bezposrednim prekursorem testosteronu i estrogenu, ktore moga by¢ przeksztalcane do estradiolu. Z
uwagi na obecno$¢ tlenu w pozycji 17. (bardziej, niz ze wzgledu na obecnos¢ grupy hydroksylowej), androstenodion
przejawia wzglednie staba aktywno$¢ androgenna, szacowana na okolo < 20% testosteronu. Chociaz androstenodion jest
stabym androgenem, zaréwno w stanach prawidtowych, jak i chorobowych, poziomy hormonu w surowicy moga przekraczaé¢
poziom testosteronu. U kobiet, wydzielanie i produkcja androstenodionu jest wigksza niz testosteronu, ponadto zachodzi
dodatkowa, pozanadnerczowa konwersja androstenodionu do testosteronu. Oprocz tego, powinowactwo biatka wiazacego
hormony plciowe (sex hormone-binding globulin) do androstenodionu, jest znacznie mniejsze, niz dla testosteronu badz
estradiolu (1-3).

Fizjologiczna rola androstenodionu nie zostala w pelni okreslona. Poziomy androstenodionu sg wysokie w surowicy ptodow i
noworodkow, zmniejszaja si¢ w dziecinstwie a wzrastaja w okresie dojrzewania. U zdrowych mezczyzn w okresie
dojrzewania i dorostych, androstenodion jest wytwarzany glownie w jadrach albo bezposrednio, albo w wyniku konwersji
testosteronu, podczas gdy u zdrowych, dorostych kobiet androstenodion jest produkowany glownie w nadnerczach i w jajniku.
Podwyzszone poziomy androstenodionu mogg mie¢ wplyw na rozwdj drugorzedowego owlosienia piciowego w trakcie
dojrzewania. Poziomy androstenodionu w surowicy przejawiaja znaczaca zmienno$¢, w zalezno$ci od wydzielania ACTH.
Hormon luteinizujacy stymuluje produkcj¢ androstenodionu w jajnikach, dlatego poziomy androstenodionu w surowicy
zmieniaja si¢ w czasie cyklu miesiagczkowego. Zaréwno u kobiet, jak i u me¢zczyzn, wytwarzanie androstenodionu w
nadnerczach stopniowo zmniejsza si¢ z wiekiem. Ponadto, wytwarzanie androstenodionu w jajnikach maleje po menopauzie

@3).

Zastosowania kliniczne

Pomiar poziomu androstenodionu jest przydatny w ocenie syntezy biologicznej androgendéw. Podwyzszone poziomy
androstenodionu obserwowano we wrodzonej, wirylizujacej hiperplazji nadnerczy. Ze wzgledu na mniej zaznaczona
zmienno$¢ dobowg i mniejsza supresje po krotkiej ekspozycji na glikokortykosterydy, w leczeniu tego zespotu pomiary
pozioméw androstenodionu mogg by¢ bardziej przydatne, niz pomiary pozioméw 17-hydroksy-progesteronu. Poziomy
androstenodionu w surowicy sa rowniez zwigkszone w zespole policystycznych jajnikow, nadmiernej aktywnosci tkanki
otoczkowej zrgbu jajnikow, niedoboru dehydrogenazy 3b-hydroksysterydowej i innych stanach bedacych przyczyna
hirsutyzmu u kobiet. Zgodnie z definicjg, poziomy androstenodionu sg prawidlowe w hirsutyzmie idiopatycznym.
Podwyzszone poziomy androstenodionu w surowicy moga rowniez wystgpowa¢ w guzach wirylizujacych nadnerczy i
jajnikow (3). W prospektywnym badaniu 1000 mezczyzn przedstawiono zalezno$¢ od dawki androstenodionu, w odniesieniu
do ryzyka raka gruczotu krokowego. Aby potwierdzi¢ te doniesienia, konieczne bgdzie przeprowadzenie dalszych badan.



IV.  ZAGADNIENIA DOTYCZACE METODY

W celu pomiaru substancji obecnej w probce lub w kalibratorze, odpowiednia
ilo§¢ czasteczek androstenodionu oznakowanych 1 wspétzawodniczy z
androstenodionem o okre$long ilo$¢ miejsc na przeciwciatach unieruchomionych
na S$ciance probowki polistyrenowej. Ze wzglgdu na wysoka swoisto$¢
oplaszczonych przeciwcial nie jest wymagane zastosowanie ani ekstrakcji, ani
chromatografii. Po jednogodzinnej inkubacji w temperaturze pokojowej (18-
25°C) w wytrzasarce, wykonanie aspiracji przerywa reakcje kompetycyjna.
Nastegpnie proboéwki sa plukane przy pomocy 2 ml roztworu pluczacego i
aspirowane. Wykre$lana jest krzywa kalibracyjna a stezenia androstenodionu w
probkach sa okreslane na podstawie natozenia dawki na krzywa kalibracyjna.

V. ODCZYNNIKI DOSTARCZONE

Odczynniki Zestaw 96 Kolor Rekonstytucja
oznaczen
2x48 z0tty Gotowe do zastosowania.

H Probowki optaszczone
anty-androstenedionu

Ag 125) 1 fiolka czerwony | Gotowy do zastosowania.
26 ml
111 kBq

ZNACZNIK IZOTOPOWY:

Androstenodion oznakowany
jodem'?s  (poziom HPLC) w
buforze zawierajacym kazeing
bydlgca i azydek (<0,1%).

CAL n 1 fiolka s6lty | Dodaé 0,5 mlwody
material destylowanej
Kalibrator zerowy na bazie | liofilizowan
surowicy ludzkiej z zawarto$cia y
tymolu.
CAL “ 5 fiolek Z0lty Doda¢ 0,5 ml wody
material destylowanej
Kalibratory - N =o0d 1 do 5 liofilizowan
(dokladne wartoS$ci na y

etykietach fiolek) na bazie osocze
ludzkiej z zawarto$cig tymolu.

‘ WASH

SOLN I CONC ‘ 1 fiolka brazowy | Rozcienczyé 70x woda
10 ml destylowana (wykorzystac¢
mieszadto magnetyczne).

Roztwor ptuczacy (TRIS HCI)

2 fiolki srebrny | Doda¢ 0,5 ml wody
| CONTROL | N | materiat destylowanej
liofilizowan
Kontrole - N = od 1 do 2 y

na bazie surowicy ludzkiej z
zawartos$cig tymolu.

(dokladne wartos$ci na
etykietach fiolek)

Uwaga: Do rozcienczen probek nalezy stosowac kalibrator zerowy.

VI. MATERIALY WYMAGANE, ALE NIEDOSTARCZONE

Ponizsze materialy s3 wymagane, ale nie s dostarczone w zestawie:

1. Woda destylowana

2. Pipety do dozowania: 25 pl, 250 pl, 500 pl i 2 ml (zaleca si¢ korzystanie z
doktadnych pipet z jednorazowymi koncoéwkami plastikowymi)

Mieszadto wirowe

Mieszadto magnetyczne

Wytrzasarka probowek (400 obr/min)

Strzykawka automatyczna o objetosci 5 ml (rodzaj Cornwall) do ptukania
Uktad do aspiracji (opcjonalnie)

Moze by¢ wykorzystywany jakikolwiek licznik gamma odpowiedni do
pomiaru 21 (minimalny uzysk 70%)

® N OAW

VIl. PRZYGOTOWANIE ODCZYNNIKOW

A Kalibratory: Rekonstytuowaé¢ kalibrator zerowy przy pomocy 0,5 ml
wody destylowanej a inne kalibratory przy pomocy 0,5 ml wody
destylowane;j.

B. Kontrole: Kontrole nalezy rekonstytuowaé przy pomocy 0,5 ml wody
destylowanej.

VIII.

=

Roboczy roztwér pluczacy: Wiasciwa objetos¢ roboczego roztworu
pluczacego nalezy przygotowaé, dodajac 69 objetosci wody destylowanej
do 1 objetosci roztworu pluczacego (70x). Do homogenizacji nalezy
wykorzysta¢ mieszadlo magnetyczne. Niewykorzystany roboczy roztwor
pluczacy nalezy wyla¢ pod koniec dnia.

PRZECHOWYWANIE I DATA WAZNOSCI ODCZYNNIKOW

Przed otwarciem lub rekonstytucja wszystkie sktadniki zestawu zachowuja
trwato§¢ do daty waznos$ci przedstawionej na etykiecie, jezeli sa
przechowywane w temperaturze od 2 do 8°C.

Po rekonstytucji, kalibratory i kontrole zachowujg trwalo$¢ przez 1
tydzien, pod warunkiem przechowywania w temperaturze od 2 do 8°C. W
razie konieczno$ci przechowywania przez dluzszy okres czasu, nalezy
przygotowac¢ niewielkie objgtosci kontroli, co pozwala przechowywac je w
temperaturze -20 °C przez 3 miesigce. Unika¢ powtarzanych cykli
zamrazania-odmrazania.

Swiezo przygotowany roboczy roztwér pluczacy powinien byé
wykorzystany w tym samym dniu.

Po jego pierwszym zastosowaniu, znacznik izotopowy zachowuje trwato$¢
do podanej daty waznosci, jezeli jest przechowywany w oryginalnej,
dobrze zamknigtej fiolce w temperaturze od 2 do 8°C.

Zmiany w wygladzie fizycznym odczynnikow w zestawie moga
wskazywac na ich niestabilnos¢ lub zuzycie.

POBIERANIE | PRZYGOTOWANIE MATERIALU DO BADANIA

Prébki surowicy lub osocza musza by¢ przechowywane w temperaturze
2-8°C.

Jezeli oznaczenie nie jest wykonywane w ciagu 24 godzin, zaleca si¢
przechowywanie w matych obj¢tosciach w temperaturze -20°C.

Nalezy unika¢ powtarzanych cykli zamrazania-odmrazania.

Surowica i osocze prowadza do podobnych wynikow.

Y (osocze heparynizowane) = 0,94 x (surowica) + 0,02 r=0,98 n=17

Y (osocze z EDTA) = 1,01 x (surowica) — 0,03 r=0,95 n=17

PROCEDURA

Uwagi dotyczace obstugi

Nie wolno wykorzystywaé sktadnikow zestawu po uplywie podanej daty
waznosci.

Nie wolno miesza¢ materiatéw pochodzacych z réznych serii zestawow.
Przed wykorzystaniem wszystkie odczynniki powinny osiggnaé¢
temperature pokojowg (18-25°C).

Wszystkie odczynniki i probki nalezy dokladnie wymiesza¢ przez
delikatne potrzasanie lub obracanie.

Aby  uniknag¢  zanieczyszczenia  krzyzowego, do  dodawania
poszczegblnych odczynnikéw i probek nalezy wykorzystywaé czyste
koncowki jednorazowe pipet. Pipety wysokiej precyzji lub pipety
automatyczne poprawiaja precyzje wykonania oznaczenia.

Nalezy przestrzegac czasow inkubacji.

Nalezy przygotowa¢ krzywa kalibracyjng dla kazdego cyklu
pomiarowego; nie wolno wykorzystywa¢ danych z poprzednich oznaczen.
Kazda rura moze by¢ uzyta tylko raz.

Procedura

Dla kazdego kalibratora, probki i kontroli, nalezy oznaczy¢ optaszczone
probéwki w badaniach podwojnych. W celu okreslenia catkowitych
zliczen, nalezy oznaczy¢ 2 standardowe probowki.

Nalezy szybko wymiesza¢, wirujac: kalibratory, prébki i kontrole, i
dozowac po 25 ul kazdej substancji do odpowiednich proboéwek.

Do kazdej probowki, w tym do probowek nieoptaszczonych do
catkowitego zliczania, nalezy doda¢ po 250 pl androstenodionu
oznakowanego jodem125.

Nalezy delikatnie potrzasnaé statywem, w celu uwolnienia uwigzionych
pecherzykow powietrza.

Nalezy inkubowaé przez 1 godzing w temperaturze pokojowej (18-25°C)
ciggle wytrzasajac.

Nalezy aspirowaé (lub odla¢) zawarto$¢ kazdej probéwki (z wyjatkiem
probowek do catkowitego zliczania). Aby usunaé caly plyn, nalezy
upewni¢ si¢, ze plastykowa koncowka aspiratora osiagngla dno
optaszczonej probowki.

Przy pomocy 2 ml roboczego roztworu ptuczacego (z wyjatkiem probowek
do catkowitego zliczania), nalezy przeptuka¢ probowki i aspirowac
zawarto$¢ (lub odla¢ jg). W trakcie dodawania roboczego roztworu
pluczacego, nalezy unika¢ wytwarzania piany.

Probowki nalezy pozostawi¢ na dwie minuty w pozycji stojacej do gory i
aspirowa¢ pozostate krople ptynu.

Probowki nalezy zlicza¢ w liczniku gamma przez 60 sekund.



XI.  OBLICZANIE WYNIKOW

[

Nalezy obliczy¢ $rednig oznaczen podwojnych.

2. Nalezy obliczy¢ zwigzang radioaktywnosé, jako odsetek wigzania
okre$lonego w zerowym punkcie kalibracji (0), zgodnie z ponizszym
wzorem:

Liczba zliczen (dla kalibratora lub probki) <10

B/BO(%)=
(%) Liczbazliczen (dlakalibratora zerowego)

0

3. Nalezy wykresli¢ wartoéci (B/B0(%)) dla kazdego punktu kalibratora, jako
funkcje stezenia androstenodionu kazdego punktu kalibratora. Nalezy
odrzuci¢ oczywiste warto$ci graniczne.

4. Do opracowania krzywej kalibracyjnej moga by¢ wykorzystane réwniez
metody wspomagania komputerowego. Jezeli ma by¢ zastosowane
automatyczne przetwarzanie wynikéw, zaleca si¢ dopasowanie krzywej
logistycznej 4 parametroweyj.

5. Nakladajagc wartosci (B/BO (%)) probki, nalezy okresli¢ stgzenia
androstenodionu w prébkach z krzywej kalibracyjne;j.

6. Dla kazdego oznaczenia nalezy sprawdzi¢ odsetek catkowitego zwigzanego
znacznika izotopowego, przy braku nieoznakowanego androstenodionu
(BOIT).

XIl.  PRZYKEAD DANYCH TYPOWYCH

Ponizsze dane sa przedstawione wylacznie w celach przykltadowych i nie
powinny by¢ nigdy stosowane zamiast rzeczywistych krzywych kalibracyjnych.

androstenodionu.
n.w. : niewykrywalne

C. Precyzja
PRECYZJA W SERII PRECYZJA MIEDZY SERIAMI
Surowi N <X>+SD Ccv Surowi N <X>+SD cv
ca (ng/ml) (%) ca (ng/ml) (%)
A 10 0,36 £ 0,02 4,5 A 10 0,42 +£ 0,04 9,0
B 10 | 6,04£0,19 32 B 10 1,90+0,11 59

SD: Odchylenie standardowe; CV: Wspotczynnik zmiennosci

D. Dokladnosé

ANDROSTENEDION-RIA-CT cpm B/Bo (%)
Zliczanie catkowite 48670

Kalibrator 0,0 ng/ml 14867 100,0

0,1 ng/ml 13196 88,8

0,4 ng/ml 9450 63,6

1,0 ng/ml 5910 39,8

4,0 ng/ml 2746 18,5

11,0 ng/ml 987 6,6

BADANIE ROZCIENCZENIA
Probka Rozcienczenie Stez. teoretyczne Stez. zmierzone
(ng/ml) (ng/ml)
Surowica 1 ig : 4,64
U 2,32 2,01
18 1,16 0,97
116 0,58 0,55
1/32 0,29 0,30
0,14 0,20
Surowica 2 ig : 8,94
I 4,47 3,89
18 2,24 2,05
116 1,12 0,98
132 0,56 0,49
1/64 0,28 0,27
1128 0,14 0,18
0,07 0,09

XN, DZIALANIE I OGRANICZENIA

A. Granica wykrywania

Dwadziescia kalibratorow zerowych oznaczano wraz z zestawem innych
kalibratorow.

Granica wykrywania, zdefiniowana jako odmienne stg¢zenie dwoch odchylen
standardowych ponizej przecigtnej wartosci zliczania, przy wiazaniu zerowym,
ksztaltowata si¢ na poziomie 0,03 ng/ml.

B. Swoistos¢

Swoisto$¢ przeciwciata poliklonalnego, wykorzystywanego w tym oznaczeniu,
zostata oceniona za pomoca metody RIA jako stosunek iloéci androstenodionu,
ktora prowadzi do 50% zahamowania wigzania znakowanego androstenodionu,
do ilosci zwigzkéw (analogdéw) reagujacych krzyzowo, ktora daje taki sam
poziom zahamowania.

Probki zostaly rozcienczone przy pomocy kalibratora zerowego.

BADANIE ODZYSKU

Prébka dodano Odzyskany Odzysk
androstenodion androstenodion (%)
(ng/ml) (ng/ml)
Surowica 8,0 7,7 96
4,0 4,0 100
2,0 1,9 95
1,0 1,0 100
0,5 0,4 80

Wedlug naszej wiedzy, dla tego parametru nie ma zadnego
mi¢dzynarodowego materiatu referencyjnego.

E. Opoéznienie pomiedzy oznaczeniem ostatniego Kkalibratora i
dozowaniem prébki

Uwaga: W tej tabeli przedstawiono reaktywnos¢ krzyzowa dla anty

Jak wykazano, wyniki pomiaru pozostaja doktadne nawet wowczas, gdy od
Zwiazek Reaktywnosé krzyzowa momentu dodania kalibratora do optaszczonych probéwek minglty 24 minuty.
(%) OPOZNIENIE CZASOWE
Surowica 0 12" 24

Androsteron 0.0566 (ng/ml)
Kortyzol 010148
Kortykosteron 0' 0047
Kortyzon 0.0099 0,49 0,55
DHEA 0*0155 1,96 2,13
DHEA-SO4 0'0009 0,45 0,45
21-Deoksykortyzon 0.0006 1,69 2,08
17B—-Estradiol n'w
Estriol n.w'
Estron 0'02'70
Etiocholanolon 00422 XIV. WEWNETRZNA KONTROLA JAKOSCI
17a-hydroksypregnenolon nrw. ’
%Zoognh(}:,grs?:fgr? rogesteron 88?‘11(2) - Jezeli wyniki uzyskane dla kontroli 1 i 2 nie znajduja si¢ w zakresie
Pregnenolon nw okreslonym na etykiecie fiolki, wyniki nie moga zosta¢ wykorzystane,
Progesteron 0:0i68 dopdki nie uda si¢ znalez¢ whasciwego wyjasnienia tego odchylenia.
Spironolakton 0,0006 - Jezeli to konieczne, kazde laboratorium moze wykona¢ wiasne probki
5a-dihydrotestosteron 0,0105 zbiorcze w celach kontrolnych, ktore powinny by¢ zamrozone w matych
Testosteron 0,2406 objetosciach.



- Dopuszczalne kryteria, dotyczace roznicy pomig¢dzy wynikami oznaczen
podwdjnych prébek, powinny by¢ zgodne z zasadami prawidlowej pracy
w laboratorium.

XV. ZAKRESY REFERENCYJNE

Wartosci sa przedstawione wyltacznie w celach orientacyjnych, kazde
laboratorium powinno opracowaé whasne wartosci referencyjne.
Zakres jest oparty na percentylach od 2,5% do 97,5%.

osobnicy N Mediana Zakres
(ng/ml)

DZIECI 25 0,4 01-09
MEZCZYZNI 64 2,0 0,5-48
KOBIETY 250 21 05-47
Faza follikularna 45 19 0,9-3,0

Pik owulacyjny 14 2,9 19-47
Faza lutealna 27 2,0 11-4.2
Zespot policystycznych jajnikow 25 3,6 2,2-65
Okres pomenopauzalny 45 1,7 0,3-3,7

XVI. SRODKI OSTROZNOSCI I OSTRZEZENIA

Bezpieczenstwo

Tylko do diagnostyki in vitro.

Zestaw zawiera ‘°I (Okres pofowicznego rozpadu: 60 dni), emitujacy
promieniowanie jonizujace X (28 keV) iy (35.5 keV).

Ten produkt radioaktywny moze by¢ transportowany i wykorzystany wylaczne
przez osoby autoryzowane; zakup, przechowywanie, stosowanie i wymiana
produktéw radioaktywnych podlega regulacjom prawnym kraju uzytkownika
koncowego. W zadnym wypadku produkt nie moze by¢ podawany ludziom lub
zwierzgtom.

Obstuga materiatéw radioaktywnych powinna by¢ przeprowadzana w miejscach
do tego przeznaczonych, z dala od miejsc ogodlnej uzytecznosci. W laboratorium
musi by¢ przechowywany rejestr przyje¢ i przechowywania materiatow
radioaktywnych. Wyposazenie laboratorium oraz szklo, ktore moze by¢ skazone
substancjami radioaktywnymi, powinno by¢ oddzielone, w celu unikniecia
krzyzowego zanieczyszczenia réznych radioizotopow.

Wszelkie plamy z substancji radioaktywnych musza by¢ natychmiast
oczyszczone, zgodnie z  procedurami  dotyczacymi  bezpieczenstwa
radiologicznego. Odpady radioaktywne musza by¢ usuwane zgodnie z
miejscowymi przepisami i ogdlnie przyjetymi wytycznymi obowigzujacymi w
laboratorium.  Przestrzeganie  podstawowych  zasad  bezpieczefistwa
radiologicznego zapewnia wystarczajace zabezpieczenie.

Sktadniki zawierajace ludzka krew, dostarczone w zestawie, zostaty przebadane
metodami zaaprobowanymi przez instytucje europejskie i/lub FDA. Stwierdzono,
7e nie zawieraja one HbsAg, przeciwciat anty-HCV, anty-HIV-1 i 2. Zadna ze
znanych metod nie moze da¢ catkowitej pewnos$ci, ze materialy pochodzenia
ludzkiego nie przeniosa czynnikow zakaznych wirusowego zapalenia watroby,
AIDS i innych. Dlatego, postepowanie z odczynnikami i probkami surowicy lub
osocza, powinno by¢ zgodne z miejscowymi procedurami dotyczacymi
bezpieczenstwa.

Produkty pochodzenia zwierzgcego byly pobierane od zdrowych zwierzat.
Sktadniki bydlece pochodza z krajow, w ktorych nie odnotowano wystgpowania
BSE. Pomimo to, sktadniki zawierajace substancje pochodzenia zwierzgcego
powinny by¢ traktowane jako potencjalnie zakazne.

Nalezy unika¢ kontaktu skory z odczynnikami (zawierajg azydek sodowy jako
srodek konserwujacy). Azydek znajdujacy si¢ w zestawie, moze reagowac z
miedzia i otowiem w uktadzie kanalizacyjnym, tworzac zwiazki o wlasciwosciach
wybuchowych. W czasie ptukania odprowadzany ptyn nalezy ptuka¢ duzymi
objetosciami wody, aby zapobiec kumulacji azydkow.

Nie wolno pali¢, spozywa¢ napojow ani pokarméw badz uzywac kosmetykow w
miejscu pracy. Nie pipetowa¢ ustami. Zaktada¢ ubranie ochronne i rekawiczki
jednorazowe.

Aby uzyska¢ wigcej informacji, zobacz kartg charakterystyki materialu (MSDS)
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XVIIIL PODSUMOWANIE PROTOKOLU
CALKOWIT KALIBRATORY PROBKI
A LICZBA KONTROLE
ZLICZEN ul ul
pl
Kalibratory (0 - 5) - 25 -
Prébki, kontrole - - 25
Znacznik izotopowy 250 250 250
Inkubacja 1 godzina w temperaturze pokojowej (18-25°C) W
wytrzasajac.
Rozdzielenie - Aspiracja (lub odlewanie)
Roboczy roztwoér - 2,0ml
pluczacy - Aspiracja (lub odlewanie)
Rozdzielenie
Zliczanie Zliczanie probowek przez 60 sekund

Usluga Instrumentacji Diasource potwierdza, Ze zestaw jest wazny do uzycia
na platformie Stratec Riamat 300. Jesli potrzebujesz dodatkowych
informacji, skontaktuj si¢ z |\VDInstrumentation@diasource.be
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HpoqueTe HeJUud MPOTOKOJ NMpeau yHOTpeﬁa

ANDROSTENEDIONE-RIA-CT

|. YIIOTPEBA

Pamnoumynno mnscnensane (RIA) 3a kommduecTBeHO W3MepBaHe in Vitr0 Ha ChIBPKAHAETO HA YOBCIIKH
4-aunpocren-3, 17-anoH (aHAPOCTCHANOH) B CEPYM U IUIa3Ma.

Il. OBIIA HH®OPMAIIHA

A. TlaTeHTOBaHO MMe: DIAsource ANDROSTENEDIONE-RIA-CT Kit
B. Karamno:xen Homep: KIP0451: 96 Tecra

C. IpousBeneHo OT: DIAsource ImmunoAssays S.A.

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

3a TexHHYeCKa MOMOLI HJIM MOPbYKA:
Teun.: +32 (0)10 84.99.11 ®Paxc: +32 (0)10 84.99.91

. KIMHHUYEH ITPETJIE]]

A. DBHO0JOrHYHa aKTUBHOCT

4-aunpocrten-3, 17-muoH (anapoctennnon) npenacrasisiBa crepoun C19. Toil ce mpousBexkaa B HanOBOpeUHaTa *Kiie3a U
roHagute. AHIPOCTEHIMOHBT € HEMOCPEACTBEH MPEKYPCOp Ha TECTOCTEPOHA W CTPOHA, KOUTO BIIOCIEICTBHE MOTAT 1a
ce npeBbpHAT B ectpaauoi. [Topaau Hannureto Ha 17-0kco (a He Ha XUAPOKCUIIHA) IPyIa, aHIPOCTCHIHOHBT MPUTEKABA
OTHOCHTENHO cliaba aHJpPOreHHa aKTHBHOCT, Bh3nu3ama Ha < 20% OT Ta3sum Ha TecTocTepoHa. Bwmpeku ciabata
aHJPOreHHA AKTUBHOCT, CEPYMHHTE HHMBA Ha AHIPOCTECHIMOH MOTraT [a HAJBHIIABAT TE3M HA TECTOCTEPOHA IpU
HOPMAITHA U OOJIECTHH CBHCTOSIHHS, HOPMHTE Ha CEKPELHWsl M MPOU3BOIACTBO HA AHAPOCTCHAMOH HAJBUIIABAT TE3M HA
TECTOCTEpOHA NP JKCHUTE M Ce HAaOJIOfaBa 3HAYMTENIHA KOHBEPCHS Ha aHAPOCTCHAMOHA B HaJOBOpeyHaTa kjie3a B
TECTOCTEPOH M3BbH HanOBOpeyHaTa xie3a. Hemo noseue, abUHATETHT HA CBHP3BAIIKS MTOJIOBU XOPMOHH TTIO0YIIHH KbM
aHJIPOCTEH/IOHA € MHOTO IT0-MaJIbK OT aQMHUTETAa My KbM TeCTOCTepoHa 1 ectpaanona (1 — 3).

®dusnonornyHaTa poJis Ha aHIPOCTEHIHOHA HE € JOCTaThuHO J00pe u3sicHeHa. CepyMHUTE HHBA HA aHIPOCTCHIMOH ca
BHCOKH B CMODHOHATHHS M HEOHATAJIHHs CEpyM, HAMaJsBaT Mpe3 IETCTBOTO M Ce yBeNM4aBatr mpe3 mybeprera. [lpu
HOPMAJIHUTE IOHOLIM U BB3PAaCTHH MBXKE roJisIMaTa 4acT OT aHIPOCTCHANOHA Ce T0Jy4aBa OT TECTHCHTE, WM JUPEKTHO,
WIA 4Ype3 KOHBEPCHSI OT TECTOCTEPOH, IOKATO MPH HOPMAIHUTE BBH3PACTHH JKEHH CKBUBAJICHTHH IO CHILNECTBO
KOJIMYECTBA aHIPOCTEHIMOH Ce TPOM3BEXIAT B HaAObOpeuHara »xJe3a W siunuimre (2,3). VBennueHute HHUBA Ha
AHIPOCTECHIMOHA MOTAT []a UTPAsT 3HAYUTEIIHA POIIS IIPU BTOPHYHOTO MOJOBO OKOCMSIBAHE B €Tala Ha (DM3HOIOTHIHOTO
MoJIOBO  Ch3psiBaHe. CepyMHHTE HHBAa Ha aHIPOCTCHIMOHA IIOKA3BaT 3HAYMTENIHA [CHOHOI[HA IPOMEHIUBOCT B
3aBucuMocT OT cekpermsita Ha ACTH (aapeHOKOPTHKOTpOrieH XOpMOH). I[Ipou3BexJaHETO Ha aHIAPOCTCHIMOH B
SHYHHUIMTE Ce CTHMYJIHpa OT JyTerHu3upamnus xopMoH (lg), kato cepyMHHMTEe HHMBAa Ha aHAPOCTEHAHOH BapUpar
cb0Opa3Ho MeHCTpyanHuss mukba (3). [Ipou3BexxIaHETO HA AHAPOCTCHAWOHA B HAIOBOpEYHATa JKIle3a MOCTEIICHHO
HaMaJIsiBa C YBEJIMYABAHETO Ha BB3PACTTa MPU MBiKeTe U skeHute. OCBEH TOBA, MPOM3BOJCTBOTO HA aHIPOCTEHIHOH B
SIMYHAIIATE HaMAIsIBa Clie]l MeHomay3ata (3).

B. KaMHuYHN NpuI0KeHUus

V3mepBaHeTO Ha CTOMHOCTHTE Ha aHAPOCTEH/IMOHA € IOJIE3CH MapKep 3a aHJpOreHHaTa OMOCHHTE3aTa: MOBHIIICHH HUBA
Ha aHAPOCTCHIMOH ce HAOIIOAaBaT MPH BHPWIM3MpAILA BPOJCHA XHUIEpIUIa3us Ha HaaObOpeuHarta jkie3a (Boaema 10
MOBHIIIABAaHE M YCKOpSBaHE Ha IOJOBaTa 3psUIOCT); OCBEH TOBAa M3MEPBAHETO HAa HMBaTa Ha aHJPOCTCHAMOHA HMMa
MpeJUMCTBa TIpeJl M3MEPBAaHETO Ha HUBAaTa Ha 17-XUJIPOKCH-TIPOTECTEpOHa NpU HAOJIOJIaBaHE JICYCHHETO Ha TOBA
CBCTOSIHHE, KaTO HAIpUMEp YCTAHOBSIBAHETO Ha I10-cilaba aMIUIMTyJa Ha JICHOHOIIHATA IPOMEHJIMBOCT M MO-Ciado
MOTHCKAHE CJiel KPaTKO MpUiarane Ha rirokokopTukonau (4). CepyMHHTE HUBA Ha aHAPOCTEHIHOH Ce YBEIUYABAT U PH
CHHAPOMa Ha TIOJMKUCTO3HM SIAYHWIN, TIPH XHIEPTEKO3a Ha CTpomara Ha sigaunure, aedumur na 3b-
XHIPOKCUCTEPOU/IHA IEXUAPOTeHA3a, KAKTO U MPHU APYTH MPHYMHU 332 CBPHXOKOCMSIBAHETO TpH HsAKOW xeHu (3,6 & 7).
Io nedmHMIMS HUBaTa Ha AaHAPOCTEHAMOH Ca HOPMAIIHU IPU HAMOINATHYHO CBPBXOKOCMsiBaHe. [IOBHIICHH CepyMHH
HHBA HA aHIPOCTEHIMOH MOTaT Ja Bb3HUHAT U MPH BUPUWIH3HPAILK TYMOPHU Ha HaAObOpevHara sxie3a u sitynuuute (3).
Ipu nscnenane Ha noseue oT 1000 Mbxke O¢ HaONIOMAaBaHAa 3aBHCHMOCT ,,J103a-PEAKIUs” MEXIY KOJIHYECTBOTO Ha
aHJPOCTEHMOHA U pHCKa OT pak Ha mpocrarata (5); 3a MOTBbpXKIaBaHe Ha TE3U OTKPUTHs e ObJaT HEOOXOAUMH
JIOIIBJIHMTEITHU U3CJICABAHMS.



\V. ITPHHIIUIIH HA METO/]A

Onpe/iesieH0 KOMMYECTBO HATOBapeH ¢ '2°l aHIPOCTEHMOH ce KOHKYypHpa C
HaJIMYHUA B MPo0a WM KaIuOpaTop aHAPOCTEHAMOH, MOJIEKAI Ha U3MEPBAHe,
3a OIpEe/IeNICHO KOJIMYECTBO IIEHTPOBE HA CHENM(HIHH aHTUTENA, UMOOHUIN3Hpa-
HU KbM CTEHHTE Ha IOJIMCTUPOINIOBa enpyBeTka. Clies eqHO9acoBa HHKyOanus Ha
craiina temnepatypa (18-25°C) Bbpxy KiaTewmio yCTpOMCTBO KOHKYPEHTHATa
peakiws mpuKioyBa ¢ acrupanusi. Ciiell ToBa enpyBeTkuTe ce u3musar ¢ 2 mi
Paboren M3mmBam Pa3ztBop m ce acnmpupar. HadepraBa ce kanmOpanmoHHa
KpHBa, a KOHLEHTpALMUTE Ha aHAPOCTEHIHOH B IPOOHUTE Ce ONPENENAT 4pe3
VMHTEPIIOAIMs Ha 103aTa OT KaInOpalioHHaTa KPHBA.

V. H3IOJI3BAHU PEATEHTH

Pearentn KoismyecTso LBeren Ilpurorpsine
96 TecTa KoJ
Enpysetku, nokpuru ¢
H aHTH- 2x48 JKBIT ToroB 3a ynorpeba
AHJPOCTEHANOH
Ab 25 1 dakon 4epBeH TotoB 3a ynorpeba
26 ml
ITPOCJIEJSBAILO 111 kBq
BEILIECTBO:
AHJIPOCTEHAMOH,
HaroBapeH ¢ ?*on (HPLC
ckana) B 6ydep ¢ BoJICKH
kaseuH U asuz (<0.1%)
1 duakon JKBIT Jo6asere 0,5 ml

Hynes Kannbparop B 40BEIIKH THO(UIN3ZHPAHN JlecTUIpana Bozia

CepyM C TUMOJI

5 ¢puakona JKBIT Jo6asere 0,5 ml
KanuGparop - N =110 5 THOGUITH3UPAHN JIECTHIIMPaHa BOJa
(BMK TOYHHMTE CTOHHOCTH Ha
eTHKeTa Ha  (uiakoHure)
Hynes Kanubparop B 4OBEIIKH
CepyM C TUMOJI
‘ WASH | SOLN ‘ CONC ‘ 1 dnaxon kadsB Paspenere 70X ¢
10 ml €CTHIIMPaHa BOJa
Wamusai pasrsop (TRIS-HCI) A par A
(u3mon3Baiire
MarHuTeH
cenaparop)
| CONTROL | N | 2 ¢nakona cpebbper | Jlobasere 0.5 ml
KonTponu 1 u 2 B uoBenika JTHOGUIH3NPAHN JleCTUIINpaHa Bojia

IU1a3Ma, THMOJT
(BMK TOUHHTE CTOHHOCTH Ha

eTHKeTa Ha JIAKOHHTE)

3abenexka: M3non3Baiite HyneBHs KaTHOPaTOP 32 CEPYMHUTE Pa3pexaaHms.
VI1. CPE/ICTBA, KOUTO HE CE OCUT'YPABAT
CrefiHUTE MaTepHalli ca HeOOXOIMMH, HO HE CE OCHTYpsBAT B Habopa:

1. [ecrunupana Boja

Tunern ot: 25 pl, 250 pl, 500 pl u 2 ml (mpenopbyBa ce U3IOI3BaHETO HA
MIPENU3HH ITUIIETH C HAKpaHHHIH 33 eJHOKpaTHa ynoTpeda ).

3aBHUXpSILI] CMECUTEI

MarnureH cenaparop

Kuarero ycrpoiictso 3a enpyserku (400 oGopora B MuHyTa)

5 ml aBromariuna cipunioka (tun Cornwall) 3a u3amuBane
AcnuparmonHa cuctema (1o u300p).

BesikakbB rama Gposid, KOMTO MOXe Jia M3MepH yIoTpeGeHOTO KOIMIECTBO
15| (Munumanen kananutet ot 70%)

N
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VIl. IIPUIOTBAHE HA PEAI'EHTA

A. Kanubparopn : Pexonctutympaiite xamubpartopure ¢ 0,5 ml nectuimmpana
BOJA.

B. Kourpouan: Pekoncruryupaiire kourposure ¢ 0,5 ml gecrunupana soza.

C. PaGoren m3mmBauny pastBop: [loarorsere asekBaTeH 00eM OT pabOTHUSA
M3MUBal pa3TBOp upe3 noOaBsHETO Ha 69 obema AecTHiMpaHa Boja KbM 1 obem
or m3MmmuBaimus pasteop (70X). M3momsBaiiTe MarHWUTeH cemapatop, 3a Ja
XOMOTeHH3upaTe. V3XBbprieTe HEyNOTPeOCHOTO KOJNMYECTBO OT pPaboOTHHUS
M3MHBAII Pa3TBOP B Kpast Ha JICHS.

VIIl. CbXPAHEHHUE H CPOK HA I'O/JTHOCT HA PEA'EHTHTE

- Bcudky KOMIIOHEHTH Ha KUTA ca CTAaOWIHM 10 JaTaTa Ha CPOKa Ha TOIHOCT,
[I0OCOYEH Ha OIaKOBKaTa, IpU TemIieparypa Ha cbxpaneHue ot 2 °C no 8°C
TIpe/ii OTBapsIHE WM PEKOHCTUTYHPAHE.

- Cren pexoOHCTHTyHpaHe, KaluOpaTopuTe M KOHTPOIHTE ca CTaOWIHU 3a
cpok or 7 pmuu npu Ttemmeparypu 2-8°C. 3a mO-IBITH CPOKOBE Ha
CBbXpaHEeHHe, ce OIpeseNss KpaTHO U ce ChXpaHsABa IpH Temmeparypa -20 °C
3a MakcuMyM 3 Mecela. [130srBaiiTe mocieqBamy UKIN Ha 3aMpa3siBaHe-
pa3MpassiBaHe.

- Ipsicho mnpurotBenuss PaboTeH wusMuBam pa3TBOp TpsaOBa Ia Obae
W3MOJI3BaH CHINUS JICH.

- Cnen mbpBaTa ynorpeba, Tpelicepa € cTaOMiICeH O H3THYaHE CpOKa Ha
TOMHOCT, aKO CE€ CHhXPaHiBa B OPUTHHAIHUS JOOpe 3aTBOpeH (NIAKOH IpH
Temmepatypu 2-8°C.

- Ilpomenu BBB (HU3UYECKUs BHJ HA PEArcHTUTE HAa KUTA HMHIMLUPAT
HECTaOWIIHOCT MIIH HETOJHOCT.

IX. CBBUPAHE HA ITPOBUTE H ObPABOTKA

. CepyMHUTE WM IUIA3MEHHTE NpoOM TpsiOBa Ja ce ChXpaHsBaT IpU
Temuepatypu 2-8°C.
. AKO TecThT HE C€ HampaBM B paMKuTe Ha 24 wyaca, ce MNpenopbyBa
ChbXpaHeHHe IpH Temreparypa -20°C.
. W30srBaiiTe nocneaBaly HMKIM Ha 3aMpa3siBaHe-pa3MpassBaHe.
e CepyMbT U IUIa3MaTa JiaBaT CXOHHU PE3yJITaTH!
Y (Xem. rutasma) = 0,94 X (cepym) + 0,02 r=098 n=17
Y (EDTA mna3ma) = 1,01 X (cepym) —0,03 r=0,95 n=17

X. ITPOLEJYPA

A. O0um OesieRKH

He usnon3Baiite KuTa MM KOMIIOHEHTHTE My CJIEJl laTaTa Ha H3THYAaHE CPOKa Ha
rogHoct. He cmecBaiite Marepuand OT pa3iIM4HU NapTuau KutoBe. Ilpenu
ynorpeba ocTaBeTe BCHUKH peareHTH Ha craifHa Temrepatypa (18-25°C).
BHumartenHo cMmecBaiiTe BCUUKM pEareHTH C MPOOHMTE upe3 HEXHO pakiallaHe
WIM BBPTENMBO pa3MecBaHe. 3a Ja H30erHeTe KPbCTOCAHA KOHTAMHHALIWS,
M3MO0JI3BaliTe YHCT NUIETeH HaKpaifHUK 3a eJHOKpaTHA yIoTpeda 3a H00aBsHETO
Ha BCEKU PEareHT KbM ChOTBETHATA Ipoba.

Bucoko mpenu3npaHnTe MUIETH WM aBTOMATHYHUTE MTHIETH OHMXa Momxo0puin
TouHOCTTa. CHhOOpa3sBaiiTe ce ¢ BpeMeTo 3a MHKYyOarmsl.

IMoxroTeere KanHOpanMOHHA KPUBA 32 BCIKO N3MEPBAHE U HE U3ION3BaiiTe JaHHH
OT IPEAUIIHA H3MEPBAHUS.

Bcsika empyBeTka MOKe J1a Ce M3II0I3Ba CaMO BETHBK.

B. IIpoueaypa

1. OsnHauere 1Be 1O [BE IIOKPUTHTE ENpPYBETKM 3a BCEKH KalHOpaTop,
KOHTpoJIa 1 ipo0a. 3a onpesensHe Ha o0 Opoi UMIyJicH, 00o3HayeTe 2
HOPMAJTHH €NPYBETKH.

2. PasknaTere 3a KpaTKo BpeMe KalMOpaTopHTe, KOHTPOJNHUTE W NpOOHTE U
pasmpezernete o 25 [l 0T BCAKO B CBOTBETHUTE CIIPYBETKH.

3. Pasmpenenere 250 pl amppocrenamon, watoBapen ¢ 12501 BbB BCsKa
eNpyBeTKa, BKIIOYATETHO B HEMOKPUTHTE ENpPYBETKH 3a OOIIOTO
npebposiBaHe.

4.  PaskiaTeTe HEXXHO C pbKa KOHTEHHepa ¢ eNpyBETKHTE, 3a Ja 0CBOOOIHTE
BCSIKO OCTAHAJIO BB3/IYIIHO MEXypYe.

5. MWukyOwpaiite 3a 1 uac Ha craiina temneparypa (18-25°C) npu
HENpPEeKbCHATO Pa3KIalllaHe.

6.  Acnumpupaiite (WM mpeseiTe) ChIBPKAHUETO Ha BCAKA €MPyBETKa (OCBEH
eNpyBETKHUTE 3a OMNpeselisiHe Ha oOmus Opoil mmmyicw). YBepere ce, e
IUIACTMACOBMSAT Kpai Ha acmupaTopa [OCTHra IBHOTO HAa IIOKPUTATa
€TpyBETKa, 3a 1a MOXKeE 11a OTCTPAHH IIsJ1aTa TeUHOCT.

7. Wamwmiite enpysetkute ¢ 2 ml PaGoren PastBop 3a wu3muBaHe (C
M3KITIOUeHHe Ha o0mumst Opoit) u acrimpupaiite (wiu mnpeneiite). U36sraaiite
pasTeHBaHe 110 BpeMe Ha JjobaBsiHeTo Ha PaGotrus PastBop 3a m3mMuBane.

8.  OcraBere empyBEeTKHTE B H3MPABEHO IIOJOXKEHHE 3a JIBE MHHYTH W
aCIUPHUpaiiTe OCTAHATUTE KAIIKK TEYHOCT.

9.  Oruerere enpyBeTKUTE B Tama Opostd 3a 60 cekyHIu.

XI. H3YUCIABAHE HA PE3Y/ITATUTE

1.  M3uucnere CpegHOTO ApUTMETHYHO HA PE3YNTATUTE, IOIYYCHH OT JBE IO
JIBE CTIPYBETKHUTE.

2. W3uucnere cbp3BamaTa pajHoOAaKTHBHOCT KaTO MPOLEHT OT CBBP3BAHETO,
oIlpezieNieH IpH HyJleBaTa KamuOparuoHHa Touka (0) cmopen ciemHarta

¢dopmyna :



3. Hanecere (B/B0(%)) cToiiHOCTHTE 32 BCsIKa KaIHMOpaLlIOHHA TOYKA KaToO
d)yHKuI/IsI Ha AHIPOCTEH/JMOH KOHLIEHTpaLusATa Ha BCSIKa Ka.TII/I6paI_[I/IOHHa
Touka. OTXBBPIICTE OYEBHIHITE OTKIOHCHUSL..

B/BO0 (%) = 6poit (Kami6partop u mpoba) X 100
opoit (Hynes KammGpato)

4.  KOMIIOTBPHO aCHCTHPAHH METOIHU CBHIIO MOTaT Aa ObAAaT M3MOJIBAHM, 32 1a
ce MOCTPOH KanuOpaloHHATa KpHBa. AKO CE H3M0JI3Ba aBTOMATHYEH METO
Ha 00paboTKa Ha pe3yJTaTHTe, Ce MPEenopbyBa MOAX0sIIa 4-apaMeTpoBa
JIOTHCTHYHA KPUBA.

I'. lIpenusHoct

110 BPEME HA N3IIUTBAHETO MEXJTY USIIMTBAHETO
Cepym | N <X>+SD CcVv Cepym N <X>+SD cVv
(ng/ml) (%) (ng/ml) (%)
A 10 | 0,36+0,02 4,5 A 10 0,42 + 0,04 9,0
B 10 | 6,04+0,19 3,2 B 10 1,90+ 0,11 59

SD : CrannmaptHo otkiioHeHue; CV: KoedunueHt Ha Bapuauust

5. Upes untepnonamus Ha (B/BO (%)) croiiHocTuTe OT Ipobarta ce OmpenensT D. TouyHocT
AHJIPOCTEHJIMOH KOHLEHTpAaLlMUTE Ha MPOOUTE OT KaauOpalHOHHATA
KpHBa. TECT C PABPEX/IAHE
6. IIpoueHTHT Ha OOLIOTO MPOCIIEIBAIIO BELIECTBO, CBHP3aHO MPH JIMIICA HA
HeHaToBapeH AHIPOCTEHIMOH (BO/T), Tps6Ba na ce NpoBepH 3a BCAKO Hpota Paspesnane Teoperuina Usmepena
H3CIIeIBAHE KOHUEHTpauus KOHUEHTpauus
: (ng/ml) (ng/ml)
XIl. XAPAKTEPHH TAHHH
A 11 - 4,64
JlaHHWUTE, H3I0KEHH I10-/10JTy Ca caMo 3a WIFOCTPAIHs U HUKOra He OHBa 1a ce iﬁ iié gg%
M3II0J13BaT BMECTO HCTUHCKATa KalHOpalMOHHA KPUBA. U8 058 055
1/16 0,29 0,30
ANDROSTENEDIONE-RIA-CT cpm B/Bo (%) 32 0.14 0.20
171 - 8,94
061 Gpoit 48670 B 12 4,47 3,89
1/4 2,24 2,05
Kanu6parop 0,0 ng/ml 14867 100,0 1/8 1,12 0,98
0,1 ng/ml 13196 88,8 1/16 0,56 0,49
0,4 ng/ml 9450 63,6 1/32 0,28 0,27
1,0 ng/ml 5910 39,8 1/64 0,14 0,18
4,0 ng/ml 2746 18,5 1/128 0,07 0,09
11,0 ng/ml 987 6,6
TIpoOute Gsixa pa3peleHH ¢ HyJIEB KaIHOpaTop
XWI. H3ITBJIHEHUE H OTPAHUYEHHA BB3CTAHOBUTEJIEH TECT
IIpoda nobaBen Bb3cranosen Bb3cranosen
A0 p
TIPEACICH JTUMHT AHJPOCTEHINOH AHJPOCTEHINOH (%)
JlBazeceT HyJeBH KanuOpaTopa ca OMIM H3MUTaHU 3a€[HO C KOMIUICKT OT APYTH (ng/ml) (ng/ml)
kanuOparopu. OnpenerneHus IMMUT, JeHHUPAH KaTo sBHATA KOHICHTPAIMS Ha
JIBE CTAaHIAPTHU OTKJIOHEHWs HAJ CPeJHHs Opoil mpM HYJNEBO CBBbp3BaHE, € OHII 1 80 77 %
0,03 ng/ml. 4,0 4,0 100
2,0 19 95
B. Cnienuguunocr 1,0 1,0 100
CrnennuyHOCTTa Ha M3MOJ3BAHOTO 3a TOBA M3CJIE/ABAHE IOJIMKIOHATIHO 05 04 80
aHTUTSUIO Oe ompenenieHo Ha Gasara Ha paguouMmyHHO m3ciensane (RIA), karo

CHOTHOLICHHE MEXIy KOJHYECTBOTO Ha aHAPOCTEHIWOHA, mpeau3BukBany 50%
MHXHOUpaHe Ha CBHP3BAHETO HA HATOBAPEHMS aHIPOCTCHAMOH, H KOIHIECTBOTO
Ha CBCJMHEHHATa C KPBCTOCAHA PEAKTHBHOCT (aHAJIO3M), IIPEeIU3BHKBAILH
CBILIOTO HHXHOHMpAHE.

JIOKOJIKOTO HH € U3BECTHO, 3@ TO3H IapaMeThp HE ChIIECTBYBA MEXIYHAPOACH
pedepenTeH MaTepuai.

1. 3akbcHeHHe

KakTo e mokaszaHo IMo-J0JIy, pe3yJITaTHTe OT M3IUTBAHETO OCTABAT TOYHH IOPH
Korato mpobara e pasmpezesneHa 24 MUHYTH CJI€A KaTO KalmuOpaTtopbT € Omit
n00aBeH KbM IOKPHUTATa ENpyBETKa.

3aKkbCHEHHE
Cepym [0} 12' 24
(ng/ml)
0,49 0,55
1,96 2,13
0,45 0,45
1,69 2,08

CheanHenus KpbcTocana peakTHBHOCT
(%)

AHIPOCTEPOH 0,0566
Kopru3zon 0,0148
Koptukocreponsn 0,0047
Kopruson 0,0099
DHEA (nexuapoenyanpocTepoH) 0,0155
DHEA-SO4 0,0009
21-1eOKCHKOPTH30H 0,0006
Ecrpaanon-17f8 ND

Ecrpuon ND

Ecrtpon 0,0270
Erunoxonanonon 0,0422
170.-XM/IPOKCHIIPETHEHONOH ND

170-XuAPOKCHIIPOTeCTEPOH 0,0840
W3oanapoctepon 0,0112
Ipernenomnon ND

IIporectepon 0,0168
CrHMpOHONAKTOH 0,0006
50.- INXUIPOTECTOCTEPOH 0,0105
TectocTepoH 0,2406

3abesexKa: Ta3u TAOIMIIA TOKA3BAa KPECTOCAHATA PEAKTHBHOCT 32 aHTH
AHJIPOCTEH/INOH
ND : Hem3mepum

XIV. BBTPEIIIEH KAYECTBEH KOHTPO.JI

- Axo pesyntature, nonydenu 3a Konrpona 1 w/wnu Kontpona 2 He ca B
paMKHTe Ha HUBOTO, YKa3aHO Ha €THKETa Ha (pJakoHa, TO pe3yJNTAaTHTE HE
Morar Aa ObJaT U3MOI3BAHM, OCBEH aKO HE CE MPEJOCTAaBH 3a0BOIUTEIHO
00sICHEHHE Ha TOBA HECHOTBETCTBHE.

- ITo xenaHue, BesKa JIaOOPATOPHsl MOXKE 1A CH HATIPaBU COOCTBEH KOMIUICKT
OT KOHTPOJIHH IpoOu, KOUTO TPsIOBa 1a ce ChbXpaHsIBaT 3aMPa3eHH B KPaTHH
CHOTHOLICHHUSL.

- Kpurepunte 3a mpuemaHe Ha pasinmKata OT ABOIHHMTE pe3yNTaTH Ha
mpobute TpsiOBa 1a ce onupar Ha Jlo6para Jlaboparopna IIpaxTuka.



XV. PE@QEPEHTHH HHTEPBAIH
CroitHOCTHTE, TIOKA3aHU [O-A0Y, Ca MPEIOCTABEHH CaMO 3a HAIIBTCTBHE; BCSAKA
nabopatopuss TpsiOBa [a yCTaHOBM CBOM COOCTBEH HOpMaleH OOXBaT Ha

CTOMHOCTH.

Jluana3oHuTe ca U3pa3eHy KaTo NPOLEHTHH CTOHHOCTH: OT 2,5% 10 97,5%.

Cy0bexTu Bpoii Cpenno Junarma3zon
ApUTMETHIHO
ng/ml

JIELIA 25 04 0,1-09
MDBXE 64 2,0 05-4.8
JKEHA 250 2,1 05-47
®donukynapHa daza 45 1,9 09-3,0
OByJTalIMOHEH MUK 14 29 19-4,7
JlytennoBa ¢aza 27 2,0 1,1-4.2
TTonukucTo3a Ha ANYHUIIUTE 25 3,6 22-65
Cren MeHomay3a 45 1,7 0,3-3,7

XVI. IIPEJITA3HH MEPKH U ITPE/IYIIPEK/IEHH A

BesonacHoct

Camo 3a in Vitro guarsHocTuka.

To3u Habop chabpxa 21 (monyxusot: 60 auu), emuTHpan Honusupanm X (28
keV) u y (35.5 keV) nbuenust.

To3u panuoakTHBEeH IPOAYKT MOXE 1a ce IpeHacss M Ja ce M3I0J3Ba CaMO OT
OTOPU3MpPAHU JIHIA; IIOKYNKaTa, ChXpaHEHHWETO, ymorpebaTa M pa3MsHaTa Ha
paJMOaKTUBHHU HPOMYKTH ca IPeIMET Ha 3aKOHOAATENICTBOTO Ha IbpkaBaTa, Ha
kpaitaust notpeduren. To3n mpoaykT He OMBa B HUKAKbB CIIydail Ja ce Ipuiara
Ha XOpa WX KUBOTHH.

BopaBenero ¢ paguakTUBHUA NMPOIYKT TPsIOBa Ja ce M3BBPIIBA B ONpe/elicHa 3a
LenTa TepUTOPHs, Jajled OT peryJsspHH 30HHU Ha IIpeMuHaBaHe. B mabGoparopusta
TpsiOBa Ja ce TOJNbpXKa [HEBHUK 3a IIOJMyYaBaHETO U CBXPAaHEHHETO Ha
paguoaKTUBHU MaTepuand. JlabopaTopHaTa E€KUNUPOBKA U CTBKJIApHs, KOUTO
MoraT J1a ObaT KOHTAMHHHPAHU C PaIHOaKTHBHH CyOCTaHINH, TPsOBa fa ObaaT
OTJENIEHH C Il fJa ce H30erHe KpPbCTOCaHa KOHTAMUHAIMSA C Pa3IMYHA
PagHOU30TOIIH.

BeskakBi  paJMoOakTUBHU TNIPBHCKH TpsOBa Ja ce IOYMCTBAT He3a0aBHO B
CHOTBETCTBHE C IPOLEIYPHUTE 3a paJHallMoOHHa 0e30macHOCT. PanmoakTuBHHTE
OTHaAbLU TpsOBa Ja ce U3XBBPIAT, CJIeABAMKH MECTHHTEe Hapeabu H
PBKOBOJICTBA HA BJIACTHTE, YIPAXKHSBSIIM IOPUCANKINATA, HAJ J1aOOpaTOPHHUTE.
IIpunbpxaHeTo KbM OCHOBHHTE IIpaBWiIa 3a paJWIMOHHa 0e30IacHOCT
OCHTypsIBaT aJIeKBaTHA 3alIUTA.

YoBemkuTe KPEBHH KOMIIOHSHTH, BKJIIOUEHH B KWTa, ca OWJIM TECTYBaHH Upe3
onobpern ot Esponeiickn w/mmm FDA (AMepukaHcka areHIHs 10 XpaHHTE U
JIeKapcTBaTa) METOJM M Ca Jlainu oTpuuareieH pesyirar 3a HbsAg, antu-HCV,
antu-HIV-1 n 2. Hsama u3BecTeH MeTox, KOMTO Ja 1aBa IIbJIHA rapaHIys 3a TOBa,
4ye 4YOBEIUKHTE KPBBHH JiepuBaTH He npeHacaT xematut, CIIMH wmm apyru
nadexnun. Eto 3amo, 6opaBeHeTo ChC peareHTUTe, CEpyMHHUTE WU IIa3MEHHTE
poOu TpsIOBa J1a Ob/ie B CHOTBETCBHE C MECTHHUTE MPOLIEyPH 1O O€30MacHOCT.
Beuuky KUBOTHHCKH TIPOIXYKTH M AEPUBATH ca OWIM CHOMPAaHH OT 3ApaBH
JKUBOTHHU. BOJICKHTE KOMIIOHEHTH ca ¢ MPOM3X0J OT CTpaHu, kpaeto BSE (Boicka
cepyMHa eHiedanonaTus) He e Owna ycTaHoBsiBaHa. HesaBucuMo OT ToBa,
KOMIIOHEHTHTE, ChIbPIKAIIH )KUBOTHHCKH CyOCTaHIMH TpsOBa Ja ce TPETHpaT
KaTO HOTEHIHATHO HHPEKIIHO3HH.

W30srBaiite KakbBTO M Ja OWIO KOXKEH KOHTAaKT C pearcHTUTe (ChOBPXKAT
HaTPUEB a3MJ KaTO KOHCEPBAHT). A3HIBT B TO3M KHT MOXE J]a pearupa ¢ 0JIOBOTO
¥ MeJTa BbB BOJOIPOBOAHHUTE MHCTANAIMU KAaTO IO TO3H HAYMH C€ IIOJIy4aBaT
CHJIHO €KCIUTO3MBHU MeTanHH asund. [lo BpeMe Ha M3MMBHUS eTall, IPOMUHTE
ChC CHJIHA U OOMIIHA CTPYS BOJA KaHAIM3AIMATa, 3a Ja n3bersere (popMHUpaHEeToO
Ha a3U[IH.

He nymere, He muiite, He sDKTe W He CH cllaraiiTe Ko3MeTHKa B paboTHarta
tepurtopus. He munetnpaiite ¢ ycra. M3non3BaiiTe 3aluTHO 00JIEKIO ¥ PHKABHIIU
3a eIHOKpaTHa ynoTpeoa.

3a noseue uH(opmanms BuwkTe MH(popMamMOHEH JMCT 3a 0e30macHOCT Ha
marepuanute (MSDS)
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XVIIL. OBOBLIEHHUE HA IIPOTOKOJIA
OBIIA MPOBA ()
AKTHUBHOCT KAJIMBEPATOPH KOHTPOJIN
ul
pl ul
Kanu6paropu (0-5) - 25 -
ITpo6wu, KOHTpOIM - - 25
Tpeiicsp 250 250 250
1 gac na craiina remneparypa (18-25°C) npu HenpekbCHaTO
Wuky6arms
pasKiamane.
Cenapauust - Acnupupaiite
HsmuBauy pasteop - 2.0ml
Cenapauus - AcnupupaiiTe BHUMATEIHO
Bpoene Ortuyerere enpyBeTKuTe 3a 60 CeKyHIH

HncrpymentanusTa Ha Diasource moTBbpikiaBa, 4e KOMILIEKTHT € BATHAEH
3a u3noJi3BaHe Ha maTtgopmara Stratec Riamat 300. Axko umaTe HY:K/1a OT
JONMBJIHATETHA HH(pOPMAaNHusi, MOJISI CBBpIKeTe ce ¢
IVDInstrumentation@diasource.be
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Hasznalat el6tt olvassa el a teljes hasznalati utasitast.

ANDROSTENEDIONE-RIA-CT

I.  VIZSGALAT CELJA

Immunradiometrids eljards emberi vérsavé vagy vérplazma 4-androszten-3,17-dion (androsztendion)
tartalmanak in vitro mennyiségi meghatarozasara.

Il.  ALTALANOS INFORMACIOK

A. Bejegyzett név: DIAsource ANDROSTENEDIONE-RIA-CT Reagenskészlet
B. Kataldgusszam: KIP0451: 96 vizsgalat
C. Gyarté: DIAsource ImmunoAssays S.A.

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

Gyakorlati jellegii vagy rendeléssel kapcsolatos kérdésekkel hivja a kovetkezé szamot:
Tel : +32 (0)10 84.99.11 Fax : +32 (0)10 84.99.91

1. KLINIKAI HATTER

A.  Elettani szerep

4-Androszten-3,17-dion (androsztendion) egy 19 szénatomot tartalmazd (Cis) szteroid, amit a mellékvese és az
ivarmirigyek termelnek. Az androsztendionbdl a szervezetben kdzvetleniil tesztoszteron, vagy Osztron szintetizalodik,
melyek ezutan Osztradiolla alakulhatnak at. Mivel az androsztendion 17-oxo csoportot tartalmaz (hidroxil helyett),
androgén hatésa viszonylag gyenge, a tesztoszteronénak korilbellil 20%-a. Ennek ellenére szintje magasabb lehet a
tesztoszteronénal egészséges szervezetben és bizonyos betegségek esetén is. N6kben az androsztendion a tesztoszteronnal
nagyobb mennyiségben termelddik és valasztodik ki, majd jelentds része a mellékvesén kiviil tesztoszteronna alakul.
Réadésul a nemi hormon ko6t6 fehérje (SHBG) affinitisa az androsztendionhoz joval gyengébb, mint a tesztoszteronhoz
vagy az 6sztradiolhoz (1-3).

Az androsztendion pontos élettani szerepe még nem tisztazott. A vér androsztendion-szintje magzati és Ujszul6tt korban
magas, a gyermekkor sordn csokken, majd a pubertas alatt Gjra megemelkedik. Egészséges pubertas koru és felndtt
férfiakban az androsztendion legnagyobb része a herékben keletkezik, vagy kozvetleniil, vagy pedig tesztoszteron
atalakitasaval. Egészséges feln6tt nékben hasonld mennyiségli androsztendion termelédik a mellékvesékben és a
petefészkekben (2, 3). A magasabb androsztendion-szint szerepet jatszhat az adrenarche idején a szeméremszOrzet
kialakulasaban. A vér androsztendion-koncentracioja nagy mértékii napi ingadozast mutat az ACTH (adrenokortikotrop
hormon) elvélasztasanak fliggvényében. A petefészkek androsztendion-termelését a luteinizalé hormon serkenti, ezért a
vér androsztendion-szintje a menstruacids ciklus fazisaival is valtozik (3). A mellékvesékben az androsztendion termelése
a kor elérehaladtaval nékben és férfiakban egyarant fokozatosan csokken. Menopauza utén a petefészkek androsztendion-
szintézise is lecsokken (3).

B.  Klinikai felhasznalas

Az androsztendion szintjének mérése hasznos informaciot szolgaltat a mellékvese hormonok bioszitézisérél: az
androsztendion magas szintje megfigyelhet6 virilizalo congenitalis mellékvese hyperplasia esetén; a betegség kovetésére
az androsztendion-szint mérése alkalmasabb mddszer lehet, mint a 17-hidroxi-progeszteroné, mert kisebb mértékii a napi
ingadozasa és a glikokortikoid roévid ideig tarté adagolasa utani szuppresszid (4). A vérben az androsztendion szintje
emelkedett polycystas ovarium szindréma, a petefészek stromalis hyperthecocisa, 3b-hidroxiszteroid-dehidrogenaz hiany,
illetve n6k mas okbdl kialakult hirsutismusa esetén is (3,6 & 7). Idiopathis hirsutismus esetén az androsztendion
koncentracioja alapvetden normalis. Eléfordulhat magas androsztendion-szint virilizdl6 mellékvese-, és
petefészektumorok soran is (3). Egy tdbb mint 1000 férfin végzett prospektiv vizsgalat dézis-valasz dsszefiiggést mutatott
ki az androsztendion és a prosztata-rak kialakulasa kozott (5), de az eredmények megerdsitéséhez tovabbi vizsgalatok
szilkségesek.



V.

A MODSZER ELVE

Ismert mennyiségli %I-dal jelolt androsztendion verseng a mintaban vagy a
kalibratorban talalhaté androsztendionnal a polisztirén csdvek faladhoz rogzitett

ismert

mennyiségli ellenanyag kotShelyeiért. A csoveket egy oran 4t

szobahémérsékleten (18-25°C) razatva kell inkubalni, majd a folyadékot el kell
tavolitani. Ekkor a kompetitiv reakci6 leall. A csdveket ezutan at kell mosni 2 ml
higitott moséoldattal, majd a folyadékot ismét el kell tavolitani. A kalibratorok
segitségével felrajzolhatd egy kalibracios gorbe, amirdl a mintak androsztendion-
koncentracioi interpolaciéval olvashatok le.

V. A REAGENSKESZLET TARTALMA
Reagens Mennyiség 96 Szin Feloldas
mintahoz
Anti-androsztendionnal 2x48 sarga Hasznélatra kész
H boritott csévek
Ag 125) 1 ampulla piros Hasznélatra kész
26 ml
111 kBq
TRACER: 125]-dal jelolt
androsztendion (HPLC tisztasagu)
szarvasmarha kazeint és azidot
tartalmaz6 pufferben (<0.1%)
1 ampulla sarga Adjon hozz4 0,5
— | liofilizalt ml desztillalt vizet
Nulla kalibrétor thymolt tartalmaz6
emberi vérsavoban
5 ampulla sarga Adjon hozza 0,5
- — liofilizalt ml desztillalt vizet
Androsztendion kalibratorok - N =
1 - 5 (a pontos értékeket |. az
ampulldk  cimkéin)  thymolt
tartalmaz6 emberi vérsavéban
1 ampulla barna Higitsa 70 x
| WASH | SOLN ‘ CONC ‘ 10 ml desztillalt vizzel
(hasznéljon
Mosoéoldat (TRIS-HCI) magneses kever6t).
2 ampulla ezlist Adjon hozza 0,5
| CONTROL | N | liofilizalt ml desztillalt vizet
Kontrollok - N = 1 vagy 2
thymolt tartalmaz6 human plazma
(a pontos értékeket . az
ampullék cimkéin)

Megjegyzés :

V1.

Minték higitadsadhoz hasznalja a nulla kalibrétort.

A FELHASZNALO ALTAL BIZTOSITOTT ESZKOZOK

A kovetkezd eszkozoket a készlet nem tartalmazza, de sziikségesek a vizsgalat

N

© N0~ W

VII.

ow>

elvégzéséhez:

Desztillalt viz

Pipettak: 25 pl, 250 ul, 500 pl és 2 ml beméréséhez (ajanlott pontos
pipettak és eldobhatdé miianyag pipettahegyek hasznalata)

Vortex

Mégneses keverd

Réazbgép (400 rpm)

5 ml automata fecskendd (Cornwall) a mosashoz

Vizlégszivattyl (valaszthato)

Barmely, 2°I mérésére alkalmas gamma-sugarzdsmérd (minimalis hozam
70%).

REAGENSEK ELOKESZITESE

Kalibratorok : Oldja fel a kalibratorokat 0.5 ml desztillalt vizben
Kontrollok Oldja fel a kontrollokat 0.5 ml desztillalt vizben.

Higitott mosdoldat: Készitsen megfeleld mennyiségii higitott mosooldatot
Ugy, hogy 69 rész desztillalt vizhez 1 rész mosooldatot (70x) kever.
Homogenizélja magneses kever§ segitségével. A napi vizsgéalatok
végeztével ontse ki a megmaradt higitott moséoldatot.

VIIl. A REAGENSEK TAROLASA ES ELTARTHATOSAGA

=

XI.

=

Felnyitads és feloldas nélkill a reagensek 2-8°C-on tarolva a cimkén
feltlintetett id6pontig eltarthatok.

Feloldas utan a kalibratorok és kontrollok 2-8°C-on egy hétig, tobb csdbe
szétosztva -20°C-on lefagyasztva legfeljebb 3 hénapig eltarthatok. Keriilje
a tobbszori lefagyasztast és felolvasztast.

A frissen készilt higitott mosooldatot még aznap fel kell hasznalni.
Amennyiben felnyitas utan a tracert az eredeti, jol lezart ampullaban 2-
8°C-on tarolja, akkor a cimkén feltiintetett idopontig eltarthato.

A reagensek fizikai tulajdonsagainak megvaltozasa valosziniileg azt jelzi,
hogy megromlottak.

MINTAVETEL ES ELOKESZITES

Térolja a vérsavo vagy vérplazma mintakat 2-8°C-on.

Amennyiben nem végzi el a vizsgalatot 24 6ran beliil, ajanlott a mintakat
-20°C-on szétosztva tarolni.

Keriilje a minték t6bbszori lefagyasztasat és felolvasztasat.

Savo és plazma mintak hasonl6 eredményt adnak:

Y (Hep.-os plazma) = 0.94 x (sav6) +0.02 r=098 n=17
Y (EDTA-s plazma) = 1.01 x (savd) —0.03 r=0.95 n=17
ELJARAS
Tudnivalok

Ne hasznalja a reagenseket a lejarati idejiikon tal. Ne keverjen ossze eltérd
gyartasi szamu reagenskészletekbdl szarmazoé anyagokat. Hasznalat elott
varja meg, amig a reagensek szobahdmérsékletre (18-25°C) melegednek.
Ovatos mozgatassal vagy keveréssel alaposan homogenizalja a
reagenseket. Minden reagens és minta beméréséhez hasznaljon tiszta
eldobhato pipettahegyet, hogy elkeriilje az anyagok beszennyezddését.
Nagypontossagu pipettdk, vagy automata pipettdzd késziilék hasznélata
javitja a vizsgalat pontossagat. Tartsa be a megadott inkubacios idéket.
Minden vizsgalathoz készitsen Uj kalibracios gorbét, ne hasznalja korabbi
mérések adatait.

Minden cs6 csak egyszer hasznalhaté fel.

A vizsgalat menete

Feliratozzon 2-2 csovet a kalibratorok, a mintak és a kontrollok szamara.
A teljes radioaktivitdis méréséhez hasznaljon 2 reagens nélkili csovet
(totalok).

Rovid vortexelés utdn mérjen 25 pl-t a kalibratorokbél, kontrollokbol és
mintakbol a megfelel6 csovekbe.

Mérjen 250 pl tracert minden csébe (a totalokba is).

Kézzel dvatosan razza meg a kémcsdallvanyt, hogy a csévekben maradt
leveg6buborékok eltavozzanak.

Folyamatos razatas mellett inkubalja a csoveket szobahdmérsékleten (18-
25°C) 1 6rén é&t.

Szivja le (vagy ontse le) a csovek tartalmat (kivéve a totalok). Ugyeljen,
hogy a vizlégszivattyi miianyag hegye leérjen a csOvek aljéig, és igy az
6sszes folyadékot eltavolitsa.

Mossa a csoveket 2 ml higitott mosdoldattal (kivéve a totalokat), majd
tavolitsa el a folyadékot. Vigyazzon, hogy a mosooldat beméréskor ne
habosodjon.

Hagyja allni a csoveket 2 percig, majd tavolitsa el a megmaradt
folyadékcseppet.

Mérje a radioaktivitast gamma-sugarzasmérével 60 masodpercig.

EREDMENYEK KISZAMITASA

Szamolja ki a parhuzamos mérések éatlagat.
Szédmitsa ki a megkotott radioaktivitds szdzalékos értékét a nulla
kalibratorra kapott eredmény felhasznalasaval az alébbi képlet alapjan:

B/B0 % = [ kontroll vagy minta cpm / BO (nulla kalibrator) cpm] x 100

Abrazolja a kalibratorok B/BO(%) értékeit a hozzajuk tartozo
androsztendion-koncentraciok fuggvényében. Hagyja figyelmen kivil a
nyilvanvaloan kieso értékeket.

Szamitogép segitségével is felrajzolhatd a kalibracids gorbe. Ez esetben
hasznéljon 4-paraméteres logisztikus gorbeillesztést.

A kalibréacios gorbe alapjan hatdrozza meg a minték androsztendion-

Minden vizsgalat soran hatarozza meg a jeldletlen androsztendion nélkil
bekotddo tracer szazalékos mennyiségét (BO/T).
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JELLEMZO MERESI EREDMENYEK

A kovetkezd adatok csak példaként szolgalnak, soha ne hasznalja Gket a valos
idejii kalibraci6 helyett.

ANDROSTENEDIONE-RIA-CT cpm B/Bo (%)
Teljes radioaktivitas 48670
Kalibrator 0.0 ng/ml 14867 100.0
0.1 ng/ml 13196 88.8
0.4 ng/ml 9450 63.6
1.0 ng/ml 5910 39.8
4.0 ng/ml 2746 18.5
11.0 ng/ml 987 6.6

XIN. A VIZSGALAT JELLEMZOI ES KORLATAI

A.

B.

A kimutathat6sag also hatara

Husz nulla kalibratort vizsgaltak meg mas kalibratorokkal egyiitt.

A kimutathat6sadg alsé hatdra 0,03 ng/ml-nek bizonyult, ami a nulla
kalibrator cpm értékeinek atlagabol szdmolhat6é ki a standard deviécio
kétszeresének levonasaval.

Specificitas

A reagenskészletben hasznalt poliklonalis ellenanyagok specificitasat RIA
mddszerrel hataroztdk meg Ggy, hogy kiszamoltdk a jellt androsztendion
bekotddését 50%-ban gatlé androsztendion-mennyiségnek, és az azonos mértékii
gatlast okoz6 keresztreagald vegyiletek (analégok) mennyiségének hanyadosat.

D. Pontossag
HIGITASI VIZSGALAT
Minta Higitas Elméleti Mért
koncentréaci6 koncentréaci6
(ng/ml) (ng/ml)
1. vérsavo 1 : 464
12 2.32 2.01
1/4 1.16 0.97
1/8 0.58 0.55
1/16 0.29 0.30
1/32 0.14 0.20
2. vérsavo
11 - 8.94
12 4.47 3.89
1/4 2.24 2.05
1/8 1.12 0.98
1/16 0.56 0.49
1/32 0.28 0.27
1/64 0.14 0.18
1/128 0.07 0.09

A minték higitasa a nulla kalibratorral tortént.

VISSZANYERES

Minta Hozzaadott Visszanyert Visszanyerés
androsztendion androsztendion (%)
(ng/ml) (ng/ml)

Vérsavo 8.0 7.7 96
4.0 4.0 100

2.0 19 95

1.0 1.0 100

0.5 04 80

Ismereteink szerint jelenleg nem létezik nemzetkdzi referencia anyag
ennek a paraméternek a vizsgalatara.

Vegyulet Keresztreaktivitas
(%)
Androszteron 0.0566
Kortizol 0.0148
Kortikoszteron 0.0047
Kortizon 0.0099
DHEA 0.0155
DHEA-SO4 0.0009
21-deoxikortizon 0.0006
17B-Osztradiol NK
Osztriol NK
Osztron 0.0270
Etiocholanolone 0.0422
17a-hidroxipregnenolon NK
17a-hidroxiprogeszteron 0.0840
Izoandroszteron 0.0112
Pregnenolon NK
Progeszteron 0.0168
Spironolakton 0.0006
5a-dihidrotesztoszteron 0.0105
Tesztoszteron 0.2406
Megjegyzés: A fenti tablazat anti-androsztendion keresztreaktivitasat mutatja
N.K.: nem kimutathat6
C. Reprodukélhatosag
VIZSGALATON BELULI VIZSGALATOK KOZOTTI
Savé N <X>+SD CcVv Savé N <X>+SD cv
(ng/ml) (%) (ng/ml) (%)
A 10 | 036002 | 45 A 10 | 0422004 | 90
B 10 | 604019 | 3.2 B 10 | 1.90%0.11 5.9
SD: standard deviaci6; CV: variacios koefficiens

E. Az utols6 kalibrator és a mintak bemérése kozott eltelt idé
Ahogy ezt az aldbbi adatok is mutatjak, a vizsgalat eredményeit nem
befolyésolja, ha egy minta bemérése akar 24 perccel az utolsd kalibrator
utan torténik.
ELTELT IDO
Vérsavo 0 12 24"
(ng/ml)
0.49 0.55
1.96 2.13
0.45 0.45
1.69 2.08
XIV. BELSO MINOSEGELLENORZES
- Ha a kontroll 1-re és 2-re kapott eredmények kivil esnek az ampulldk
cimkéin feltlintetett tartomanyon, a vizsgalat eredményei nem
hasznélhatok fel, kivéve, ha ismert az eltérés pontos oka.
- lgény esetén barmely laboratorium készithet egy sajat, kontrollként
szolgéld savé-poolt, amit azutén szétosztva, lefagyasztva kell tarolni.
- A péarhuzamos vizsgalatok eredményei kozotti eltérés elfogadhat6
mértékét a GLP (Good Laboratory Practises) alapjan kell meghatarozni.
XV. REFERENCIATARTOMANY

Az aldbbi értékek csak iranyado jellegliek, minden laboratoriumnak meg kell
hataroznia sajat referenciatartomanyat.
Az referenciatartomany a 2,5%-0s és a 97,5%-0s percentilis értékek kozé esik.



Vizsgalt csoport N Atlag Tartomany
ng/ml
GYERMEKEK 25 0.4 0.1-09
FERFIAK 64 2.0 05-48
NOK 250 | 2.1 05-47
Follicularis fazis 45 1.9 09-3.0
Ovulacié 14 2.9 19-47
Lutealis fazis 27 2.0 1.1-42
Polycystés ovarium szindréma 25 3.6 22-65
Postmenopauza 45 1.7 0.3-37

XVI. MUNKAVEDELEM

Biztonsdgi eldirdsok

Csak in vitro diagnosztikai felhasznalasra.

A kit rontgen (28 keV) és gamma (35.5 keV) sugarzé I izotopot (felezési idé:
60 nap) tartalmaz.

A reagenskészletben talalhaté radioaktiv anyagot csak arra jogosult személyek
vehetik at és hasznalhatjak fel. Radioaktiv termékek beszerzésére, tarolasara,
hasznélatara, és cseréjére az adott orszag torvényei érvényesek. A reagensek
alkalmazésa embereken és allatokon is minden koriilmények kozott tilos.

Minden, radioaktiv reagenssel végzett miiveletet egy arra kijelolt, elkiilonitett
helyen kell elvégezni. A laboratoriumba érkezett radioaktiv anyagok atvételérsl
és tarolasarol vezetett jegyzOkonyvet a laboratorium teriiletén kell tartani. Azokat
a laboratériumi eszkézoket és iivegedényeket, amelyek radioaktiv anyaggal
szennyezddhettek, kiilonitse el, hogy elkeriilje a kiilonbz6 radioizotopokkal
torténd keresztszennyezodést.

Amennyiben barmilyen radioaktiv anyag kiomlik, azonnal takaritsa fel az erre
vonatkoz6 eldirasoknak megfelelé modon. A keletkezé radioaktiv hulladékot a
helyi szabalyoknak és az illetékes hatésagok erre vonatkozé Utmutatasanak
megfelelden kell kidobni. Ha betartja a radioaktiv anyagok kezelésére vonatkoz6
alapvet6 szabalyokat, megfeleléen védett lesz a sugarfert6zéstol.

A készlet emberi vérbol késziilt reagenseit eurdpai szabvanyok szerinti és/vagy
az FDA éltal mindsitett modszerrel HBsAg-t6l, valamint anti-HCV, és anti-HIV-
1 és 2 ellenanyagoktol mentesnek talaltak. Azonban egyetlen ma ismert modszer
alapjan sem allithato biztosan, hogy az emberi vérbdl késziilt anyagok nem
okozhatnak hepatitist, AIDS-et vagy mas fert6z0 betegséget. Ezért minden ilyen
reagenst és minden savo-, illetve plazmamintét a fert6z6 anyagokra vonatkozo
helyi biztonsagi eléirasoknak megfelelGen kell kezelni.

Minden allati eredetii reagens és termék egészséges allatokbol szarmazik. A
szarvasmarha eredetll reagensek olyan orszagokbol szarmaznak, ahonnan eddig
nem jelentettek BSE esetet. Ennek ellenére minden allati eredetii anyagot
tartalmazé reagenst potencialisan fertézésveszélyesként kell kezelni.

Vigyazzon, hogy a reagensek bérre ne Kerliljenek (tartositészer: natrium-azid). A
reagensekben talalhaté natrium-azid robbanasveszélyes fém-azidokat képezhet
6lom és réz csOvezetékek anyagival. A csovek mosdsakor nagy mennyiségli
vizzel egyiitt Ontse ki ezeket az anyagokat, hogy megel6zze az azid
felgyulemlését.

Ne dohanyozzon, ne fogyasszon ételt vagy italt, illetve ne hasznaljon
kozmetikumokat a laboratériumban. Ne pipettdzzon szajjal. Munka kozben
viseljen laborkdpenyt és egyszer hasznélatos keszty(it.

Tovabbi informécié: Anyagbiztonsagi adatlap (MSDS)
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XVIIl.  AZ ELJARAS OSSZEFOGLALASA
Totalok Kalibratorok Minték,
kontrollok
ul nl nl
Kalibratorok (0-5) - 25 -
Mintak, kontrollok - - 25
Tracer 250 250 250
Inkubaci6 1 6ra szobahdmérsékleten (18-25°C) folyamatos
razatassal
Folyadék eltavolitasa - Leszivas
Higitott mosdoldat 2.0ml
Folyadék eltavolitasa Ovatos leszivas
Mérés Radioaktivitas mérése 60 masodpercig

A Diasource miiszerezé szolgalata megerésiti, hogy a készlet a Stratec
Riamat 300 platformon valé hasznalatra érvényes. Ha tovabbi informéaciéra
van sziiksége, kérjuk, vegye fel a kapcsolatot a
1VDInstrumentation@diasource.be cimen.
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Pi‘ed pouzitim pozorné proctéte cely protokol.

ANDROSTENEDIONE-RIA-CT

I.  UCEL SOUPRAVY

Testovaci souprava pro radioimulonogické kvantitativni in vitro stanoveni lidského 4-androsten-3, 17-
dionu (androstendion) v séru a plazme.

Il. OBECNE UDAJE

A. Nézev vyrobku: DIAsource ANDROSTENEDIONE-RIA-CT Kit
B. Katalogové Cislo: KIP0451 : 96 tests
C. Vyrobce: DIAsource ImmunoAssays S.A.

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

V piipadé poZzadavki na odbornou podporu nebo pro objednani informaci se obrat’te na:
Tel : +32 (0)10 84.99.11 Fax : +32 (0)10 84.99.91

I1l. KLINICKE INFORMACE

A. Biologicka aktivita

4-androsten-3, 17-dion (androstendion) je C19 steroid. Tvoii se v nadledvinkidch a gonaddach. Androstendion je
bezprostfednim prekurzorem jak testosteronu, tak i estronu, které mohou byt oba nasledné pfeménény na estradiol.
Vzhledem k pfitomnosti 17-0x0 skupiny (misto hydroxylové) vykazuje androstendion relativné slabou androgenni aktivitu,
odhadovanou na < 20 % aktivity testosteronu. I kdyZ jde o slaby androgen, mohou byt hladiny androstendionu v séru jak v
normalnim, tak i v chorobném stavu vyssi nez hladiny testosteronu, u zen mize byt rychlost sekrece a produkce
androstendionu vy$s$i neZ rychlost sekrece a produkce testosteronu, a dochdzi k vyznamné extra-adrendlni konverzi
androstendionu na testosteron. Navic je afinita globulinu vézajiciho pohlavni hormony na androstendion mnohem niz3i nez
v piipadé testosteronu a estradiolu (1-3).

Fyziologicka uloha androstendionu neni pfesn¢ urcena. Hladiny androstendionu v séru jsou vysoké v zarode¢ném stadiu a
u novorozenct, béhem détstvi klesaji, v puberté pak opét stoupaji. U normalnich muzii v puberté a v dospélosti pochazi
vétsina androstendionu z varlat, a to bud’ pfimo, nebo pfeménou testosteronu, zatimco u normalnich dospélych zen jsou
prakticky stejna mnozstvi androstendionu produkovana nadledvinkami a vaje¢niky (2.3). ZvySené hladiny androstendionu
mohou hrat urcitou ulohu pfi vyvoji druhotného ochlupeni v obdobi adrenarche. Sérové hladiny androstendionu vykazuji
vyznamné zmény b&hem dne, v zavislosti na sekreci ACTH. Produkce androstendionu ve vaje¢nicich je stimulovana
luteiniza¢nim hormonem a sérové hladiny androstendionu se méni v prib&hu menstrua¢niho cyklu (3). Jak u muzu, tak i u
zen produkce androstendionu v nadledvinkach ve vyssim veéku postupné klesa. Navic po menopauze klesa produkce
androstendionu ve vajeénicich (3).

B.  Kilinické aplikace

Meéfeni androstendionu poskytuje uzitecny marker biosyntézy androgenti: vysoké hladiny androstendionu byly prokazany
v ptipadé¢ virilizujici formy vrozené adrenalni hyperplazie: navic mohou mit pfi sledovani 1é¢by této choroby hladiny
androstendionu vyhody proti hladindm 17-hydroxy-progesteronu pti monitorovani 1é¢by tohoto stavu, napt. méné vyrazné
kolisani v prib&hu dne a niz§i suprese po kratkodobém puisobeni glukokortikoidii (4). Hladiny androstendionu v séru jsou
zvySené i pii syndromu polycystickych vaje¢niki, stromalni hyperthecosis vaje¢niku, deficienci 3b-hydroxysteroid
dehydrogenazy a dalSich pfi¢inach hirsutismu u Zen (3, 6 a 7). Z povahy véci jsou hladiny androstendionu normalni v
pripadé idiopatického hirsutismu. Zvysené hladiny sérového androstendionu se mohou vyskytovat také v piipadé
virilizujicich naddorti nadledvinek a vaje¢nikii (3). V prospektivni studii na vice nez 1000 muzi byl prokazan vztah mezi
hladinou androstendionu a rizikem karcinomu prostaty (5); k potvrzeni téchto zji$téni budou vSak nutné dalsi studie.



IV.  PRINCIP METODY

Znamé mnozstvi androstendionu znac¢eného 1251 konkuruje s androstendionem
obsazenym ve vzorku nebo v kalibra¢nich standardech, jehoz mnozstvi chceme
mefit, o dany pocet vaznych mist na protilatce fixované na povrchu polystyrenové
zkumavky. Po hodinové inkubaci pii pokojové teploté (18-25°C) na vibracnim
michadle je reakce ukoncena odsatim tekutiny. Poté se zkumavky proplachnou 2
ml pracovni praci roztok a ten je op&t odsat. Zpracuje se kalibraéni kiivka a
koncentrace androstendionu ve vzorcich se stanovi interpolaci z kalibra¢ni kiivky.

V. OBSAH SOUPRAVY

. Testovaci Barevné .
Reagencie o Piiprava
souprava 96 | oznaceni
Zkumavky potazené 2x48 Zluta Pripraveny K pouziti
U protilatkou na androstendion “u P v ¥ pouz
Ag 125|
< . 1 lahvi¢ka
RADIOINDIKATQR', ., 26 ml Cervena | PFipraven k pouziti
androstendion znaceny jodem 125 111 kBq
(kvalita pro HPLC) v tlumivém
roztoku s hovézim kaseinem a
azidem (<0,1%)
o 7]
- 1 lahvicka Sluté Pridejte 0,5 ml
Nulovy  kalibracni standard v | lyofilizovano “u destilované vody
lidském séru s thymolem.
Kalibraéni _standardy 5 lahvicek Sluté Pridejte 0,5 ml
androstendionu — N = 1-5 (pFesné | |yofilizovano 2 destilované vody
hodnoty viz na Stitcich lahvicek)
v lidském séru s thymolem.
Naied’te
WASH SOLN Cone | lahvicka destilovanou vodou
| | ‘ I 10ml hnéda vV poméru 1:70
Vymyvaci roztok (TRIS-HCI) %’ﬁ;ﬁéﬁeo;q agneticke
| CONTROL | N |
— 2 lahvicky e Pridejte 0,5 ml
antro!y -N - 1nebo 2 lyofilizovano stfibrna destilované vody
v lidské plazmé s thymolem.
(pFesné hodnoty viz na Stitcich
lahvi¢ek)

Poznédmka : K fedéni vzorki pouzijte nulovy standard.

VI. MATERIAL NEDODAVANY SE SOUPRAVOU

Pro stanoveni potiebujete i nasledujici material, ktery se se soupravou nedodava:

1. Destilovana voda

2. Pipety na odmeéfeni 25 pl, 250 pl, 500 pl a 2 ml (doporucuje se pouzit presné
pipety se §pickami na jedno pouziti)

Vortexové michadlo

Magnetické michadlo

Vibra¢ni michadlo se stojanem na zkumavky (400 ot./min).

Automaticka stiikacka 5 ml (typu Cornwall) na vymyvani

Odsévaci systém (nepovinny)

Lze pouzit jakykoli gama-¢ita¢ schopny méfit 1251 (min. t¢innost 70%)

© N0~ W

VIl. REAGENT PREPARATION

A. Kalibraé¢ni standardy: Nafed’te kalibracni standardy 0,5 ml destilované
vody.

B.  Kontrolni vzorky: Nafed’te kontrolni vzorky 0,5 ml destilované vody.

C. Pracovni praci roztok: Dostate¢né mnozstvi pracovni praci roztok
pripravite tak, ze k 1 objemové jednotce vymyvaciho roztoku piidate 69
objemovych jednotek destilované vody (1:70). K promichani pouzijte
magnetické michadlo. Na konci pracovniho dne nepouzity pracovni praci
roztok zlikvidujte.

Vlil. SKLADOVANI A EXSPIRACE REAGENCIT

- * Pred otevienim obalu a pfipadnym nafedénim jsou vSechny slozky
obsazené v soupravé stabilni do data exspirace uvedeného na stitku, za
podminky skladovani pii teploté 2-8°C.

- Po nafedéni jsou kalibraéni a kontrolni vzorky pfi teploté 2-8°C stabilni po
dobu jednoho tydne. V pfipad¢ delsiho skladovani je nutno pfipravit
alikvoty a uchovavat je pii teploté -20°C, po dobu max. 3 mésicti. Vyhnéte
se opakovanému zmrazovani a rozmrazovani.

- Cerstvé piipraveny pracovni praci roztok je tfeba pouzit tyz den.

- Radioindikator je po prvnim pouziti stabilni do data exspirace, pokud je
uchovavan v dobfe uzavieném puivodnim obalu pii teploté 2-8°C.

- Zmény vzhledu reagencii v soupravé mohou byt pfiznakem nestability nebo
znehodnoceni.

IX. ODBER A PRIPRAVA VZORKU

- Vzorky séra nebo plazmatu skladujte pfi teplotach 2-8°C.
- Nebude-li stanoveni provedeno do 24 hodin, doporucuje se pfipravit
alikvoty a skladovat je pfi teploté -20°C.
- Vyhnéte se opakovanému zmrazovani a rozmrazovani.
- Vysledky ze séra i z plazmatu jsou obdobné:
Y (Hep. plazma) = 0,94 x (sérum) + 0,02 r=098 n=17
Y (EDTA plazma) = 1,01 x (sérum)—0,03 r=0,95 n=17

X. POSTUP STANOVENI

A Poznamky k manipulaci se soupravou
Nepouzivejte reagencie ze soupravy po datu exspirace. Nemichejte ani
nezaménujte komponenty z rtznych Sarzi. Pfed pouzitim nechte vSechny
reagencie vytemperovat na pokojovou teplotu (18-25°C).
Vsechny reagencie i vzorky pied pouzitim dikladné promichejte lehkym
michanim nebo ota¢ivym pohybem nadobky.
Aby nedochazelo k vzajemné kontaminaci, pouZzijte pro ptidani kazdé
reagencie i vzorku Cistou $pic¢ku pipety na jedno pouziti.
Presnost zlepsi vysoce piesné pipety nebo automatické pipetovaci zafizeni.
Dodrzujte doby inkubace.
Pro kazdou varku stanoveni zpracujte novou kalibraéni kiivku,
nepouzivejte kiivky z ptedchozich stanoveni.
Kazda zkumavka mutize byt pouzita pouze jednou.

B. Postup

Pro kazdy kalibracni standard, kontrolni sérum i méfeny vzorek si oznacte

dveé potazené zkumavky. Pro stanoveni celkového poctu rozpadi si oznacte

2 normalni zkumavky.

2. Kalibra¢ni standardy, kontrolni sérum i vzorky kratce promichejte na
vortexovém michadle a do pfislusnych oznacenych zkumavek pipetou
odmeéite po 25 ul kazdého z nich.

=

3. Do kazdé zkumavky, véetné nepotazenych zkumavek pro méfeni celkového
poctu rozpadu, pipetou odméite po 250 pl androstendionu oznageného 1251.

4. Stojan se zkumavkami ru¢né lehce protiepte, aby se uvolnily vsechny
zachycené bublinky vzduchu.

5. Za stalého protiepavani na vibra¢nim michadle inkubujte po dobu 1 hodiny
pfi pokojové teploté (18-25°C).

6. Ze vsech zkumavek (kromé zkumavek pro celkové méfeni) odsajte (nebo

dekantujte) obsah. Presvéd¢te se, ze plastova Spicka odsavacky dosahla az
na dno potazené zkumavky tak, aby odstranila veskerou kapalinu.

7. Zkumavky (kromé zkumavek pro celkové méfeni) vyplachnéte 2 ml
pracovni praci roztok a odsajte (nebo dekantujte). Pfi pfidavani pracovni
praci roztok zabratite tvorb& pény.

8. Zkumavky nechte ve vzpiimené poloze odstat po dobu dvou minut a poté
odsajte zbyvajici kapku tekutiny.
9. Kazdou zkumavku zméfte v gama-citaci po dobu 60 sekund.

Xl.  VYPOCET VYSLEDKU

1. Pro kazdou dvojici zkumavek vypoctéte prumér
2. Vypoctéte navazanou radioaktivitu vyjadienou jako procento vaznosti
stanovené pro nulovy kalibra¢ni bod (0) s pouzitim nasledujiciho vzorce:

B potet rozpadl (kalibraini standard nebo vzorek) 100
BO(%) pocet rozpadi (nulovy standard) x

3. Do vyneste hodnoty B/BO0 (%) jako funkci koncentrace androstendionu pro
kazdy kalibra¢ni bod. Zjevné vybocujici hodnoty vylucte.

4. K vytvoreni kalibracni kfivky lze pouzit i pocitacové metody. Pfi pouziti
automatického zpracovani vysledkli se doporucuje pouzit kiivky logistické
funkce o 4 parametrech.

5. Koncentraci androstendionu pro vzorky stanovite interpolaci podle kfivky
prolozené¢ kalibra¢nimi body.

6. U kazdého stanoveni je nutno ovéfit procento celkového mnozstvi
radioindikdtoru navazané bez pfitomnosti neoznacené¢ho androstendionu
(BOIT).



XII.  TYPICKE UDAJE ZE STANOVENI

D. Spravnost

TEST REDENI
Nasledujici tdaje jsou uvedeny pouze pro ilustraci; nikdy je nepouzivejte misto Teoreticka Naméfena
skutecné kalibracni kiivky. Vzorek Redéni koncentrace koncentrace
(ng/ml) (ng/ml)
ANDROSTENEDIONE-RIA-CT cpm B/Bo (%) Sérum 1 n ) 464
12 2,32 2,01
Celkem rozpadi 48670 1/4 1,16 0,97
1/8 0,58 0,55
Kalibraéni standard 0,0 ng/ml 14867 100,0 1/16 0,29 0,30
0,1 ng/ml 13196 88,8 1/32 0,14 0,20
04 ng/ml 9450 63,6 Sérum 2
1,0 ng/ml 5910 39,8 171 - 8,94
4,0 ng/ml 2746 18,5 12 4,47 3,89
11,0 ng/ml 987 6,6 1/4 2,24 2,05
1/8 1,12 0,98
. - 1/16 0,56 0,49
X1, VYKONNOST A OMEZENI 132 0.28 0.27
1/64 0,14 0,18
A Detekéni limit 1/128 0,07 0,09
Bylo testovano 20 nulovych kalibra¢nich standard spole¢né se sadou dalSich
standardd. Detekéni limit definovana jako zdanliva koncentrace o dvojnasobek Vzorky byly fedény nulovym kalibra¢nim standardem.
standardni odchylky niz§i nez stfedni hodnota pfi nulovém navazani byla 0,03
ng/ml. ZKOUSKA VYTEZNOSTI
B. Specificita Vzorek added Androstenedion VytéZnost
Androstenedion e se vzpamatoval (%)
Specificita polyklonalni protilatky pouzité v tomto testu byla hodnocena pomoci e (ng/ml) (ng/ml)
RIA jako pomér mezi mnozstvim androstendionu, které vyvola 50% inhibici .

. ., . o, i ., e Sérum 8,0 7,7 96
vaznosti znaceného androstendionu, a mnozstvim latek vyvolavajicich zkiizené 4.0 4.0 100
reakce (analogit), které vede ke stejné inhibici. 2,0 1,9 95

1,0 1,0 100
0,5 0,4 80
Latka ZKk¥izena reaktivita
(%)
Nakolik je nam znamo, pro tento parametr neexistuje mezinarodni referenéni
Androsteron 0,0566 material.
Kortizol 0,0148
Kortikosteron 0,0047 , . arr f s ‘o
Kortizon 0.0099 E. Casovy odstup mezi nalitim posledniho kalibra¢niho standardu a
DHEA 0,0155 vzorku
DHEA-SO4 0,0009 ) ‘ _ ) ,
21-deoxy-kortizon 0,0006 Jak ukazuje nasledujici tabulka, vysledky stanoveni jsou spravné i v ptipade, ze je
17R-Estradiol ND vzorek ptidan do zkumavky 24 minut poté, co byl do potazenych zkumavek vliozen
Estriol ND posledni standard.
Estron 0,0270 TIME DELAY
Etiocholanolon 0,0422
1701-hydroxypregnenolon ND . . . .
1701-hydroxyprogesteron 0,0840 Sérum 0 min 12 min 24 min
Isoandrosteron 0,0112 (ng/ml)
Pregnenolon ND
Progesteron 0,0168
Spironolakton 0,0006 0,49 0,55
5(]-dihydrotestosteron 0,0105 1,96 2,13
Testosteron 0,2406 0,45 0,45
Pozndmka : Tato tabulka udava zkiizenou reaktivitu protilatky proti 1,69 2,08
androstendionu.

ND : nezjistitelny

C. Pi‘esnost
INTRA-ASSAY INTER-ASSAY
Sérum N <X>+SD CcVv Sérum N <X>+SD Ccv
(ng/ml) (%) (ng/ml) (%)
A 10 0.36 £ 0.02 45 A 10 0.42 £ 0.04 9.0
B 10 6.04 £0.19 3.2 B 10 190+0.11 5.9

SD: standardni odchylka CV: variaéni koeficient

XIV. INTERNI KONTROLA KVALITY

- Nejsou-li vysledky dosazené pro kontrolni sérum 1 a kontrolni sérum 2 v
rozsahu stanoveném na §titku lahvic¢ky, nelze vysledky pouzit, pokud
nebylo pro tento nesoulad nalezeno vyhovujici vysvétleni.

- Kazda laboratof si muze ptipadné vytvofit vlastni soubor kontrolnich
vzorku, které je nutno uchovavat zmrazené v alikvotech.

- Kritéria piijatelnosti pokud jde o rozdil mezi vysledky obou stanoveni pro
stejny vzorek se fidi spravnou laboratorni praxi.



XV. REFERENCNI INTERVALY

Tyto hodnoty jsou uvedeny pouze jako orientaéni: kazda laboratof si musi stanovit
vlastni normalni rozsah hodnot.
Rozsahy jsou vyjadieny jako percentily 2,5% - 97,5%.

Stiedni
Subjekty N hodnota Rozsah
ng/ml
DETI 25 0,4 0,1-09
MUZI 64 2,0 05-48
ZENY 250 21 05-47
Folikularni faze 45 1,9 09-3,0
Vrchol ovulace 14 29 19-47
Lutedlni faze 27 2,0 11-42
Syndrom polycystickych vajecnikt 25 3,6 22-65
Po menopauze 45 1,7 0,3-3,7

estrogens and prostate cancer. Canc res 50:169-173, 1990.

6. Rittmaster RS, Thompson DL Effects of leuprolide and
esametehasone o hair growth and hormone levels in hirsute women
. the relative importance of the ovary and adrenal in the
pathogenesis of hirsutism. J Clin Endocrinol Metab 70:112-116,
1993.

7. Zwicker H, Rittmaster RS : Androsterone sulfate : Physiology and
signifiance in hirsute women. J Clin Endocrinol Metab 76:112-116,

XVI. UPOZORNENI A BEZPECNOSTNI OPATRENI

Bezpecnost

Vyrobek je uréen vyhradné k pouziti pro diagnostické ucely in vitro.

Souprava obsahuje 1251 (polocas rozpadu: 60 dnit), ktery emituje ionizujici zafeni
X (28 keV) ay (35,5 keV).

Tento radioaktivni pfipravek mize byt pfedavan pouze opravnénym osobam a jimi
pouzivan; nakup, skladovani, pouzivani a pfedavani radioaktivnich latek podléhaji
legislativé platné ve staté kone¢ného uzivatele. Tento pfipravek nesmi byt v
zadném piipadé podan lidem ani zvitatum.

Veskerou manipulaci s radioaktivnimi latkami provadéjte v uréeném prostoru,
kudy béZné€ neprochazeji osoby. V laboratofi musi byt veden denik o pfijmu a
skladovani radioaktivniho materialu. Laboratorni zafizeni a sklo, které by mohlo
byt kontaminovano radioaktivnimi latkami, je nutno uchovavat oddélené, aby
nedochazelo ke zkfizené kontaminaci riznych radioizotopu.

V piipadé rozliti radioaktivni latky je nutno rozlitou latku okamzité odstranit v
souladu s bezpecnostnimi postupy pro manipulaci s radioaktivnimi latkami.
Radioaktivni odpad musi byt likvidovan pfi dodrzeni mistnich pfedpisii a pokynii
organi piislusnych pro kazdou laboratot. Dodrzovani zakladnich pravidel radia¢ni
bezpecnosti poskytuje dostatecnou ochranu.

Krevni derivaty lidského pivodu pouzité v soupravé byly testovany s pouzitim
metod schvalenych v Evropé a/nebo schvalenych americkou FDA a mély negativni
test na piitomnost protilatek proti HBsAg, HCV a HIV-1 a 2. Zadna znama metoda
plné nezarudi, ze krevni derivaty lidského pivodu nepienaseji hepatitidu, AIDS
nebo jiné infekeni choroby. Proto je s reagenciemi, vzorky séra nebo plazmatu
nutno nakladat v souladu s mistnimi bezpe¢nostnimi postupy.

Veskeré produkty a derivaty zviteciho pivodu byly ziskany od zdravych zvitat.
Komponenty ziskané od skotu pochazeji ze statl, kde nebyla zjisténa BSE. S
komponenty obsahujicimi latky zviteciho pivodu je proto nutno manipulovat jako
s potencialné infekénim materialem.

Zabrainte zasazeni pokozky reagenciemi (jako konzervacni latka je pouzit azid
sodny). Azid v soupravé muze reagovat s olovem a médi v kanaliza¢nich
rozvodech a vytvatet tak vysoce vybusné azidy kovi. Pfi myti vyplachnéte odpad
velkym mnozstvim vody, aby nedochazelo k hromadéni azidd.

Na pracovisti nekuite, nejezte, nepijte ani neaplikujte kosmetické piipravky. K
pipetovani nepouzivejte usta. PouZivejte ochranny odév a rukavice na jedno
pouziti.

Dalsi informace naleznete v bezpe¢nostnim listu (MSDS).
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XVIII. SHRNUTI PROTOKOLU
Celkové Kalibraéni Vzorky,
méfeni standardy kontrolni vzorky
pl pl nl
Kalibra¢ni standardy (0-5) - 25 -
Vzorky, kontrolni vzorky - - 25
Radioindikétor 250 250 250
Inkubace 1 hodina, protiepavani pfi pokojové teploté (18-25°C)
Separace - odsat
Pracovni praci roztok 2,0 ml
Separace peclive odsat
Meéfeni Zméfit zkumavky na ¢ita¢i po dobu 60 sekund

Diasource's Instrumentation Service potvrzuje, Ze sada je platna pro pouZiti
na platformé Stratec Riamat 300. Pokud potfebujete dalSi informace,
kontaktujte I'\VDInstrumentation@diasource.be
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Pred pouzitim si precitajte cely protokol.

ANDROSTENEDIONE-RIA-CT

|.  ZAMYSLANE POUZITIE

Radioimunoanalyza pre kvantitativne zmeranie in vitro humanneho 4-androstenénu-3, 17-dion
(androstendién) v sére a plazme.

Il. VSEOBECNE INFORMACIE
A. Obchodny nazov: DIAsource ANDROSTENEDIONE-RIA-CT Kit
B. Katalégové Cislo: KIP0451: 96 testov

C. Vyrobca: DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue du Bosquet 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgicko.

V pripade potreby technickej pomoci alebo informécii pre objednavku sa obratte na:
Tel.: +32 (0)10 84.99.11 Fax: +32 (0)10 84.99.91

I1l. KLINICKE POZADIE

A.  Biologicka ¢innost’

4-Androsten-3, 17-dién (Androstendion) je C19 steroid. Produkuje sa Vv nadoblickach a pohlavnych Zzlazach.
Androstendion je bezprostrednym prekurzorom testosterénu a estronu, pricom oba sa mézu nasledne zmenit’ na estradiol.
Z dévodu pritomnosti 17-oxo (namiesto hydroxylu) skupiny, androstendién m4 relativne slabé androgénne pdsobenie,
odhadované na < 20 % testosterénu. Hoci ide o slaby androgén, hladiny séra androstendiénu mozu prekrodit’ testosteron
vV normalnom ako aj chorobnom stave, vylucovanie androstendionu a produktivita prekracuju Girovne testosteréonu u zZien
a dochadza k vyznamnej konverzii androstendionu na testosteron mimo nadobli¢iek. Okrem toho je néklonnost’ globulinu
viazuceho pohlavny hormén k androstendionu ovel'a mensia k testosteronu alebo estradiolu (1 — 3).

Fyziologickd Uloha androstendiénu nie je dobre zadefinovana. Hladiny séra androstendiénu su vysoké vo fetdlnom
a neonatadlnom sére, klesajii pocas detstva a zvySuju sa v puberte. U normalnych pubertalnych a dospelych muzov
pochadza najvacsi podiel androstendionu zo semennikov, ato bud’ priamo alebo z premeny testosterénu, priCom
u normalnych dospelych Zien sa v podstate rovnaké mnozstvo androstendionu tvori v nadobli¢kach a vaje¢nikoch (2,3).
Zvysené hodnoty androstendionu mozu zohravat vo vyvoji sekundarneho pohlavného ochlpenia pocCas predcasnej
puberty. Hladiny séra androstendiénu vykazuju vyznamné denné kolisanie zavislé od vylu¢ovania ACTH. Tvorbu
androstendionu vo vaje¢nikoch stimuluje luteinizacny hormoén a hladiny séra androstenedionu kolisaju podla
menstrua¢ného cyklu (3). Tvorba androstendionu v nadoblickach vekom postupne klesa u muzov, ako aj u zien. Okrem
toho tvorba androstendiénu vo vajeénikoch klesa po menopauze (3).

B.  Kilinickeé aplikéacie

Meranie androstendionu je uzitoénym ukazovatelom biosyntézy androgénu: ZvysSené hladiny androstendionu sa
prejavuju v kongenitélnej adrendlnej hyperplazii s virilizaciou; navySe hladiny androstendiénu mézu prevladat’ nad
hladinami 17-hydroxy-progesteronu v monitorovani lie¢by tohto ochorenia, napr. menej vyrazné denné kolisanie a
mensia supresia po kratkom vystaveni glukokortikoidom (4). Hladiny séra androstendionu su zvySené aj v pripade
syndromu polycystickych vajeénikov, stromalnej hypertekdzy vaje¢nikov, nedostatonosti 3b-hydroxysteroid
dehydrogendzy a inych pri¢in zvyseného ochlpenia u Zien (3,6 & 7). Z definicie vyplyva, Ze hladiny androstendionu st
norméalne pri idiopaticky zvysenom ochlpeni. ZvySené hladiny séra androstendionu sa mézu zaroveti vyskytovat’ vo
virilizujucich nadoroch nadobliciek a vaje¢nikov (3). V ramci vyhl'adovej $tudie u vyse 1 000 muzov sa preukazalo riziko
rakoviny prostaty vyplyvajice zo vztahu davky a G¢inku androstendionu (5); na potvrdenie tychto vysledkov budu
potrebné d’alsie Studie.



Iv.

PRINCIP METODY

Stanovené mnozstvo androstendiénu s oznacenim *#I konkuruje androstendionu,
ktorého pritomnost’ sa ma merat’ vo vzorke alebo v kalibratore pre stanovené
mnozstvo protilatok imobilizovanych na stenu polystyrénovej skimavky. Po
1 hodine inkubécie pri izbovej teplote (18 — 25 °C) na trepacke sa konkurenéna
reakcia ukonéi aspiraciou. Skumavky sa potom premyji 2 ml pracovnym
premyvacim roztokom aodsaju. Zostroji sa kalibraéna krivka a stanovia sa
koncentracie androstendiéonu vo vzorkach interpolaciou davky z kalibraénej

krivky.
V.  DODAVANE CINIDLA
Cinidla Sada Farba Obnova
96 testov Koéd
Skiimavky potiahnuté 2x48 zIta Pripravené na pouZitie
androstenediénom
Ag 125) lampulka | Cervena | Pripravené na pouzitie
26 ml
111 kBq
STOPOVACIA LATKA:
Androstendién s oznagenim jodu-
125 (stupeh  HPLC) v pufri
s kravskym kazeinom a azidom (<
0,1 %)
CAL n 1 ampulka zlta Pridajte 0,5 ml
- — , lyofilizovan destilovanej vody
Nulovaci kalibrator v huméannom ¥y
sére a tymole.
CAL 5 ampuliek zIta Pridajte 0,5 ml
o — lyofilizovan destilovanej vody
Kalibratory androstendion — N = 1 ¥
az 5 (pozri presné hodnoty na
§titkoch ampuliek) v humannom
sére a tymole.
1 ampulka hnedd | Rozried’te 70 x
| WASH | SOLN ‘ CONC ‘ 10 mi destilovanou vodou
(pouzitie magnetické
Premyvaci roztok (TRIS-HCI) miesadlo).
2 ampulky | striebor | Pridajte 0,5 ml
| CONTROL | N | Iyofilizovan na destilovanej vody
y
Kontrolné séra — N = 1 alebo 2
v huménnej plazme a tymole.
(pozri  presné hodnoty na
Stitkoch ampuliek)

Pozn.: Na riedenie vzoriek pouzite nulovaci kalibrator.

V1.

NEDODAVANY MATERIAL

Tento material je potrebny, aviak nedodava sa so sadou:

1.
2.

©®NO O~ W

VII.

ow>

Destilovana voda

Pipety na davkovanie: 25 pl, 250 pl, 500 pl a 2 ml (odportca sa pouzivat’
presné pipety s jednorazovymi plastovymi §pickami)

Odstredivka

Magnetické miesadlo

Skamavkova trepacka (400 rpm)

5 ml automaticka striekacka (typu Cornwall) na premyvanie
Odsévaci systém (voliteIné)

Mbze sa pouzit akykolvek mera¢ Ziarenia gama schopny merat |
(minimalny vynos 70 %).

PRIPRAVA CINIDLA

Kalibratory: Rozpustite kalibratory s 0,5 ml destilovanej vody

Kontrolné séra: Rozpustite kontrolné séra s 0,5 ml destilovanej vody.
Pracovny premyvaci roztok: Pripravte primerané mnoZzstvo pracovného
premyvacieho roztoku pridanim 69 dielov destilovanej vody do 1 dielu
premyvacieho roztoku (70x). Na premieSanic pouzite magnetické
mieSadlo. Na zaver dia nepouzity pracovny premyvaci roztok zlikvidujte.

VIIl. SKLADOVANIE A DATUM EXSPIRACIE CINIDIEL

=

Pred otvorenim alebo obnovou su vietky komponenty sady stabilné az do
datumu exspiracie uvedeného na Stitku pod podmienkou uskladnenia pri
teplote 2 az 8 °C.

Po rozpusteni budd kalibratory a kontrolné séra stabilné este tyzden pri
teplote 2 az 8 °C. V pripade dlhodobejsieho skladovania by sa mali urobit’
alikvotné podiely auchovavat pri teplote -20°C najviac podas
3 mesiacov. Vyhybajte sa opakovanému zmrazovaniu a rozmrazovaniu.
Cerstvo pripraveny pracovny premyvaci roztok by sa mal spotrebovat’
V ten isty den.

Po prvom pouziti zostane stopovacia latka stabilnd az do datumu
exspiracie, ak sa uskladni v povodnej dobre uzavretej ampulke pri teplote
2az8°C.

Zmeny vo fyzickom vzhlade c¢inidiel zo sady mdézu poukazovat' na
nestabilitu alebo skazenie.

ODBER VZORIEK A PRIPRAVA

Sérové alebo plazmové vzorky sa musia uskladiiovat’ pri teplote 2-8 °C.

Ak sa skiska nevykona do 24 hodin, odporaca sa uskladnenie alikvotnych

podielov pri teplote -20 °C.

Vyhyhbajte sa opakovanému zmrazovaniu a rozmrazovaniu.

Sérum a plazma poskytuji podobné vysledky:
Y (Hep. plazma) = 0,94 x (sérum) + 0,02
Y (EDTA plazma) = 1,01 x (sérum) — 0,03

n=17
n=17

r=0,98
r=0,95

POSTUP

Poznamky k spracovaniu

Sadu ani jej Casti po uplynuti datumu exspiracie nepouzivajte. Nemiesajte
material z roznych Sarzi sad. Pred pouZitim zahrejte vSetky ¢inidla na
izbov( teplotu (18 — 25 °C).

Vsetky ¢inidla a vzorky riadne zamieSajte jemnym potrepanim alebo
krizenim.

Na pridavanie kazdého ¢inidla a vzorky pouZivajte &isti jednoradzovd
pipetova $picku , aby sa zabrénilo krizovej kontaminacii.

Vysoko presné pipety alebo automatizované vybavenie zvysi presnost.
Dodrziavajte ¢asy inkubacie.

Pre kazdy pokus pripravte kalibracna krivku, nepouzivajte udaje
z predchédzajucich pokusov.

Kazda skimavka sa moze pouzit’ len raz.

Postup

Oznacte potreté skimavky dvojmo pre kazdy kalibrator, kontrolné sérum
avzorku. Na stanovenie celkového mnoZstva oznacte 2 normalne
skimavky.

Kratko odstred’te kalibratory, kontrolné séra a vzorky a nadavkujte 25 pl
z kazdého do prislusnych skimaviek.

Do kazdej skimavky nadavkujte 250 pl androstendiénu s oznacenim
125j4du vratane neznacenych skiimaviek pre celkové mnoZstvo.

Rukou jemne potraste stojan so skimavkami s cielom uvolnit’ pripadny
vzduch zachyteny do bubliniek.

Nechajte inkubovat’ pocas 1 hodiny pri izbovej teplote (18 — 25 °C) za
staleho pretrepavania.

Odsajte (alebo dekantujte) obsah z jednotlivych skimaviek (okrem
celkového mnozstva). Dbajte, aby sa Spicka odsavacky dostala az na dno
potretej skimavky s cielom odsat’ vietku kvapalinu.

Premyte skimavky 2 ml pracovného premyvacieho roztoku (okrem
celkového mnozstva) a odsajte (alebo dekantujte). Pocas pridavania
pracovného premyvacieho roztoku sa vyhybajte peneniu.

Skumavky nechajte stat’ zvislo po¢as dvoch minit a odsajte zostavajlcu
kvapku kvapaliny.

Skimavky zmerajte v meraci Ziarenia gama pocas 60 sekind.

VYPOCET VYSLEDKOV

Vypocitajte priemer duplikatnych stanoveni.
Vypotitajte viazant radioaktivitu ako percentualny podiel vdzby stanovenej
pri nulovacom bode kalibratora (0) podl'a tohto vzorca:

Counts (Calibrator or sample)
Counts (Zero Calibrator )

B/BO (%) =

Zostavte graf (B/B0(%)) hodnét pre kazdy bod kalibratora ako funkciu
koncentracie androstendiénu kazdého bodu kalibratora. Vylucte zjavné
anomalie.



4.  Pocitatom podporované metédy sa mozu zaroven pouzit' na zostavenie
kalibra¢nej krivky. V pripade vyuzitia automatického spracovania vysledku
sa odporuca zostrojenie krivky 4 parametrovej logistickej funkcie.

5. Interpoléciou hodndt vzorky (B/BO (%)) stanovte koncentréacie
androstendionu vzoriek z kalibraénej krivky.

6. Pri kazdom rozbore sa musi skontrolovat’ percentualny podiel stopovacej
latky viazanej v absencii neozna¢eného androstendionu (BO/T).

X1l. TYPICKE UDAJE

Nasledujiice udaje sluzia len na ilustraciu a nesmi sa nikdy pouzit' namiesto
kalibra¢nej krivky v realnom case.

ANDROSTENEDIONE-RIA-CT cpm B/Bo (%)
Celkové mnozstvo 48670

Kalibrator 0,0 ng/ml 14867 100,0

0,1 ng/ml 13196 88,8

0,4 ng/ml 9450 63,6

1,0 ng/ml 5910 39,8

4,0 ng/ml 2746 18,5

11,0 ng/ml 987 6,6

X1Il. VYKONNOST A OBMEDZENIA

A Detekény limit
Subezne so sadou inych kalibratorov sa vykonal rozbor dvadsiatich
nulovacich kalibratorov.
Detekény limit, definovany ako zjavna koncentracia dve Standardné
odchylky pod priemernym mnozstvom pri nulovej vézbe, bol 0,03 ng/ml.

B.  Specifickost’

Specifickost polyklonalnych protilitok pouzivanych v tomto rozbore bola
vyhodnotend v ramci RIA ako pomer mnoZstva androstendionu, ktory dosahuje
50 % inhibicie vdzby oznadeného androstendiénu, amnoZstva zlugenin
s krizovou reaktivitou (analogy) s rovnakou inhibiciou.

D. Spravnost’
SKUSKA RIEDENIA
Vzorka Riedenie Teoreticka Merana
koncent. koncent.
(ng/ml) (ng/ml)
Sérum 1 11 ) 4,64
1/2 2,32 2,01
1/4 1,16 0,97
1/8 0,58 0,55
1/16 0,29 0,30
1/32 0,14 0,20
Sérum 2
11 - 8,94
1/2 4,47 3,89
1/4 2,24 2,05
1/8 1,12 0,98
1/16 0,56 0,49
1/32 0,28 0,27
1/64 0,14 0,18
1/128 0,07 0,09
Vzorky boli zriedené s nulovacim kalibratorom.
REGENERACNY TEST
Vzorka priadny Zregenerovany Zregenerovany
androstendion Androstendién (%)
(ng/ml) (ng/ml)
Sérum 8,0 7,7 96
4,0 4,0 100
2,0 1,9 95
1,0 1,0 100
0,5 0,4 80

Pokial’ je ndm zndme, pre tento parameter neexistuje ziadny medzinarodny
referen¢ny material.

Zlucenina KriZova reaktivita
(%)

Androsterén 0,0566
Kaortizol 0,0148
Kortikosterén 0,0047
Kortizon 0,0099
DHEA 0,0155
DHEA-SO4 0,0009
21-Deoxykortizén 0,0006
Estradiol-17[3 Hg
Estriol
Estron ggigg
Etiocholanolén ND
170.-hydroxypregnenolén 0,0840
170L-Hydroxyprogesterén 0,0112
1zoandroster6n ND
Pregnenol6n 0,0168
Progesteron 0,0006
Spironolakton 0,0105

) ) 0,2406
50L-Dihydrotestoster6n
Testosteron

Pozn.: V tejto tabulke sa uvadza krizova reaktivita pre anti androstendion.
ND: nedetekovatel'né

C. Presnost’

PRESNOST VRAMCI ROZBORU  PRESNOST MEDZI ROZBORMI

Sérum | N | <X>%SD cv |[ sérum | N <X>+SD cv
(ng/ml) (%) (ng/ml) (%)
A 10 | 036002 | 45 A 10 | 042£0,04 9,0

B 10 | 604019 | 3.2 B 10 | 1,90+011 |59

SD: standardna odchylka; CV: variany koeficient

E. Oneskorenie medzi poslednym kalibratorom a davkovanim vzorky
Ako sa dalej uvadza, vysledky rozboru zostdvaji spravne aj po
nadavkovani vzorky 24 minGt po pridani kalibratora do potretych
skumaviek.

ONESKORENIE
Sérum 0 12 24"
(ng/ml)
0,49 0,55
1,96 2,13
0,45 0,45
1,69 2,08
XIV. INTERNA KONTROLA KVALITY

Ak vysledky ziskané pre kontrolné sérum 1 a/alebo kontrolné sérum 2 nie
sl v rozsahu stanovenom na Stitku ampulky, nesmu sa pouzit, ak sa
neuvedie uspokojivé vysvetlenie takejto nezrovnalosti.

Ak je to vhodné, kazdé laboratorium moéze vytvorit’ svoju vlastné skupiny
kontrolnych sér, ktoré by sa mali udrZiavat zmrazené v alikvotnych
podieloch.

Kritéria pripustnosti pre rozdiel medzi duplicitnymi vysledkami vzoriek
musia vychadzat’ zo spravnej laboratornej praxe.



XV. REFERENCNE INTERVALY

Tieto hodnoty sa uvadzaji len orientacne; kazdé laboratorium by malo zostavit’
svoj vlastny normalny rozsah hodnét.
Rozsahy su vyjadrené ako 2,5 % az 97,5 % percentilu.

subjekty N Priemer Rozsah
ng/ml

DETI 25 0,4 01-09

MUZI 64 2,0 05-4,8

ZENY 250 2,1 05-4,7

Folikularna faza 45 1,9 09-30

Vrchol ovulécie 14 29 19-47

Lutealna faza 27 2,0 11-4.2

Syndrém polycystickych 25 3,6 22-65
vajeénikov

Po menopauze 45 1,7 0,3-3,7

XVI. OPATRENIA A UPOZORNENIA

Bezpecnost’

Len na diagnostické ucely in vitro.

Tato sada obsahuje '?°1 (pol¢as rozpadu: 60 dni), emitujlce ionizujlce X
(28 keV) ay (35,5 keV) ziarenia.

Tento radioaktivny produkt sa moze odovzdat’ len opravnenym osobam, ktoré ho
moézu pouzivat; nakup, skladovanie, pouzivanie avymenu radioaktivnych
produktov upravuju pravne predpisy krajiny koncového pouzivatela. Produkt sa
v Ziadnom pripade nesmie podavat’ l'ud’om ani zvieratam.

Akakol'vek manipuldcia s radioaktivnymi latkami sa musi vykonavat’ v uréenych
priestoroch, mimo beZne vykonavanej prace. V laboratoriu musi byt kniha
zéznamov o prijati askladovani radioaktivnych materidlov. Laboratorne
vybavenie a sklo, ktoré by sa mohli kontaminovat’ radioaktivnymi latkami, musia
byt’ oddelené, aby nedoslo ku krizovej kontaminacii roznymi radioizotopmi.
Pripadné radioaktivne uniky sa musia ihned vy¢istit' v stlade s postupmi pre
radiaénli  bezpeénost. RAadioaktivny odpad sa musi zlikvidovat v stlade
S miestnymi predpismi organov prislusnych pre dané laboratérium. Dodrziavanie
zakladnych pravidiel pre radiacna bezpecnost’ poskytuje primeranti ochranu.
Zlozky ludskej krvi vtejto sade boli odskusané europskymi a/alebo FDA
scvhalenymi metoédami a st negativne na HBsAg, anti-HCV, anti-HIV-1 a 2.
Ziadna znidma metéda nie je schopna zabezpegit' uplnu istotu, Ze v derivatoch
ludskej krvi sa neprenesie hepatitida, AIDS alebo iné infekcie. Z toho dévodu
musi byt manipuldcia s ¢inidlami, vzorkami séra alebo plazmy v silade
S miestnymi bezpecnostnymi postupmi.

Vsetky zvieracie produkty a derivaty boli zozbierané zo zdravych zvierat. Zlozky
z hovadzieho dobytka pochadzaju z krajin bez hlaseného vyskytu BSE. Napriek
tomu sa so zlozkami obsahujicimi zvieracie latky sa musi zaobchadzat ako
s potencialne infekénymi.

Predchadzajte akémukol'vek kontaktu s ¢inidlami (azid sodny ako konzervaéna
latka). Azid v tejto sade moze reagovat’ s olovom a med’ou v potrubi a méze tak
vytvérat' vysoko vybusné kovové azidy. Pocas premyvania preplachnite odtok
velkym mnozstvom vody s cielom zabranit’ hromadeniu azidu.

V pracovnych priestoroch nefajcte, nepite, nejedzte a nepouzivajte kozmetiku.
Nepipetujte Gstami. Pouzivajte ochranné odevy a jednorazové rukavice.

Viac informécii najdete v karte bezpe¢nostnych udajov o materiali (MSDS).
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XVIII. ZHRNUTIE PROTOKOLU
CELKOVE KALIBRATORY VZORKA(Y)
MNOZSTVO KONTROL
pl ul NE SERA
nl
Kalibratory (0-5) - 25 -
Vzorky, kontrolné - - 25
séra 250 250 250
Stopovacia latka
Inkubécia 1 hodinu pri izbovej teplote (18 — 25 °C) za staleho
pretrepavania
Separéacia - Odsévanie
Pracovny premyvaci 2,0 ml
roztok Odsavajte obozretne
Separéacia
Meranie Skiimavky merajte po¢as 60 sekind

Oddelenie pre pristroje a zariadenia spolo¢nosti Diasource potvrdzuje, Ze
sada sa mézZe pouZivat’' na platforme Stratec Riamat 300. V pripade potreby
dodatoénych informacii sa obrat’te na |\VDInstrumentation@diasource.be

Dalsie preklady tohto nivodu na pouzitie su k dispozicii na stiahnutie na
nasej webovej stranke: https://www.diasource-diagnostics.com/
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