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DHEA-S-RIA-CT

I.  INTENDED USE

Radioimmunoassay for the in vitro quantitative measurement of human 5-Androsten-3p3-OL-17-Dione
Sulphate (Dehydroepiandrosterone Sulphate or DHEA Sulphate) in serum.

I. GENERAL INFORMATION

A. Proprietary name : DIAsource DHEA-S-RIA-CT Kit
B. Catalog number : KIP0481: 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

Dehydroepiandrosterone (DHEA) and its sulphated form, DHEA-S, are the most abundant steroid products of the
adrenal glands. The adrenal is the sole source of these steroids in women, but in men there is also a small
contribution from the testes. Formation of DHEA is stimulated by ACTH producing a significant diurnal variation
in serum concentrations. DHEA is rapidly converted to DHEA-S by an enzyme present in the adrenals, liver and
small intestine. DHEA-S is present at concentrations greater than 200 times that of DHEA and has a longer half-
life, which largely removes the diurnal variation.

The aging influences the endocrine temporal structure, including DHEA-S which can be considered as a biomarker
of aging, since its levels gradually decrease in older subjects. Plasma levels of DHEA-S increase steadily from
about the seventh year of life, than gradually decline after the third decade.

DHEA is a 19-carbon steroid with a molecular weight of 288 Kd and a half-life in plasma of about 1-3 hours. The
molecular weight of DHEA-S is 368.5 Kd and the half-life is about 10-20 hours. DHEA is formed from
pregnenolone by the enzyme 17,20 desmolase and metabolised to androstenedione or testosterone by 3 beta- or 17
beta-hydrosteroid dehydrogenase repectively. Hydrosteroid sulphatase converts DHEA to DHEA-S and
sulphohydrolase reverses this reaction.

B. Clinical Applications

Raised levels of DHEA-S are found in the plasma of patients with adrenal tumors or with congenital adrenal
hyperplasia. DHEA-S may also be slightly elevated in patients with polycystic ovaries, supporting an adrenal
component to the virilization seen in this condition. HCG-production tumors in men may lead to increased
testicular DHEA production.

DHEA-S is often assayed in conjunction with free testosterone as an initial screen for hyperandrogenism in
hirsutism. Sometimes DHEA-S is the only hormone circulating at a level above normal, and is apparently more
likely to be elevated during the early stages of hirsutism than most other androgens.

DHEA-S is usually undetectable with adrenal insufficiency or panhypopituitarism. Concentrations are slightly
decreased in pregnancy and with oral contraceptive use and markedly decreased following glucocorticoid
administration.

Low circulating concentrations are seen with severe illness and in patients with AIDS.



Iv.

PRINCIPLES OF THE METHOD

A fixed amount of °I labelled DHEA-S competes with the DHEA-S to be
measured present in the sample or in the calibrator for a fixed amount of antibody
sites being immobilized to the wall of a polystyrene tube. After 1-hour incubation
at 37°C in water bath, an aspiration step terminates the competition reaction. The
tubes are then washed twice with 2 ml of Working Wash Solution and aspirated.
A calibration curve is plotted and the DHEA-S 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 ivory | Ready for use
DHEA-S

Ag 25 1 vial red Ready for use

55 ml
450 kBq

TRACER:  ®lodine labelled
DHEA-S (HPLC grade) in buffer
with bovine serum albumin and
azide (<0.1%)

Zero calibrator in human serum,
thymol

CcAL “ Tvial | yellow | Add 0.5 ml distilled
lyophilised water

(see

Calibrators DHEA-S - N=1to 5

human plasma, thymol

5 vials yellow | Add 0.5 ml distilled
lyophilised water

exact values on vial labels) in

1 vial brown | Dilute 70 x with

| WASH | SOLN ‘ CONC ‘ 10 ml distilled water (use a

Wash solution (TRIS-HCI)

magnetic stirrer).

2 vials silver | Add 0.5 ml distilled

| CONTROL | N

| Lyophilised water

(see

Controls - N =1 or 2
in human plasma, thymol

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.
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VIII.

Distilled water

Pipettes for delivery of: 10 pl and 500 pl (the use of accurate pipettes with
disposable plastic tips is recommended)

Vortex mixer

Magnetic stirrer

Water bath at 37°C

5 ml automatic syringe (Cornwall type) for washing

Aspiration system (optional)

Any gamma counter capable of measuring *?° 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.

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.

IX.  SPECIMEN COLLECTION AND PREPARATION

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

- If the test is not run within 24 hours, storage in aliquots at -20°C is
recommended.

- Avoid successive freezing and thawing.

X. PROCEDURE

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

B. Procedure

Label coated tubes in duplicate for each calibrator, control and sample.

For the determination of total counts, label 2 normal tubes.

2. Briefly vortex calibrators, controls and samples and dispense 10 ul of each
into respective tubes.

3. Dispense 500 pl of **lodine labelled DHEA-S into each tube, including
the uncoated tubes for total counts.

4, Shake the tube rack gently by hand to liberate any trapped air bubbles.

5. Incubate for 1 hour at 37°C in water bath.

6. 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.

7. 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.

=

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

9. Let the tubes stand upright for two minutes and aspirate the remaining
drop of liquid.

10.  Count tubes in a gamma counter for 60 seconds.

XI.  CALCULATION OF RESULTS

=

Calculate the mean of duplicate determinations.
2. 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 (%) =
) Counts (Zero Calibrator )

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

4. 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.

5. By interpolation of the sample (B/B0 (%)) values, determine the DHEA-S
concentrations of the samples from the calibration curve.

6. For each assay, the percentage of total tracer bound in the absence of
unlabelled DHEA-S (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.

DHEA-S-RIA-CT cpm B/Bo (%)
Total count 164710

Calibrator 0.0 pg/dl 34266 100.0
1.7 pg/dl 31393 91.6

9.7 pg/dl 21411 62.5

41.0 pg/dl 11078 32.3

219.0 pg/dl 3398 9.9

1090.0 pg/dl 877 2.6




Conversion factor:
From pg/dl to pmol/Il : x 0.0271
From pmol/Il to pg/dl : x 36.85

XI1ll. PERFORMANCE AND LIMITATIONS

A. Detection limit
Twenty zero calibrators were assayed along with a set of other calibrators.
The detection limit, defined as the apparent concentration two standard
deviations below the average counts at zero binding, was 1.23 pg/dl.

B. Specificity

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

Compound Cross-Reactivity
(%)
DHEA-S 100.00
DHEA <0.05
DHEA-Glucuronide <0.05
Androstenediol <0.05
Estrone-Sulfate 0.08
5a-Dihydrotestosterone <0.05
Testosterone <0.05

Note : This table shows the cross-reactivity for the anti DHEA-S.

C. Precision

INTRA-ASSAY PRECISION INTER-ASSAY PRECISION

E. Time delay between last calibrator and sample dispensing

As shown hereafter, assay results remain accurate even when a sample is
dispensed 30 minutes after the calibrator has been added to coated tubes.

TIME DELAY
Serum 0 10' 20" 30"
(ng/di)
Serum1 | 30.8 3338 315 312
Serum2 | 985 1135 118.2 102.5

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 (age group) N Mean (ug/dl) Range *

Women
<15 15 129.7 37.8 - 2645
15-19 19 276.7 117.3 - 531.0
20-24 16 2440 118.7 - 428.9
25-29 33 197.5 70.2 - 413.4
30-34 29 175.1 75.2 - 398.7
35-39 23 162.0 63.3 - 291.4
40-44 19 144.4 37.3 - 255.8
45-49 13 109.8 20.9 - 198.0
50-54 16 117.0 26.8 - 3754
55-59 13 102.9 345 - 1781
60-64 10 92.8 246 - 182.3
> 65 15 114.3 6.3 - 377.0

Men
<15 14 138.9 349-284.1
15-50 42 262.2 80.5-479.4
> 50 37 177.6 51.8-470.7

Serum N <X>*SD CcVv Serum N <X>*SD cv
(Mg/dI) (%) (g/dI) (%)
A 20 | 321%19 5.9 A 12 30.8+2.0 6.5
B 20 | 107451 3.6 B 12 1055+ 6.5 6.5
SD: Standard Deviation; CV: Coefficient of variation
D. Accuracy
DILUTION TEST
Sample Dilution Theoretical Measured
Concent. Concent.
(grdl) (ng/dI)
Serum 1 1 389.6
12 194.8 168.1
1/4 97.4 92.3
1/8 48.7 50.7
1/16 24.3 27.1
Serum 2 n 850
12 425 38.3
1/4 21.2 19.0
1/8 10.6 10.6
1/16 5.3 7.0
Samples were diluted with the zero calibrator.
RECOVERY TEST
Sample added DHEA-S Theoretical Measured Recovered
(Mo/dI) (hrdi) DHE/‘S‘I'S DHEA-S %
Serum 0 NA 26.0 NA
25 51 59.7 117
50 76 80.6 106
100 126 128.1 101.6

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

XVI. PRECAUTIONS AND WARNINGS

Safety

For in vitro diagnostic use only.

This kit contains 21 (half-life: 60 days), emitting ionizing X (28 keV) and vy
(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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XVIIL. SUMMARY OF THE PROTOCOL
TOTAL CALIBRATORS SAMPLE(S)
COUNTS CONTROLS
ul nl nl
Calibrators (0-5) - 10 -
Samples, controls - - 10
Tracer 500 500 500
Incubation 1 hour at 37°C in water bath
Separation - Aspirate
Working Wash solution 2.0ml
Separation Aspirate
Working Wash solution 2.0ml
Separation Aspirate carefully
Counting Count tubes for 60 seconds

Other translations of this Instruction for Use can be downloaded from our
website: https://www.diasource-diagnostics.com/
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Lire entierement le protocole avant utilisation.

DHEA-S-RIA-CT

I.  BUT DU DOSAGE

Trousse de dosage radio-immunologique pour la mesure quantitative in vitro de la 5-Androsténe-3(3-
OL-17-Dione Sulfate humaine (Déhydro-épiandrostérone Sulfate ou DHEA Sulfate) dans le sérum
humain.

I1. INFORMATIONS GENERALES
A. Nom du produit : DIAsource DHEA-S-RIA-CT kit
B. Numéro de catalogue : KIP0481: 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

La déhydro-épiandrostérone (DHEA) et sa forme sulfate, la DHEA-S, sont les stéroides les plus abondants
produits par les glandes surrénales. La glande surrénale est la seule source de ces stéroides chez la femme, mais,
chez I'nomme, les testicules en produisent également un peu. La formation de DHEA est stimulée par 'ACTH,
produisant une variation diurne significative des concentrations sériques. La DHEA est rapidement convertie en
DHEA-S par une enzyme présente dans les surrénales, le foie et I'intestin gréle. La DHEA-S est présente a des
concentrations 200 fois supérieures & celles de la DHEA et elle a un temps de demi-vie plus long qui gomme en
grande partie la variation diurne.

L'age influence la structure endocrine temporelle, y compris la DHEA-S qui peut étre considérée comme un
marqueur biologique de I'dge puisque ses taux diminuent progressivement chez les sujets plus agés. Les taux
plasmatiques de la DHEA-S augmentent régulierement depuis I'dge de sept ans environ et puis diminuent
progressivement apres la trentaine.

La DHEA est un stéroide a 19 carbones, d'un poids moléculaire de 288 Kd et d'une demi-vie plasmatique de 1 a 3
heures. Le poids moléculaire de la DHEA-S est de 368.5 Kd et sa demi-vie d'environ 10 a 20 heures. La DHEA est
formée a partir de la prégnénolone par l'enzyme 17,20 desmolase et est métabolisée en androsténedione ou en
testostérone par, respectivement, la 3 béta- ou la 17 béta-hydrostéroide déshydrogénase. La hydrostéroide sulfatase
convertit la DHEA en DHEA-S et la sulfohydrolase inverse cette réaction.

B. Applications cliniques

Des taux élevés de DHEA-S sont trouvés dans le plasma de patients avec une tumeur surrénalienne ou avec une
hyperplasie surrénalienne congénitale. La DHEA-S peut également étre légérement élevée chez les patients avec
des ovaires polykystiques renforcant une composante surrénalienne de la virilisation vue dans cette condition. Les
tumeurs productrices d'HCG peuvent conduire chez I'hnomme a l'augmentation de la production testiculaire de
DHEA.

La DHEA-S est souvent dosée en conjonction avec la testostérone libre lors d'un screening initial d'un
hyperandrogénisme en cas d'hirsutisme. Parfois, la DHEA-S est la seule hormone circulante a étre au-dessus des
valeurs normales et a apparemment plus de chances d'étre élevée dans les premiers stades de I'hirsutisme que la
plupart des autres androgenes.

La DHEA-S est généralement indétectable dans l'insuffisance surrénalienne ou le panhypopituitarisme. Les
concentrations diminuent faiblement pendant la grossesse et lors d'une contraception orale et diminuent fortement
aprés lI'administration de glycocorticoides.

Des concentrations circulantes basses se voient dans des maladies séveéres et chez les patients atteints du SIDA.
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PRINCIPE DU DOSAGE

Une quantité fixe de DHEA-S marquée a 1*%] est en compétition avec la DHEA-
S a mesurer et présente dans 1’échantillon ou dans le calibrateur pour une quantité
fixe d’anticorps immobilisés sur les parois du tube en polystyréne. Aprés 1 heure
d’incubation a 37°C dans un bain-marie, le liquide est aspiré pour terminer la
réaction de compétition. Les tubes sont lavés deux fois avec 2 ml de Solution de
Lavage et aspirés a nouveau. Une courbe de calibration est réalisée et la
concentration en DHEA-S des échantillons est déterminée par interpolation de la
dose sur la courbe de calibration.

V. REACTIFS FOURNIS
Réactifs 96 Tests Code Reconstitution
couleur
2x48 Ivoire Prét a I’emploi
H Tubes recouverts avec
I’anti DHEA-S
1 flacon Rouge Prét a I’emploi
55 ml
450 kBq
TRACEUR: DHEA-Smarquée a
1"'?]ode (grade HPLC) dans un
tampon avec de ’albumine bovine et
de I’azoture 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
i R lyophilisés distillée
Calibrateurs DHEA-S - N =125 (cf.
valeurs exactes sur chaque flacon)
dans du plasma 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
Controles - N =1ou 2
dans du plasma humain et, du thymol
(cf. valeurs exactes sur chaque
flacon)
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: 10 pl et 500 pl (I’utilisation de pipettes précises et
de pointes jetables en plastique est recommandée)
3. Agitateur vortex
4. Agitateur magnétique
5. Bain-marie 4 37°C
6. Seringue automatique de 5 ml (type Cornwall) pour les lavages
7. Systéme d’aspiration
8. Tout compteur gamma capable de mesurer 1’1251 peut étre utilisé
(rendement minimum 70%).
VIl. PREPARATION DES REACTIFS
A. Calibrateurs : Reconstituer les calibrateurs avec 0,5 ml d’eau distillée.
B. Controles : Reconstituer les contrdles avec 0,5 ml d’eau distillée.
C. 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
Lavage non utilisée a la fin de la journée.

VIII.

=

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 doivent étre gardés entre 2 et 8°C.

Si le test n’est pas réalisé dans les 24 heures, un stockage a -20°C est
recommandg.

Eviter des cycles de congélation et décongélation successifs.

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.

Mélanger 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, contréle. 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 10 ul de chacun d’eux dans leurs tubes respectifs.
Distribuer 500 pl de DHEA-S marquée a 1’ *lode dans chaque tube, y
compris les tubes sans anticorps pour la détermination de ’activité totale.
Agiter gentiment le portoir de tubes pour libérer toute bulle d’air
emprisonnée.

Incuber pendant 1 heure dans un bain-marie a 37°C.

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

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

moyenne des cpm (CAL ou échantillo n) 100
moyenne des cpm (CAL 0)

B/BO (%) =

Porter en ordonnée les valeurs exprimées en pourcentage de liaison
(B/B0(%)) de chaque point de calibration et en abscisse leur concentration
respective en DHEA-S, écarter les valeurs aberrantes.

Des méthodes informatiques peuvent aussi étre utilisées pour construire la
courbe de calibration. Si un systéme d’analyse de traitement informatique
des données est utilisé, il est recommandé d’utiliser la fonction « 4
paramétres » du lissage de courbes.
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L’interpolation des valeurs de chaque échantillon (B/B0(%)) détermine les
concentrations en DHEA-S a partir de la courbe de calibration.

Pour chaque essai, le pourcentage total de traceur lié en absence de
DHEA-S non marquée (BO/T) doit étre vérifié.

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.

TEST DE RECUPERATION

Echantillon DHEA-S DHEA-S récupéré Recupération
ajouté (ug/dl) (pg/dl) (%)
Serum 0 NA 26.0
25 51 59.7
50 76 80.6
100 126 128.1

DHEA-S-RIA-CT cpm B/Bo (%)
Activité totale 164710
Calibrateur 0,0 pg/dl 34266 100.0
1.7 pgldl 31393 91.6
9.7 pg/dl 21411 62.5
41.0 pg/dl 11078 32.3
219.0 pg/dl 3398 9.9
1090.0 pg/dl 877 2.6
X111. 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 1,23 pg/dl.
B. Spécificité

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

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

paramétre.
E. Délai entre la distribution du dernier calibrateur et celle de
I’échantillon

Comme montré ci-dessous, les résultats d’un essai restent précis méme
quand un échantillon est distribué 30 minutes aprés que le calibrateur ait
été ajouté aux tubes avec ’anticorps.

DELAI
Sérum o 10° 20° 30"
(ng/di)

Sérum 1 30.8 33.8 315 31.2
Sérum 2 98.5 1135 118.2 102.5

Composé Réactivité Croisée (%)

DHEA-S 100,00
DHEA <0,05
DHEA-Glucuronide < 0,05
Androstenediol <0,05
Oestrone -Sulfate 0,08

5a.-Dihydrotestostérone <0,05
Testostérone <0,05

Note: cette table montre la réactivité croisée pour I’anti-DHEA-S

XIV.

XV.

CONTROLE DE QUALITE INTERNE

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

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

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

VALEURS ATTENDUES

Les valeurs sont données a titre d’information; chaque laboratoire doit établir ses
propres écarts de valeurs.
Domaine de mesure basé sur les percentiles de 2,5% & 97,5%.

C. Précision
INTRA-ESSAI INTER-ESSAI
Sérum | N <X>+SD cVv Sérum | N <X>+SD cv
(Mg/dI) (%) (Hg/dI) (%)
A 20 | 321%19 5.9 A 12 30.8 2.0 6.5
B 20 | 107.4%5.1 3.6 B 12 1055+ 6.5 6.5
SD : Déviation Standard; CV: Coefficient de variation
D. Exactitude
TEST DE DILUTION
Echantillon Dilution Concent. Théorique Concent. Mesurée
(ng/dl) (g/dl)
Serum 1 n 389,6
12 194,8 168,1
1/4 97,4 92,3
1/8 48,7 50,7
1/16 24,3 27,1
Serum 2
171 85,0
12 425 38,3
1/4 21,2 19,0
1/8 10,6 10,6
1/16 53 7,0

Sujets (groupes d'age) N Moyen (ug/dl) | Domaine de mesure

Femmes
<15 15 129,7 37,8 - 264,5
15-19 19 276,7 117,3 - 531,0
20-24 16 2440 118,7 - 428,9
25-29 33 197,5 70,2 - 4134
30-34 27 175,1 75,2 - 398,7
35-39 23 162,0 63,3 - 2914
40-44 19 1444 37,3 - 255,8
45-49 13 109,8 20,9 - 198,0
50-54 16 117,0 26,8 - 375,4
55-59 13 102,9 34,5 - 178,1
60-64 10 92,8 24,6 - 1823
> 65 15 1143 6,3 - 377,0

Hommes
<15 14 138,9 34,9 -284,1
15-50 42 262,2 80,5-479,4
> 50 37 177,6 51,8 —470,7

Les échantillons ont été dilués avec le Calibrateur zéro.




XVI. PRECAUTIONS ET AVERTISSEMENTS

Sécurité

Pour utilisation en diagnostic in vitro uniquement.

Cette trousse contient de 1'**I (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, 1’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 I’homme 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 maniére a respecter les réglementations en vigueur. L'adhésion aux
régles 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, ’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’azoture de sodium est nocif s’il est inhalé, avalé ou s'il entre en contact avec la
peau (I’azoture de sodium est utilis€ comme agent conservateur). L’azoture 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 1’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)

XVII. BIBLIOGRAPHIE

1. Orentreich N, BrindJ, Rizer R, Vogelman J : Age changes and sex
differences in serum dehydroepiandrosterone sulphate concentrations
throughout adulthood. J Clin Endocrinol Metab 59:551-555, 1984.

2. Orentreich N, Brind J, Vogelman J, Andres R, Baldwin H. : Long-term
longitudinal measurements of plasma dehydroepiandrosterone
sulphate in normal men. J Clin Endocrinol Metab 75:1002-1004, 1992.

3. Abbasi A, Drinka P, Mattson D, Rudman D : Low circulating levels of
insulin-like growth factors and testosterone in chronically
institutionalized elderly men. J Am Geriatr Soc 41:975-981, 1993.

4. Belanger A, Candas B, Dupont A et al Changes in serum
concentrations of conjugated and unconjugated steroid in 40 to 80
year old men. J Clin Endocrinol Metab 79:1086-1090, 1994.

5. Borst S, Millard W, Lowenthal D : Growth hormone, exercise, and
aging : the future of therapy for the frail elderly. J Am Geriatr Soc
42:528-535, 1994.

6. Morales A, Nolan J, Nelson J, Yen S : Effects of remplacement dose of
dehydroepiandrosterone in men and women of advancing age. J Clin
Endocrinol Metab 78:1360-1367, 1994.

7. Tenover J : Androgen administration to aging men. Clin Andol 23:877-
892, 1994.
8. Rosenfeld R, Rosenberg B, Fukushima D, Heuman L : 24 hour secretory

pattern of dehydroepiandrosterone and dehydroandrosterone
sulphate. J Clin Endocrinol 40:850-855, 1975.

9. Liu C, Laughlin G, Fischer U, Yen S : Marked attenuation of ultradian
and circadian rhythms of dehydroepiandrosterone in postmenopausal
women : evidence for a reduced 17,20-desmolase enzymatic activity. J
Clin Endocrinol Metab 71:900-906, 1990.

10. Thomas G, Frenoy N, Legrain S, Sebag-Lanoe R, Baulieu E, Debuire B :
Serum dehydroepiandrosterone sulphate levels as an individual
marker. J Clin Endocrinol Metab 79:1273-1276, 1994.

11.  Tissandier O, Peres G, Fiet J, Piette F Testosterone,
dehydroepiandrosterone, insulin-like growth factor 1, and insulin in
sedentary and physically trained aged men. Eur J Appl Physiol 85:177-
184; 2001.

12.  Guagnano MT, Del Ponte A, Manigrasso MR, Merlitti D, Pace-Palitti V,
Sensis S : Age-related circadian rhythm of DHEA-S plasma levels in
male subjects. Biological Rhythm Research 32,3:323-331, 2001.

13.  Derksen J, Nagesser S.K, Meinders A.E, Haak H.R, VVan De Velde C.J.H :
Identification of virilizing adrenal tumors in hirsute women. New Engl
J Med 331(15):968-973, 1994.

14.  Lobo R.A, Paul W.L, Goebelsmann U : dehydroepiandrosterone
sulphate as an indicator of adrenal androgen function. Obstet Gynecol
57:69-73, 1981.

15.  Cacciari E : Gonadal and adrenal secretion of dehydroepiandrosterone
sulphate in prepubertal and pubertal subjects. J Endocrinol Invest
4:197-202, 1981.

16. Ebeling P, Koivisto V.A Physiological importance  of
dehydroepiandrosterone. Lancet 343:1479-1481, 1994.

XVII.RESUME DU PROTOCOLE

ACTIVITE CALIBRA- ECHANTILLON(S)
TOTALE TEURS CONTROLES

) (1) (ul)
Calibrateurs (0 a 5) - 10 -
Echantillons, - - 10
controles
Traceur 500 500 500
Incubation 1 heure dans un bain-marie a 37°C
Séparation - aspiration
Solution de Lavage 2,0ml
Séparation aspiration
Solution de Lavage 2,0ml
Séparation Aspiration (prudemment)
Comptage Temps de comptage des tubes : 60 secondes
(radioactivité)




C€

Lees het hele protocol vo6r gebruik.

DHEA-S-RIA-CT

I.  BEOOGD GEBRUIK

Radioimmunoassay voor de kwantitatieve bepaling in vitro van humaan 5-androstene-33-OL-17-dione
sulfaat (dehydro-epiandrosteronsulfaat of DHEA-sulfaat) in serum.

Il. ALGEMENE INFORMATIE
A. Gedeponeerd handelsmerk:  DIAsource DHEA-S-RIA-CT kit
B. Catalogusnummer: KIP0481: 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

Dehydro-epiandrosteron (DHEA) en zijn gesulfateerde vorm, DHEA-S, zijn de belangrijkste steroiden van de
bijnieren. Bij vrouwen zijn de bijnieren de enige bron van deze steroiden maar bij mannen produceren ook de
testes in geringe mate deze steroiden. ACTH stimuleert de vorming van DHEA waardoor er een significante
diurnale variatie in serumconcentratie ontstaat. DHEA wordt snel in DHEA-S omgezet door een enzym dat in de
bijnieren, de lever en de dunne darm aanwezig is. DHEA-S is in een concentratie aanwezig die 200 keer groter is
dan die van DHEA en heeft een langere halfwaardetijd, waardoor de diurnale variatie in grote mate wordt
opgeheven.

Het ouder worden heeft een invloed op de endocriene temporale structuur, inclusief DHEA-S die als een
biomarker voor het ouder worden kan worden beschouwd aangezien de concentratie ervan bij oudere patiénten
geleidelijk aan daalt. VVanaf ongeveer het zevende levensjaar stijgt de plasmaspiegel van DHEA-S gestaag, waarna
die vanaf de leeftijd van dertig jaar geleidelijk aan daalt.

DHEA is een C-19 steroid met een moleculair gewicht van 288 Kd en een halfwaardetijd in plasma van ongeveer
1 - 3 uur. Het moleculair gewicht van DHEA-S is 368,5 Kd en de halfwaardetijd bedraagt ongeveer 10 - 20 uur.
DHEA wordt uit pregnenolon gevormd door het enzym 17,20 desmolase en gemetaboliseerd tot androstenedione
of testosteron door respectievelijk 3 beta- of 17 beta-hydroxysteroid dehydrogenase. Hydroxysteroid sulfatase zet
DHEA om in DHEA-S, terwijl sulfohydrolase deze reactie omkeert.

B.  Klinische toepassingen

Bij patiénten met een bijniertumor of met congenitale bijnierhyperplasie wordt een verhoogde DHEA-S-
concentratie waargenomen. DHEA-S kan ook bij patiénten met het polycysteus-ovariumsyndroom lichtjes
verhoogd zijn, waarbij een bijniercomponent bijdraagt tot de virilisatie die bij deze aandoening wordt gezien.
Tumoren met HCG-productie bij mannen kunnen tot een verhoogde testiculaire DHEA-productie leiden.

Dikwijls wordt DHEA-S samen met vrij testosteron getest als een initiéle screening voor hyperandrogenisme bij
hirsutisme. Soms is DHEA-S het enige hormoon dat in een hogere concentratie dan normaal circuleert en blijkbaar
is het meer waarschijnlijk dat het — in vergelijking met andere androgenen — in hogere mate voorkomt tijdens de
vroege stadia van hirsutisme.

Gewoonlijk kan DHEA-S niet worden gedetecteerd bij bijnierschorsinsufficiéntie of panhypopituitarisme. Tijdens
de zwangerschap en bij gebruik van een oraal anticonceptiemiddel is de concentratie lichtjes verlaagd, terwijl die
na toediening van glucocorticoiden aanzienlijk verlaagd is.

Bij een ernstige ziekte en bij aids-patiénten worden er lage circulerende concentraties waargenomen.



Iv.

Een vaste hoeveelheid 1 gelabeld DHEA-S concurreert met

BESCHRIJVING VAN DE METHODE

DHEA-S 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 37°C in een
waterbad, wordt de concurrentiereactie beéindigd door een aspiratiefase. Daarna
worden de buisjes tweemaal gewassen met 2 ml werk-wasoplossing en opnieuw
afgezogen. Een kalibratiecurve wordt uitgezet en de concentraties van DHEA-S
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 Ivoor Klaar voor gebruik
U DHEA-S
Ag 125) 1flacon | Rood | Klaar voor gebruik
55 ml
450 kBq
Tracer : DHEA-S-gelabeld met ‘?5jood
(HPLC-kwaliteit) in buffer met bovien
albumine en azide (< 0,1%)
CAL “ 1 flacon Geel | 0,5 ml gedestilleerd
gevries- water toevoegen
Nulkalibrator in humaan serum met droogd
thymol
CAL “ 5 flacons Geel | 0,5 ml gedestilleerd
gevries- water toevoegen
Kalibrators DHEA-S : N =1tot5 droogd
(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
Wasoplossing 70x : TRIS-HCI magnetische roerder)
| CONTROL | N | 2 flacons, | zilver | 0,5 ml gedestilleerd
gevries- water toevoegen
droogd
Controles: N =1 of 2
in humaan plasma 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 10 pl en 500 pl (het gebruik van
nauwkeurige pipetten met plastic wegwerptips wordt aanbevolen).

3. Vortexmenger.

4. Magnetische roerder.

5. Waterbad bij 37°C

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

7. Afzuigsysteem (facultatief).

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

VII. BEREIDING VAN HET REAGENS

A. Kalibrators: Reconstitueer de kalibrators met 0,5 ml gedestilleerd water.

B. Controles: Reconstitueer de controles met 0,5 ml gedestilleerd water.

C. 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.

VIII.

9.

10.

XL

1.

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

Serummonsters 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.

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.

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 10 pl van elk in het desbetreffende buisje.

Distribueer 500 pl DHEA-S dat met *°I 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 37°C in een waterbad

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

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

Was de buisjes 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 (%) =
%) cpm (Nulkalibr ator)

100

Zet de (B/B0(%)) waarden uit voor elk kalibratorpunt, als een functie van
de DHEA-S concentratie van elk kalibratorpunt verwerp hierbij de
duidelijke uitschieters.

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.

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

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

XI1l. 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

Monster Verdunning Theoretische Concentratie die
concentratie bepaald werd
(Hg/dl) (Mg/d)

Serum 1 n 389,6

12 194,8 168,1

1/4 97,4 92,3

1/8 48,7 50,7

1/16 243 27,1
Serum 2

71

12 85,0

1/4 42,5 38,3

1/8 21,2 19,0

1/16 10,6 10,6

53 7,0

DHEA-S-RIA-CT Cpm B/Bo (%)
Totaaltelling 164710

Kalibrator 0,0 pg/dl 34266 100,0
1,7 pg/dl 31393 91,6

9,7 ug/dl 21411 62,5

41,0 pg/dl 11078 323

219,0 po/dl 3398 9,9

1090,0 pg/dl 877 2,6

Omrekeningsfactor:
Van pg/dl naar umol/l: x 0,0271

Van pmol/l naar pg/dl: x 36,85

XII1. EIGENSCHAPPEN EN GRENZEN

A.  Detectielimiet
Twintig nulkalibrators werden bepaald, samen met de serie andere
kalibrators. De detectielimiet, omschreven als de schijnbare concentratie
van twee standaarddeviaties onder de gemiddelde tellingen bij nulbinding,
bedroeg 1,23 pg/dl.

B.  Specificiteit

De percentages van kruisreactiviteit geschat naar de vergelijking van de
concentraties (een remming van 50% toegevend) zijn respectievelijk:

Monsters werden verdund met de Nulkalibrator.

RECOVERY-TEST

Monster DHEA-S Theoretische Gemeten Recovery
toegevoegd DHEA-S DHEA-S (%)
(Hg/dl) (hgrd) (hg/d)
Serum 0 NA 26,0 NA
25 51 59,7 117
50 76 80,6 106
100 126 128,1 101,6

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 30 minuten na toevoeging van de
kalibrator over de gecoate buisjes gedistribueerd wordt.

Bestanddeel Kruisreactiviteit
(%)
DHEA-S 100,00
DHEA <0,05
DHEA-glucuronide < 0,05
Androsteendiol <0,05
Estron-Sulfaat 0,08
5a.-Dihydrotestosteron <0,05
Testosteron <0,05

TIJDSPANNE
Serum 0' 10" 20 30"
(mgrdI)
Serum 1 30,8 33,8 31,5 31,2
Serum 2 98,5 1135 118,2 102,5

Nota: Deze tabel toont de kruisreactiviteit voor het anti -DHEA-S

C. Precisie

PRECISIE BINNEN EEN TEST PRECISIE TUSSEN TESTEN

Serum N <X>+SD vC Serum N <X>+SD vC
(Hg/dl) (%) (Hg/dl) (%)

A 20 32,1+19 59 A 12 30,8+2,0 6,5

B 20 107,4+£51 3,6 B 12 1055+ 6,5 6,5

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.
Bereik gebaseerd op 2.5% & 97.5% percentielen.




ooy | M| e | orn

Vrouwen
<15 15 129,7 37,8 - 264,5
15-19 19 276,7 117,3 - 531,0
20-24 16 2440 118,7 - 428,9
25-29 33 197,5 70,2 - 413,4
30-34 27 175,1 75,2 - 398,7
35-39 23 162,0 63,3 - 291,4
40-44 19 1444 37,3 - 2558
45-49 13 109,8 20,9 - 198,0
50-54 16 117,0 26,8 - 375,4
55-59 13 102,9 34,5 - 178,1
60-64 10 92,8 24,6 - 182,33
> 65 15 114,3 6,3 - 377,0

Mannen
<15 14 138,9 34,9-284,1
15-50 42 262,2 80,5-479,4
> 50 37 177,6 51,8 - 470,7

XVI. VOORZORGSMAATREGELEN EN WAARSCHUWINGEN

Veiligheid

Uitsluitend voor in vitro diagnostisch gebruik.

Deze kit bevat *°| (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
loghoek 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 kruishesmetting 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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XVII.SAMENVATTING VAN HET PROTOCOL

TOTAAL- KALIBRATORS MONSTER(S)
TELLINGEN CONTROLES
(CU] (CU] (1)
Kalibrators (0 tot 5) - 10 -
Monsters, controles - - 10
Tracer 500 500 500

Scheiding

Incubatie 1 uur bij 37°C in een waterbad
Scheiding - Opzuigen
Werk-wasoplossing 2,0ml
Scheiding Opzuigen
Werk-wasoplossing 2,0ml

Voorzichtig opzuigen

Telling

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

DHEA-S-RIA-CT

I.  VERWENDUNGSZWECK

Ein Radio-Immunoassay fiir die quantitative in vitro Bestimmung von humanem 5-Androsten-33-OL-
17-Dione Sulfat (Dehydroepiandrosteron - Sulfat oder DHEA - Sulfat) in Serum.

Il. ALLGEMEINE INFORMATION
A. Handelsbezeichnung : DIAsource DHEA-S-RIA-CT Kit
B. Katalognummer : KIP0481: 96 Tests

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

Fir technische Unterstitzung 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

Dehydroepiandrosteron (DHEA) und seine sulfatierte Form (DHEA-S), sind die am reichlichst vorhandenen
steroiden Produkte der Nebennierendriisen. Die Nebenniere ist die Hauptquelle dieser Steroide bei Frauen, wahren
d bei Ménnern eine geringe Abgabe Uber die Hoden erfolgt. Die Freisetzung von DHEA wird durch ACTH
stimuliert, das eine signifikante tdgliche Schwankung der Serumkonzentrationen hervorruft. DHEA wird mittels
eines Enzyms, das in der Nebenniere, der Leber und im Diinndarm vorhanden ist, schnell in DHEA-S
umgewandelt. DHEA-S kommt in bis ber 200 mal hoheren Konzentrationen vor als DHEA und hat eine langere
Halbwertszeit, was die Tagesschwankung gréRtenteils neutralisiert.

Die Einflusse des Alterns auf die endokrine temporale Struktur, einschlieRlich auch auf DHEA-S, das deswegen
als ein Biomarker des Alters angesehen werden kann, wird durch den schrittweisen Riickgang der Bildung dieser
Substanzen bei &lteren Subjekten bewiesen. Die Plasma-Level von DHEA-S steigen stetig ab dem siebten
Lebensjahr und sinken schrittweise nach dem dritten Jahrzehnt.

DHEA ist ein 19-carbon Steroid mit einem Molekulargewicht von 288 Kd und einer Halbwertszeit in Plasma von
ungeféhr 1 — 3 Stunden. Das Molekulargewicht von DHEA-S betrdgt 368.5 Kd und die Halbwertszeit liegt bei
ungeféhr 10 — 20 Stunden. DHEA wird aus Pregnenolon durch das Enzym 17, 20 Desmolase gebildet und
metabolisiert zu Androstendion oder Testosteron durch jeweils 3 Beta- oder 17 Beta-Hydrosteroid Dehydrogenase
. Hydrosteroid Sulphatase wandelt DHEA in DHEA-S und Sulphohydrolase kehrt diese Reaktion um.

B. Klinische Anwendungen

Steigende Werte von DHEA-S werden im Plasma von Patienten mit Nebennierentumoren oder beim
adrenogenitalen Syndrom gefunden. DHEA-S kann auch leicht erhdht sein bei Patienten mit polyzystischem
Ovarialsyndrom, begleitet von einer adrenalen Komponente, was unter diesen Bedingungen zur Virilisierung fihrt.
HCG-produzierende Tumore beim Mann kdnnen zu einer erhdhten testikuldren Produktion von DHEA fiihren.
DHEA-S wird oft untersucht in Verbindung mit freiem Testosteron als Anfangsbild der Hyperandrogendmie bei
Hirsutismus. Manchmal ist DHEA-S das einzig zirkulierende Hormon, dessen Werte tiber normal liegen, und es ist
anscheinend eher erhdht wahrend der friihen Stadien des Hirsutismus als die meisten anderen Androgene.

DHEA-S ist normalerweise bei adrenaler Insuffizienz oder Panhypopituitarismus nicht nachweisbar. Leicht
vermindert sind die Konzentrationen in der Schwangerschaft oder bei oraler Einnahme von Kontrazeptiva und
ausgesprochen vermindert nach exogener Glukokortikoid-Gabe.

Niedrig zirkulierende Konzentrationen werden bei schweren Erkrankungen oder bei Patienten mit AIDS gefunden.



Iv.

Eine

GRUNDSATZLICHES ZUR DURCHFUHRUNG

festgesetzte Menge an '?I-markiertem DHEA-S konkurriert mit dem zu

messenden, in der Probe oder in dem Kalibrator vorhandenen DHEA-S um eine
festgesetzte Menge an Antikorperbindungsstellen, die an der Wand des
Polystyren Rohrchens fixiert sind. Nach 1 Stunde Inkubation bei 37°C im
Wasserbad, beendet das Absaugen die Verdrangungsreaktion. Die R&hrchen
werden dann zweimal mit je 2 ml Waschlésung gewaschen und abgesaugt. Eine
Standardkurve wird gedruckt und die DHEA-S-Konzentrationen der Proben
werden tiber Dosis Interpolation der Kalibrationskurve bestimmt.

V. MITGELIEFERTE REAGENZIEN
Reagenz 96 Test Kit | Farbcode Rekonstitution
Mit anti DHEA-S - 2x48 Elfenbein | gebrauchsfertig
U beschichtete Réhrchen
Ag 125] 1 GefaR Rot gebrauchsfertig
55 ml
450 kBq
TRACER: 125 0d-markiertes
DHEA-S (HPLC grade) in Puffer
mit Rinderserum Albumin 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 Humanplasma und
Thymol
1 GefaR Braun
| WASH | SOLN ‘ CONC l 10 ml 70x mit dest. Wasser
(Magnetrihrer
Waschldsung (TRIS-HCI) verwenden) verdiinnen
2 Gefale Silber 0,5 ml dest. Wasser
| CONTROL | N | lyophilisiert zugeben
Kontrollen - N = 1 oder 2
in Humanplasma, und Thymol
(genaue Werte auf GefaB-
Etiketten)

Bemerkung: Benutzen Sie den Null-Kalibrator fir Serumverdiinnungen.

V1.

ZUSATZLICH BENOTIGTES MATERIAL

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

1
2.

©® N0~ W

VII.

VI

Dest. Wasser

Pipetten: 10 pl und 500 pl (Verwendung von Prazisionspipetten mit
Einwegpipettenspitzen wird empfohlen)

Vortexmixer

Magnetrithrer

Wasserbad bei 37°C

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.

VORBEREITUNG DER REAGENZIEN

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

Kontrollen: Rekonstituieren Sie die Kontrollen mit 0,5 ml dest. Wasser.
Waschlésung: Zur Vorbereitung eines angemessenen Volumens nutzbarer
Waschldsung, mischen Sie zu einem Volumen Waschlésung (70x) 69
Volumen distilliertes Wasser. Benutzen Sie einen Magnetriihrer. Entsorgen
Sie nach jedem Arbeitstag die uberfliissige Waschlésung.

AUFBEWAHRUNG UND LAGERUNG DER REAGENZIEN

=

10.

XL

=

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. Fir eine ldngere Aufbewahrung sollten diese
Reagenzien aliquotiert und bei —20°C eingefroren werden wéhrend max. 3
Monaten. Vermeiden Sie wiederholtes Einfrieren und Auftauen.

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

Wenn der Tracer nach der ersten Benutzung wieder im gutverschloRenen
OriginalgefaR 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

Serumproben 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.

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-
28°C).

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

Verwenden Sie saubere Einwegpipettenspitzen, um Kreuzkontamination zu
vermeiden. Préazisionspipetten 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 friheren Durchldufen.

Jede Tube kann nur einmal verwendet werden.

Durchfiihrung

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

Vortexen Sie Kalibratoren, Kontrollen und Proben kurz und geben Sie 10 ul
von jedem in ihre Réhrchen.

Geben Sie 500 ul des 'Z®lod-markierten DHEA-S in jedes Rohrchen,
einschlieBlich der unbeschichteten Rohrchen fir die Gesamtaktivitat.
Schiitteln Sie vorsichtig die Halterung mit den Rohrchen um Blasen zu
entfernen.

Inkubieren Sie 1 Stunde bei 37° C im Wasserbad

Saugen Sie den Inhalt jedes Réhrchens 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 Rohrchen mit 2 ml Waschldsung (auer Gesamtaktivitat)
und saugen Sie ab (oder dekantieren Sie). Vermeiden Sie Schaumbildung
bei Zugabe der Waschlésung.

Waschen Sie die Rohrchen mit 2 ml Waschldsung (auer Gesamtaktivitat)
und saugen Sie ab (oder dekantieren Sie). Vermeiden Sie Schaumbildung
bei Zugabe der Waschlésung.

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

Werten Sie die Réhrchen in einem Gamma-Counter tGber 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:

Aktivitdit (Kalibrator oder Probe)
Aktivitdt (Null-Kalib rator)
Tragen Sie die (B/B0(%))- Werte fir jeden Kalibratorpunkt ein als
Funktion der DHEA-S Konzentration fir jeden Kalibratorpunkt. SchlieRen

Sie offensichtliche ,Ausreifier’ 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.

100

B/BO (%) =



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

6. Bei jedem Assay muss der Prozentsatz des gesamten gebundenen Tracers
ohne unmarkiertes DHEA-S (BO/T) gepriift werden.

XIl.  TYPISCHE WERTE

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

DHEA-S-RIA-CT cpm B/Bo (%)
Gesamtaktivitat 164710

Kalibrator 0,0 pg/dl 34266 100,0
1,7 pg/dl 31393 91,6

9,7 ug/dl 21411 62,5

41,0 pg/dl 11078 323

219,0 pg/dl 3398 9,9

1090,0 pg/dl 877 26

Konvertierungsfaktor:
Von pg/dl bis pmol/l : x 0,0271

Von pmol/I bis pg/dl : x 36,85
X1, LEISTUNGSMERKMALE UND GRENZEN DER METHODIK

A. Nachweisgrenze
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 1,23 pg/dl.

B. Spezifitat

Der Prozentsatz der Kreuzreaktion, der im Vergleich der Konzentration geschatzt
wurde, welche eine 50%ige Inhibition ergibt, betragt respektive:

D. Genauigkeit )
VERDUNNUNGSTEST
Probe Verdunnung Theoretische Gemessene
Konzent. Konzent.
(hgrdl) (Mg/d)
Serum 1 n 3806
12 194,8 168,1
1/4 97,4 92,3
1/8 48,7 50,7
1/16 24,3 27,1
Serum 2
11 85,0
1/2 42,5 38,3
1/4 21,2 19,0
1/8 10,6 10,6
1/16 53 7,0
Die Proben wurden mit Null-Kalibrator verdiinnt.
WIEDERFINDUNGSTEST
Prob Zugeg. Theoretisch Gemessen Wiedergefu
robe DHEA-S DHEA-S DHEA-S nden
(Hg/dl) (Hg/dl) (Hg/dl) (%)
Serum 0 NA 26,0 NA
25 51 59,7 117
50 76 80,6 106
100 126 128,1 101,6

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

E. Zeitverzdgerung zwischen letzter Kalibrator- und Probenzugabe
Es wird im Folgenden gezeigt, dass die Genauigkeit der Tests selbst dann
gewahrleistet ist, wenn die Probe 30 Minuten nach Zugabe des Kalibrators
in die beschichteten R6hrchen zugegeben wird.

ZEITDIFFERENZ

Serum 0 10 20" 30"
(mgrdI)

Serum 1 30,8 33,8 31,5 31,2
Serum 2 98,5 1135 118,2 102,5

Substanz Kreuzreaktivitat
(%)
DHEA-S 100,00
DHEA <0,05
DHEA-Glukurinid <0,05
Androstenediol < 0,05
Estronsulfat 0,08
5a-Dihydro Testosteron <0,05
Testosteron < 0,05

Bemerkung: Diese Tabelle zeigt die Kreuzreaktivitét fiir die anti-DHEA-S

C. Prazision

INTRA-ASSAY PRAZISION INTER-ASSAY PRAZISION

Serum | N | <X>%SD cv | serum | N <X>+SD cv
(ng/dl) (%) (ng/dl) (%)

A 20 | 32119 59 A 12 30,8+20 6,5

B 20 | 107,4%51 36 B 12 | 1055%6,5 6,5

SD: Standardabweichung; CV: Variationskoeffizient

XIV. INTERNE QUALITATSKONTROLLE

- Entsprechen die Ist-Werte nicht den auf den Flaschchen angegebenen Soll-
Werten, konnen 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.
Bereich auf Basis der 2,5% und 97,5% Perzentile




Subjekte (Altersgruppe) N M(':fge/léﬁrt Bereich

Frauen

<15 15 129,7 37,8 - 264,5

15-19 19 276,7 117,3 - 531,0

20-24 16 2440 118,7 - 428,9

25-29 33 1975 70,2 - 4134

30-34 27 1751 75,2 - 398,7

35-39 23 162,0 63,3 - 291,4

40-44 19 1444 37,3 - 255,8

45-49 13 109,8 20,9 - 198,0

50-54 16 117,0 26,8 - 3754

55-59 13 102,9 345 - 178,1

60-64 10 92,8 24,6 - 182,3

> 65 15 114,3 6,3 - 377,0
Ménner

<15 14 138,9 34,9-284,1

15-50 42 262,2 80,5-479,4

>50 37 177,6 51,8 - 470,7

XVI. VORSICHTSMASSNAHMEN UND WARNUNGEN

Sicherheit

Nur fiir in vitro diagnostische Zwecke.

Dieser Kit enthalt 1| (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
Glasbehalter, die mit radioaktiven Substanzen kontaminiert werden kénnen,
missen ausgesondert werden, um Kreuzkontaminationen mit unterschiedlichen
Radioisotopen zu verhindern.

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

Die menschlichen Blutkomponenten in diesem Kit wurden mit européischen und
in den USA erprobten FDA-Methoden getestet, sie waren negativ fir HBsAg,
anti-HCV und anti-HIV-1 und -2. Keine bekannte Methode kann jedoch
vollkommene Sicherheit 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
AbfluRrohren reagieren und so hochexplosive Metallazide bilden. Spilen Sie
wahrend der Waschschritte den AbfluR grundlich mit viel Wasser, um die
Metallazidbildung zu verhindern.

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.

Weitere Informationen finden Sie im Sicherheitsdatenblatt (MSDS).
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XVIL.ZUSAMMENFASSUNG DES PROTOKOLLS

GESAMT- KALIBRA- PROBE(N)-
AKTIVITAT TOREN KONTROLLEN
(nD) (ul) (k)
Kalibratoren (0 to 5) - 10 -
Proben, Kontrollen - - 10
Tracer 500 500 500

Inkubation 1 Std bei 37°C im Wasserbad
Separation - Absaugen
Waschldsung - 2,0ml
Separation - Absaugen
Waschldsung 2,0ml
Separation Absaugen

Auswertung

Messen der Réhrchen 60 Sekunden




Prima di utilizzare il kit leggere attentamente le istruzioni per I’uso

DHEA-S-RIA-CT

I. USO DEL KIT

Kit radioimmunologico per la determinazione quantitativa in vitro del 5-Androstene-33-OL-17-dione
solfato umano (Deidroepiandrosterone solfato o DHEA solfato) in siero.

Il. INFORMAZIONI DI CARATTERE GENERALE

A. Nome commerciale: DIAsource DHEA-S-RIA-CT Kit
B. Numero di catalogo: KIP0481: 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 deidroepiandrosterone (DHEA) e la sua forma solfato, DHEA-S, rappresentano gli steroidi maggiormente prodotti dalle
ghiandole surrenali. La ghiandola surrenale & l'unica fonte di questi steroidi nelle donne, mentre nell'uomo & presente
anche una piccola quota prodotta dai testicoli. La produzione di DHEA viene stimolata dall’ACTH, che ne provoca una
variazione diurna significativa nelle concentrazioni sieriche. 11 DHEA viene rapidamente convertito in DHEA-S da un
enzima presente in surrenali, fegato e piccolo intestino. 1| DHEA-S & presente a concentrazioni superiori di 200 volte
rispetto al DHEA e presenta un'emivita piu lunga, che non risente in maniera evidente della variazione diurna.

Il progredire dell'eta influenza la struttura temporale endocrina, tra cui il DHEA-S che pud essere considerato come
biomarker dell'eta, dal momento che i suoi livelli diminuiscono gradualmente nei soggetti pit anziani. | livelli plasmatici
di DHEA-S aumentano in maniera evidente dal settimo anno di eta, mentre calano gradualmente dopo i trent'anni.

Il DHEA ¢ uno steroide a 19 atomi di carbonio con peso molecolare di 288 Kd ed emivita plasmatica di circa 1-3 ore. Il
peso molecolare del DHEA-S é di 368,5 Kd e I'emivita & di circa 10-20 ore. 1| DHEA viene prodotto a partire dal
pregnenolone dall'enzima 17,20 desmolasi e metabolizzato in androstenedione o testosterone dalla 3 beta- o 17 beta-
idrosteroido deidrogenasi rispettivamente. La idrosteroido solfatasi converte il DHEA in DHEA-S e la solfoidrolasi
inverte questa reazione.

B.  Applicazioni cliniche

Livelli piu alti di DHEA-S si riscontrano nel plasma di pazienti con tumori surrenalici o iperplasia surrenalica congenita.
Il DHEA-S puo inoltre aumentare leggermente nelle pazienti con ovaie policistiche, contribuendo con la componente
surrenalica alla virilizzazione che spesso accompagna questa condizione. | tumori HCG-secernenti negli uomini possono
portare ad un incremento della produzione di DHEA testicolare.

Il DHEA-S viene spesso testato insieme al testosterone libero come screening iniziale per l'iperandrogenismo
nell'irsutismo. A volte il DHEA-S ¢ I'unico ormone circolante che supera il livello normale e sembra che sia quello che
pit probabilmente si elevi durante le fasi iniziali dell'irsutismo rispetto alla maggior parte degli altri androgeni.

Il DHEA-S non é generalmente rilevabile in corso di insufficienza surrenalica o panipopituitarismo. Le concentrazioni
sono leggermente diminuite durante la gravidanza e per uso di contraccettivi orali, mentre calano in maniera evidente
dopo somministrazione di glucocorticoidi.

Basse concentrazioni circolanti sono presenti in corso di malattie debilitanti e nei pazienti con AIDS.



IV.  PRINCIPIO DEL METODO

Una quantita definita di DHEA-S marcata con %1 compete con il DHEA-S
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 37°C a bagnomaria, la reazione di competizione viene interrotta
per aspirazione della miscela di reazione. Le provette vengono quindi lavate 2
volte con 2 ml di tampone di lavaggio diluito e aspirate. La concentrazione di
DHEA-S nei campioni viene calcolata per interpolazione sulla curva calibratore.

V. REATTIVI FORNITI

Controlli: N =102, in plasma
umano e timolo

Weitere Informationen finden
Sie im Sicherheitsdatenblatt
(MSDS).

Reattivi Kit da 96 Codice Volume di
test colore ricostituzione
Provettg sen3|b|I|_zzate 2x48 avorio Pronte per ’'uso
con anticorpo anti
DHEA-S
Ag 125) 1 flacone rosso Pronte per 1’uso
55 mi
Marcato: DHEA-Smarcato con | 420 Bd
125 (grado HPLC), ) in tampone
contenente albumina bovina e
sodio azide (<0,1%)
CAL “ 1 flacone giallo | Aggiungere 0,5 ml di
. - liofilizzati acqua distillata
Calibratore zero in siero umano e
timolo
CAL “ 5 flaconi giallo Aggiungere 0,5 ml di
Calibratore 1-5 di DHEA-S, (le liofilizzati acqua distillata
concentrazioni  esatte  degli
calibratore sono riportate sulle
etichette dei flaconi), in plasma
umano e timolo
| WASH | SOLN ‘ CONC ‘ —
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
liofilizzati acqua distillata

Note :

VI. REATTIVI NON FORNITI

Usare lo calibratore zero per diluire i campioni

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

1. Acqua distillata.

2. Pipette per dispensare 10 pl e 500 pl (Si raccomanda di utilizzare
pipette accurate con puntale in plastica monouso).

Agitatore tipo vortex.
Agitatore magnetico.

Bagnomaria a 37°C

Sistema di aspirazione dei campioni (facoltativo).

3
4
5.
6. Pipetta a ripetizione automatica 5 ml per i lavaggi.
7
8

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

VIl. PREPARAZIONE DEI REATTIVI

ow>

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.

VIII.

CONSERVAZIONE E SCADENZA DEI REATTIVI

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

ciascuna etichetta.

=

10.

XI.

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

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
10 pl di calibratore, campioni e controlli nelle rispettive provette.
Dispensare 500 pl di DHEA-S marcato con '#I in tutte le provette,
comprese quelle per ’attivita totale.

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

Incubare 1 ore a 37°C a bagnomaria.

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.

Lavare tutte le provette, tranne quelle per Dattivita 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 (BO).

cpm (Calibratore, campioni o controlli)
cpm (Zero Calibratore)

x100

B/BO (%) =

Ponendo in ordinata i rapporti di competizione. B/BO (%) per ogni
calibratore e in ascissa le rispettive concentrazioni di DHEA-S, 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 DHEA-S.
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 DHEA-S in campioni e controlli al posto della
curva calibratore eseguita contemporaneamente.

TEST DI RECUPERO

Campio DHEA-S DHEA-S DHEA-S Recupero
ne aggiunto (Hg/dI) (Hg/dI) (%)
(Hg/dI) teorico misurato
Siero 0 NA 26,0 NA
25 51 59,7 117
50 76 80,6 106
100 126 128,1 101,6

DHEA-S-RIA-CT cpm B/Bo (%)
Attivita totale 164710

Calibratore 0,0 pg/dl 34266 100,0
1,7 pg/dl 31393 91,6

9,7 g/l 21411 62,5

41,0 pg/dl 11078 323

219,0 pg/dl 3398 9,9

1090,0 pg/dl 877 2,6

Fattore di conversione:
Da pg/dl a umol/l : x 0,0271
Da pmol/l a pg/dl : x 36,85

XII. 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, e risultata essere 1,23 pg/dl.

B. Specificita

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

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

E. Tempo trascorso tra ’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 30
minuti dopo 1’aggiunta del calibratore.

TEMPO TRASCORSO
Serum 0’ 10" 20" 30"
(mgrdI)
Siero 1 30,8 33,8 31,5 31,2
Siero 2 98,5 1135 118,2 102,5

Composto Cross-Reattivita
(%)
DHEA-S 100,00
DHEA <0,05
DHEA-Glucuronide < 0,05
Androstenediolo <0,05
Estrone-solfato 0,08
Sa-Diidrotestosterone <0,05
Testosterone < 0,05

Nota : Questa tabella mostra la cross-reattivita relativa all’anti DHEA-S

C. Precisione

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.
Intervallo basati su 2,5% e 97,5% percentili.

INTRA SAGGIO INTER SAGGIO
Siero N <X>+SD cv Siero N <X>+SD CcVv
(ug/dI) (%) (Hg/dI) (%)
A 20 32,1+19 59 A 12 30,8+2,0 6,5
B 20 | 107,4+51 3,6 B 12 105,5+6,5 6,5

SD : Deviazione Standard; CV: Coefficiente di Variazione

D. Accuratezza
TEST DI DILUIZIONE

Campione Diluizione Concentrazione Concentrazione
teorica misurata
(ng/dI) (grdl)
Siero 1 17 389,6
12 194,8 168,1
1/4 97,4 92,3
1/8 48,7 50,7
1/16 24,3 27,1
Siero 2
11 85,0
12 42,5 38,3
1/4 21,2 19,0
1/8 10,6 10,6
1/16 53 7,0

Soggetti (gruppo eta) N Media (ug/dl) Intervallo

FEMMINE
<15 15 129,7 37,8 - 264,5
15-19 19 276,7 117,3 - 531,0
20-24 16 2440 118,7 - 428,9
25-29 33 197,5 70,2 - 4134
30-34 27 175,1 752 - 398,7
35-39 23 162,0 63,3 - 2914
40-44 19 144,4 37,3 - 2558
45-49 13 109,8 20,9 - 198,0
50-54 16 117,0 26,8 - 3754
55-59 13 102,9 345 - 178,1
60-64 10 92,8 246 - 182,3
> 65 15 114,3 6,3 - 377,0

MASCHI
<15 14 138,9 34,9 -284,1
15-50 42 262,2 80,5 4794
> 50 37 177,6 51,8 —470,7

| campioni sono stati diluiti con calibratore zero.



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. Il materiale
di laboratorio e la vetreria deve essere dedicato all’uso di isotopi specifici per
evitare cross-contaminazioni.

In caso di contaminazione o dispersione di materiale radioattivo, fare riferimento
alle norme locali di radioprotezione. | rifiuti radioattivi devono essere smaltiti
secondo le norme locali di radioprotezione. Lo scrupoloso rispetto delle norme
per 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 e 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)
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XVIIl. SCHEMA DEL DOSAGGIO

Attivita totale Calibratore Campioni
Controlli
pl pl pl
Calibratore (0 - 5) - 10 -
Campioni, controlli - - 10
Marcato 500 500 500
Incubazione 1 ore a 37°C a bagnomaria.
Separazione Aspirare
Soluzione di lavoro del 2ml
tampone di lavaggio
Separazione Aspirare
Soluzione di lavoro del 2ml

tampone di lavaggio

Separazione Aspirare gentilmente

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

DHEA-S-RIA-CT

I.  INSTRUCCIONES DE USO

Radioinmunoensayo para la determinacion cuantitativa in vitro de Sulfato de 5-Androsten-33-OL-17-
Diona humana (Sulfato de Dehidroepiandrosterona o Sulfato de DHEA) en suero.

II. INFORMACION GENERAL
A. Nombre: DIAsource DHEA-S-RIA-CT Kit
B. NOmero de Catalogo: KIP0481 : 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

La dehidroepiandrosterona (DHEA) y su forma sulfatatada, el DHEA-S, son las sustancias esteroides mas
abundantes producidas por las glandulas suprarrenales. La glandula suprarrenal es la Unica fuente de dichos
esteroides en la mujer, pero en el hombre los testiculos contribuyen con la produccion de pequefias cantidades. La
formacién de DHEA es ve estimulada por la ACTH, produciendo una variacion diurna significativa en las
concentraciones séricas. La DHEA es convertida rapidamente en DHEA-S por una enzima presente en las
suprarrenales, higado e intestino delgado. EI DHEA-S se encuentra presente en concentraciones 200 veces
superiores a la DHEA y tiene un periodo de vida mas largo, lo que disminuye notablemente su patron de variacion
diurna.

El envejecimiento influye en la estructura temporal endocrina, incluyendo el DHEA-S que puede considerarse un
marcador biolégico del envejecimiento, ya que sus niveles disminuyen gradualmente en los sujetos de edad mas
avanzada. Los niveles plasmaticos de DHEA-S aumentan de forma consistente aproximadamente desde el séptimo
afio de la vida y, a partir de ahi, disminuyen gradualmente hasta la tercera década de la vida.

La DHEA es un esteroide con 19 4&tomos de carbono con un peso molecular de 288 Kd y una vida media en plasma
de aproximadamente 1 a 3 horas. El peso molecular del DHEA-S es de 368,5 Kd y su vida media es
aproximadamente de 10 a 20 horas. La DHEA es formada a partir de la pregnenolona por la enzima 17, 20
desmolasa y es metabolizada a androstendiona o a testosterona por la 33 ¢ la 17p-hidrosteroide-deshidrogenasa,
respectivamente. La hidrosteroide-sulfatasa convierte la DHEA a DHEA-S y la sulfohidrolsa invierte esta
reaccion.

B.  Aplicaciones clinicas

Los niveles plasmaticos de DHEA-S se encuentran aumentados en pacientes con tumores suprarrenales o con
hiperprasia suprarrenal congénita. EI DHEA-S también puede estar ligeramente elevado en enfermos con ovario
poliquisticos, lo que apoya la exitencia de un componente suprarrenal en la virilizacion observada en esta
enfermedad. Los tumores productores de GCH (Gonadotropina Coriénica Humana) en el varon pueden conducir a
la produccidn elevada de DHEA.

A menudo se han estudiado los niveles del DHEA-S junto a los de la testosterona libre en la investigacion inicial
del hiperandrogenismo en el hirsutismo. A veces el DHEA-S constituye la Unica hormona circulante que presenta
un nivel superior al normal y, aparentemente, es mas probable encontrarla elevada durante las primeras fases del
hirsutismo que cualquier otro andrégeno.

El DHEA-S normalmente no se detecta en la insuficiencia suprarrenal o panhipopituitarismo. Normalmente su
concentracién disminuye ligeramente en el embarazo y también con el uso de anticonceptivos orales, y disminuye
notablemente tras la administracion de glucocorticoides.

Se observan bajos niveles circulantes en casos de enfermedad grave, asi como en enfermos de SIDA.



Iv.

PRINCIPIOS DEL METODO

Una cantidad fija de DHEA-S marcada con 1**® compite con el DHEA-S 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
incubacion a 37°C en bafio de agua, una aspiracion termina con la reaccion de
competicién. A continuacion los tubos se lavan dos veces con 2 ml de solucién
de trabajo de lavado y se aspiran. Se dibuja la curva de calibracién y las
concentraciones de DHEA-S 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 Marfil Listo para uso
U anti DHEA-S
Ag 125) 1 vial rojo Listo para uso
55 ml
450 kBq
TRAZADOR: DHEA-S marcado con 1'%
(grado HPLC) en tamp6n con albimina
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 | Afadir 0,5 ml
liofilizados de agua
Calibradores DHEA-S-N=1al 5 destilada
(mirar los valores exactos en las
etiquetas) en plasma 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 vy
gentamicina
Per ulteriori informazioni, consultare la
scheda di sicurezza (MSDS)

Nota: Para diluciones de muestras utilizar calibrador cero.

V1.

MATERIAL NO SUMINISTRADO

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

ow>

Agua destilada

Pipetas de 10 ul y 500 pl (Se recomienda el uso de pipetas precisas con
puntas desechables de plastico)

Vortex

Agitador magnético

Bafio de agua a 37°C

Jeringa automatica 5 ml (tipo Cornwall) para el lavado

Sistema de aspiracion (opcional)

Contador de radiaciones gamma para medir 12> ( 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.
Solucién de lavado de trabajo: Preparar el volumen necesario de Solucion
de lavado de trabajo mezclando 69 partes de agua destilada por 1 parte de
Solucion de lavado (70x). Utilizar un agitador magnético para
homogeneizar. Desechar la solucién de lavado de trabajo no utilizada al
final del dia.

VIII.

=

10.

XL

=

ALMACENAJE Y CADUCIDADES DE LOS REACTIVOS

Antes de abrir 6 reconstituir todos los componentes de los kits son
estables hasta la fecha de caducidad indicada en la etiqueta, si se guardan
a 2-8°C.

Después de su reconstitucion los calibradores y controles son estables
durante una semana a 2-8°C. Para periodos 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 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.

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 adicion 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 10 pl
de cada uno en sus respectivos tubos.

Dispensar 500 pl de DHEA-S marcad6 con 1'% 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 37°C en bafio de agua.

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 formaciéon de espuma durante la
adicion de la Solucion de lavado

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 posicion inversa durante 2 minutos y aspirar el liquido
restante.

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

CALCULO DE RESULTADOS

Calcular la media de los duplicados.
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 DHEA-S de cada calibrador, rechazando los extremos

claros.

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

B/BO (%) = X100




5. Por interpolacion de los valores (B/B%) de las muestras, se determinan los
valores de las concentraciones de las mismas desde la curva de
calibracién.

6. El porcentaje total de enlace del trazador en ausencia de DHEA-S no

marcado (BO/T) debe ser calculado en cada ensayo.
XIl. EJEMPLO DE RESULTADOS

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

TEST DE RECUPERACION

Muestra DHEA-S DHEA-S DHEA-S Recuperado
afiadido (pg/dl) (po/dl) (%)
(po/dl) tedrica medida
Suero 0 NA 26,0 NA
25 51 59,7 117
50 76 80,6 106
100 126 128,1 101,6

DHEA-S-RIA-CT cpm B/Bo (%)
Cuentas Totales 164710

Calibrador 0,0 pg/dl 34266 100,0
1,7 pg/dl 31393 91,6

9,7 ug/dl 21411 62,5

41,0 pg/dl 11078 32,3

219,0 pg/di 3398 9,9

1090,0 pg/dl 877 2,6

Factor de conversién:
De pg/dl a pmol/l: x0,0271
De pmol/l a pg/dl: x 36,85

XI1I. REALIZACION Y LIMITACIONES

A Limite de deteccion
Veinte calibradores cero fueron medidos en una curva con otros
calibradores.
El limite de deteccién, definido como la concentracién aparente resultante
de dos desviaciones estandares debajo de la media de enlace del calibrador
cero, fue de 1,23 pg/dl.

B. Especificidad

El porcentaje de reaccion cruzada estimada por la comparacion de la
concentracion (indicando una inhibicion de 50 %) es respectivamente :

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 30 minutos después de haberse adicionado el
calibrador a los tubos cubiertos.

TIEMPO DE ESPERA

Suero (ug/dl) o' 10° 20* 30°
Suero 1 30,8 33,8 31,5 31,2
Suero 2 98,5 113,5 118,2 102,5

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

Componente Reaccién-cruzada las muestras se apoyan en las practicas de laboratorio corrientes.
(%)
XV. INTERVALOS DE REFERENCIA
DHEA-S 100,00
DHEA <005 Estos valores solamente sirven de pauta; cada laboratorio tiene que establecer sus
DHEA-Glucurénido <005 > pauta; qu u
Androstenediol <005 propios valores normales.
Sulfato de estrona 0,08 Alcance basados en percentilos de 2.5% & 97.5%
5a-Dihidrotestosterona < 0,05 . .
Tzstosterona <0.05 Sujetos (grupo de edad) N Media(ug/dl) Alcance
Nota: Esta tabla presenta la reaccion cruzada para el anti DHEA-S MUJERES
C.  Precision <15 15 129,7 37,8 - 264,5
15-19 19 276,7 117,3 - 531,0
PRECISION INTRA-ENSAYO PRECISION INTER-ENSAYO 20-24 16 2440 118,7 - 4289
Suero | N <x>+SD | CV [ Suero | N <X>+SD cv 25-29 33 197,5 70,2 - 4134
(ng/dl) (%) (ng/dl) (%) 30-34 27 175,1 75,2 - 398,7
A 20 321+19 59 A 12 30,8+2,0 6,5 35-39 23 162,0 633 - 2914
B 20 107,4+5,1 3,6 B 12 105,5+6,5 6,5 40-44 19 1444 37,3 - 255,8
SD : Desviacion Estandar; CV: Coeficiente de Variacion 45-49 13 109,8 20,9 - 198,0
. 50-54 16 117,0 26,8 - 375,4
D. Exactitud
TEST DILUCION 55-59 13 102,9 345 - 178,1
Muestra Dilucion Concent. Concent. 60-64 10 92,8 246 - 1823
Teorica Medida > 65 15 114,3 6,3 - 377,0
(g/dl) (g/dl) HOMBRES
Suero 1
11 389,6 <15 14 138,9 34,9-284,1
1/2 194.8 168,1
1/4 97,4 92,3 15-50 42 262,2 80,5-479,4
11/’1% ‘Z‘jg 231 >50 37 177,6 51,8 - 470,7
Suero 2
171 85,0
112 42,5 38,3
1/4 21,2 19,0
1/8 10,6 10,6
1/16 5,3 7,0

Las muestras fueron diluidas con el Calibrador cero.




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 vy (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 ningln caso el producto debera
ser suministrado a humanos y animales.

Todo el manejo de producto radiactivo se hara en una &rea 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
contaminacién con otros isétopos.

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

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

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

Evitar cualquier contacto de los reactivos con la piel (azida sédica como
conservante). La azida en este kit puede reaccionar con el plomo y cobre de las
cafierias y producir azidas metalicas 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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XVIIL.RESUMEN DEL PROTOCOLO

CUENTAS CALIBRA MUESTRA(S)
TOTAI\LES DOR|ES CONTROL(S)
(nl) (nh) m
Calibradores (0 al 5) - 10 -
Muestras, controles - - 10
Trazador 500 500 500
Incubacién 1 hora a 37°C en bafio de agua.
Separacion - aspirar
Solucién de lavado de trabajo - 2,0ml
Separacion aspirar
Solucién de lavado de trabajo - 2,0ml
Separacion Aspirar suavemente
Contaje Contar los tubos durante 60 segundos
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Leia todo o protocolo antes de utilizar.

I.  UTILIZACAO PREVISTA

Radioimunoensaio para adeterminagéo quantitativa in vitro do 5-Androsten-33-OL-17-Dione Sulfato
(Deidroepiandrosterona Sulfato ou DHEA Sulfato) humano no soro.

I. INFORMACOES GERAIS
A. Nome do proprietario : DIAsource DHEA-S-RIA-CT
B. NUmero do catdlogo: KIP0481: 96 testes

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

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

Ou o representante local
111. SIGNIFICADO CLINICO

A.  Atividade Bioldgica

Deidroepiandrosterona (DHEA) e sua forma sulfatada, DHEA-S, séo os esterdides mais abundantes produtos da
glandula adrenal. A adrenal € a principal fonte destes ester6ides em mulheres, mas em homens também tem uma
pequena contribui¢do para os testes. A formagdo de DHEA é estimulada pela ACTH produzindo uma variagdo
diurna significativa nas concentragdes de soro. DHEA é rapidamente convertida em DHEA-S pela enzima presente
na adrenal, figado e intestino delgado. DHEA-S esta presente em concentrages 200x maior que DHEA e tem uma
meia-vida maior, que remove largamente as varia¢@es diurnas.

A influéncia da idade na estrutura temporal enddcrina, incluindo DHEA-S a qual pode ser considerada como
marcador biolégico de idade, desde que seus niveis decrescam gradualmente em pessoas mais velhas. Niveis
plasmaticos de DHEA-S aumentam significativamente por volta dos dezessete anos e, entdo declinam
gradualmente ap0és a terceira idade.

DHEA ¢é um esterdide carbono 19 com peso molecular de 288 Kd e meia vida plasmatica em torno de 1-3 horas.
O peso molecular de DHEA-S é 368,5 Kd e a meia-vida em torno de 10-20 horas. DHEA ¢ formado de
pregnenolona pela enzima 17,20 desmolase e metabolizada para androstenediona ou testosterona por 3 beta- ou 17
beta-hidrosteroide dehidrogenase, respectivamente. Hidrosteroide sulfatase converte DHEA em DHEA-S e a
sulfohidrolase reverte esta reagéo.

B. Aplicacdes Clinicas

Niveis aumentados de DHEA-S sdo encontrados no plasma de pacientes com tumores adrenais ou hiperplasia
congénita da adrenal. DHEA-S pode estar um pouco elevado em pacientes com ovarios policisticos, auxiliando o
componente da adrenal para virilizagdo visto nestas condi¢fes. A producdo de tumores HCG em homens pode
levar ao aumento testicular da produgdo de DHEA.

DHEA-S é muitas vezes analisada em conjunto com a testosterona livre como um screen inicial para
hiperandrogenismo em hirsutismo. Algumas vezes a DHEA-S ¢é o Unico horménio circulando em niveis acima do
normal, e é aparentemente mais elevado durante os estagios iniciais de hirsutismo que os outros andrégenos.
DHEA-S ¢ usualmente indetectdvel com insuficiéncia adrenal ou panipopituitarismo. ConcentragBes sao
ligeiramente diminuidas na gravidez e com o uso de contraceptivos orais e fortemente diminuidos na
administracdo de glicocorticoides.

Concentragdes baixas circulando séo vistas em pacientes com doengas severas e pacientes com AIDS.
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PRINCIPIO DO METODO

Uma quantidade fixa DHEA-S marcado com 21 compete com o DHEA-S 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. Apds uma incubagéo de 1 hora a 37°C em banho maria, a reacgdo de
competicdo termina com a operagdo de aspiragdo. Os tubos séo entéo lavados
duas vezes com 2 ml de solucéo trabalho de lavagem e aspirados. Traga-se uma
curva de calibracdo e as concentracbes de DHEA-S nas amostras séo
determinadas por interpolagao da dose a partir da curva de calibracéo.

V. REAGENTES FORNECIDOS
Reagentes Kit 96 Codigo Reconstituicéo
Testes de cor
Tubos revestidos com 2x48 marfim | Pronto para utilizar
H anti DHEA-S
Aa 125 1 recipiente | vermelho | Pronto para utilizar
Marcador: DHEA-S marcado com 4555 E]éq
125 (grau HPLC) em tampé&o com
albumina bovina e azida (<0,1%)
1 recipiente | amarelo | Adicione 0,5 ml de 4gua
Calibrador Zero no soro humano, liofilizado destilada
timol
CAL “ 5 amarelo | Adicione 0,5 ml de gua
i recipientes destilada
Calibradores DHEA-S - N = 1| |iofilizados
para 5 (ver os valores exactos
nos rétulos do recipiente) no
plasma humano, timol
| WAS | SOLN | CONG | Lrecipiente | castanho | Dilua 70 x com 4gua
10 ml destilada (use um
Solugdo de lavagem (TRIS-HCI) agitador magnético).
2 prateado | Adicione 0,5 ml de 4gua
recipientes destilada
Controlos-N =1o0u 2 liofilizados
No plasma humano, timol
(ver os valores exactos nos
rétulos do recipiente)

Note : Use o calibrador zero para diluices de amostras.

V1.

MATERIAL NAO FORNECIDO

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

owy»

1. Agua destilada

2. Pipetas autométicas: 10 pl e 500 pl (recomenda-se a utilizagdo de
pipetas precisas, com pontas descartaveis)

Misturador de vortex

Agitador magnético

Banho maria 37°C

Pipeta automatica de 5 ml para lavagem (tipo Cornwall)

Sistema de aspiracéo (opcional)

Qualquer contador gamma capaz de medir 21 pode ser utilizado
(min alcance de 70%).

O N OAW

PREPARAGAO DOS REAGENTES

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

VIIl. ARMAZENAMENTO E PRAZO DE VALIDADE DOS REAGENTES

Antes de abrir e reconstituir, todos os componentes do kit séo estaveis até
ao final do prazo de validade, indicado no rétulo desde que mantido entre
2t08°C.

Apbs reconstituicdo, os calibradores e os controlos sdo estaveis durante 1
semana entre 2 a 8°C. Durante periodos de armazenamento mais longos,
devem ser feitas aliquotas e mantidas a —20°C por no maximo 3 meses.
Evite sucessivos congelamentos e descongelamentos.

A solucéo de lavagem de trabalho deve ser feita e utilizada no mesmo dia.
Depois da 12 utilizagcdo o marcador é estavel até final do prazo de validade,

10.

XI.

X1

desde que mantido no recipiente original, bem fechado entre 2 a 8°C.
AlteracBes no aspecto dos reagentes do kit podem indicar instabilidade ou
degradacéo.

RECOLHA E PREPARACAO DE AMOSTRAS

Amostras de soro devem ser mantidas entre 2-8°C.

Se a analise ndo for realizada em 24 hrs,recomenda-se conservar em
aliquotas a -20°C.

Evite ciclos de congelamento e descongelamento sucessivos.

PROCEDIMENTO

Notas de manipulagéo

Né&o utilize o kit ou qualquer componente depois da expiracéo do prazo de
validade. Nado misture componentes de diferentes lotesAntes de utilizar
todos os componentes devem estar a temperatura ambiente (18-25°C).
Misture bem o0s reagentes e as amostras, por agitacdo ou rotacdo suaves.
Para evitar contaminacdes cruzadas utilize uma ponta de pipeta limpa e
descartavel, para adicdo de cada componente.

Pipetas de alta precisio 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
analises prévias.

Cada tubo pode ser usado apenas uma vez.

Procedimento

Rotule os tubos revestidos em duplicado, para cada calibrador, amostra,
controlo. Para a determinag&o das contagens totais, rotule 2 tubos normais.
Agite ligeiramente no vortex calibradores, amostras e controlos e dispense
10 pl de cada, para os tubos respectivos.

Dispense 500 pl de DHEA-S marcado com | 12 para cada tubo, incluindo
0s tubos normais para as contagens totais.

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

Incube durante 1 hora a 37°C em banho maria.

Aspire (ou despreze) o contetdo 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 solugéo de lavagem de trabalho (excepto os das
contagens totais) e aspire (ou despreze). Evite formagédo de espuma quando
adiciona a solucéo de lavagem.

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

Deixe os tubos direitos durante 2 minutos e seguidamente aspire a Gltima
porgao de liquido.

Conte os tubos num contador gamma durante 60 segundos.

CALCULO DOS RESULTADOS

Calcule a média das determinagdes em duplicado.

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)
Contagens (calibrador Zero)

B/BO (%) = x100

Tragce os valores (B/BO(%)) para cada ponto de calibracdo como uma
funcdo da concentracdo do DHEA-S em cada ponto. Rejeitando 0s
“outliers” (casos marginais) obvios.

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

Por interpolacdo dos valores das amostras (B/B0(%)), determine as
concentragdes de DHEA-S das amostras da curva de referéncia.

Para cada analise, a percentagem de marcador total ligado na auséncia de
DHEA-S (BO/T) marcado, deve ser verificada.

DADOS TIPICOS

Os dados seguintes sdo apenas para exemplificagdo e nunca devem ser utilizados
em detrimento dos dados reais da curva de calibragéo.



DHEA-S-RIA-CT B/Bo (% TESTE DE RECUPERACAQ
e 0 (%) Amostra SDHEA Teorico Medido Recuperagio
adicionado S - DHEA S - DHEA o
Contagens total 164710 (ug/dl) (ug/dl) (Mg/dl) (%)
Calibrador 0,0 pg/dl 34266 100,0 Soro

1,7 pg/dl 31393 91,6 0 NA 26,0 NA

9,7 ug/dl 21411 62,5 25 51 59,7 117

41,0 pg/dl 11078 323 50 76 80,6 106

219,0 pg/dl 3398 9,9 100 126 128,1 101,6

1090,0 pg/dl 877 26

X1,

A.

B.

Fator de conversdo:

De pg/dl para pmol/l : x 0,0271
De pmol/I para pg/dl : x 36,85

DESEMPENHO E LIMITES

Limite de deteccao

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

O limite de detecgdo, definido como a concentragdo aparente, 2 DP abaixo
das contagens médias com zero ligagdes, foi de 1,23 pg/dl.

Especificidade

A especificidade de anticorpos policlonais usados neste ensaio foram avaliadas
por RIA. A quantidade média de DHEA-S, a qual permite a inibicdo de 50% de
ligacdo de DHEA-S marcado e a quantidade de reacdes cruzadas dos compostos
(analogos) ddo a mesma inibigdo.

Para nosso entendimento, néo existe material de referéncia para este
parametro.

Composto Reactividade-cruzada
(%)
S-DHEA 100,00
DHEA <0,05
Glucorinide-DHEA <0,05
Androstenediol < 0,05
Sulfato de Estrona 0,08
5a-Dihidrotestosterona <0,05
Testosterona < 0,05

Nota : Esta tabela mostra a reactividade-cruzada para o anti DHEA-S.

C. Precisao

PRECISAO INTRA-ENSAIO PRECISAO INTER-ENSAIO

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 é dispensada uma amostra 30 minutos depois da
adicdo do calibrador aos tubos revestidos.

INTERVALO DE ATRASO DE TEMPO

Soro 0 10" 20" 30
(hgrdl)
Soro 1 30,8 33,8 31,5 31,2
Soro 2 98,5 113,5 118,2 102,5

XIV. CONTROLO DE QUALIDADE INTERNO

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

- Critérios de aceitagdo para as diferencas entre os resultados duplicados das
amostras dependem das Boas Préaticas de Laboratorio.

XV. INTERVALOS DE REFERENCIA

Este valores sdo dados apenas como referéncia; cada laboratério deve estabelecer
seu proprios valores normais..
Os valores sdo expressos como 2,5% para 97,5% .

Soro N <X>+DP cv Soro N <X>+DP CcVv
(png/dl) (%) (ng/dl) (%) Sujeitos (grupo idade) N Média (ug/dl) Intervalo*
A 20 | 321+19 59 A 12 30,820 6,5 Mulheres
B 20 | 107,451 3,6 B 12 105,5+ 6,5 6,5
<15 15 129,7 37,8 - 264,5
DP: Desvio Padréo; CV: Coeficiente de variagdo 15-19 19 2767 117.3 - 531,0
D. Exactidio 20-24 16 244,0 118,7 - 428,9
TESTE DE DILUICAO 25-29 33 197,5 70,2 - 4134
Amostra Diluig&o Conc. tedrico. Conc. medida 30-34 29 1751 75,2 - 398,7
(ho/d) (/) 35-39 23 162,0 63,3 - 2914
Soro 1 " 3896 40-44 19 1444 37,3 - 2558
12 194,8 168,1 45-49 13 109,8 20,9 - 198,0
1/4 97,4 92,3
18 487 507 50-54 16 117,0 26,8 - 3754
116 243 211 55-59 13 102,9 345 - 1781
Soro 2 1" 85,0 60-64 10 92,8 246 - 1823
172 42,5 38,3 > 65 15 114,3 6,3 - 377,0
1/4 21,2 19,0 Homens
1/8 10,6 10,6
1/16 53 7,0 <15 14 138,9 34,9-284,1
— - 15— 50 42 262,2 80,5—479,4
As amostras foram diluidas com calibrador zero.
> 50 37 177,6 51,8 —470,7




XVI. AVISOS E PRECAUGOES

Seguranca

Apenas para uso em diagnastico in vitro.

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

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

Toda a manipulagdo readioactiva deve ser efectuada em local préprio e exclusivo
para tal. Deve ser mantido no laboratdrio, um livro de registo para a recepgéo e
armazenamento de material radioactivo. O equipamento do laboratério e
equipamento de vidro que possa ser contaminado com radioactividade, deve ser
segregado para evitar contaminacdo cruzada com diferentes is6topos. Qualquer
derrame de material radioactivo deve ser imediatamente limpo, de acordo com os
procedimentos de radioproteccdo. O lixo radioactivo deve ser rejeitado de acordo
com a legislagdo vigente e as regras do laboratério. A adesdo as regras bésicas da
radioseguranca, fornece a proteccdo adequada

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

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

Evite o contacto da pele e mucosas com os reagentes (azida sédica como
conservante). A azida pode reagir com o chumbo e o cobre das canalizagdes e
formar compostos explosivos. Rejeitar com abundante quantidade de &gua
corrente para evitar acumulagdes destes compostos.

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

Para obter mais informag@es, consulte Folha de dados de seguranca do material
(MSDS)
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XVIII.RESUMO DO PROTOCOLO

CONTAGENS CALIBRA- CONTROLO
TOTAIS DORES S DAS
AMOSTRAS
(ul) (ul) (ul)
Calibradores (0 to 5) - 10 -
Amostras, controlos e - - 10
marcadores 500 500 500
Incubacéo 1 hora a 37°C em banho maria
Separagdo - aspirar
Solugdo de lavagem de 2,0ml
trabalho
Separagao aspirar
Solugdo de lavagem de 2,0ml
trabalho
Separagao Aspire cuidadosamente
Contagem Contar os tubos durante 60 segundos
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DHEA-S-RIA-CT

1. XPHXHTIA THN OIIOIA ITPOOPIZETAI

Padioavocompocdiopiopdg yio v in Vitro mocotikn pétpnon g avlpomivng Beukng S-avdpootev-3p-
OL-17-816vng (Bsuxn deddpoemavdpootepovn 1 DHEA-S) otov opb.

Il. T'ENIKEXY IINHPO®OPIEX
A. Epmopwi ovopacio:  Kit DHEA-S-RIA-CT g DIAsource
B. ApuOuoc karardyov: KIP0481: 96 mpocdiopiopoi

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

TN teyviki) fon0sia 1| TANPoPopPisg GYETIKA PE TAPAYYELIES ETKOIVOVIIGTE GTA:
TnA.: +32 (0)10 84.99.11 ®ag: +32 (0)10 84.99.91

I1l. KAINIKO YIIOBAOPO
A. Bwloywi| dpaon

H debdpoemavdpootepovn (DHEA) xor n Osux) g popen, n DHEA-S, eivon ta otepoedn mpoidvia tov
EMVEPPLOLOV TOL VITAPYOLY o€ peyarvtepn agBovia. To emveEpidio ivar 1 LOVASIKH TNYH CLTOV TOV CTEPOELODV
OTIG YUVOIKEG, OAAG OTOVG GvOpes LIAPYEL emiong Hikpy ovuPfoAr] omd tovg opyewc. H avamtvén g DHEA
deyeipetar omd v ACTH, TpoKoA®VTOG GMUOVTIKY MUEPNOLO SWKOUOVOT GTIG GLYKEVIPOOES Tov opov. H
DHEA petatpénetar tayémng oe DHEA-S omd éva évlupo mov vadpyel ota enve@pidio, T0 Hap Kot T0 AETTO
évtepo. H DHEA-S eivon mapovca o€ cuykevipooelg peyaivtepeg katd 200 popég and ekeiveg tg DHEA ko €xet
peyaAvtepn nulon, KAt Tov katapyel oe peydio Pabud v nuepnoto Stokvpoven.

H ynpavon eanpedlet to dopkd otoyeio Tmv evdokpvadv mov oxetiovral pe v nikio, 6mwg sivar 1 DHEA-S,
N omoio pmopeil va Bempnbel g Prodeiktng ynpavons, OGOV To EMIMESA TNG LELOVOVTOL OTAOIOKA GE GTOLO
peyodvtepng nikiog. Ta enineda g DHEA-S oto mhdopa avédvovtotl otafepd amd nepinov to £Bdopo £€T0¢ g
Cong, émetto. petdvovTat oTadloKa Petd v Tpitn dexaeTia.

H DHEA eivar éva otepoedég C19 pe poplokd Bapog 288 Kd kar nulen oto midopo mepimov 1-3 dpeg. To
poplakod Bapog g DHEA-S eivar 368,5 Kd kot n nulon eivor mepinov 10-20 dpeg. H DHEA oynuatiletor and
v TPEYVEVOAOV Lécm Tov evidpov 17,20 decpoldon kot petaforileton oe avopootevediovn 1 T€6TOGTEPOVN
péow g 3 B- 1 17 B-vdpootepoeldog debdpoyevions avtictoyo. H vdpootepoetdng covipatdon Letatpémet
DHEA og DHEA-S ka1 11 600AQoDSpOoAAsT AVTIGTPEPEL LTIV TNV avTidpao.

B. Klwvikég epappoyég

Avénpéva emninedo DHEA-S PBpiokovtor oto mhdopo acbevav pe OyKovg TOV emve@pdiov M LE ovyyevh
vrepmiacio tov enveppwdiov. H DHEA-S evdéyetar va eivor emiong ehoppd avénpévn oe aocbeveic pe
TOAVKVOTIKEG MOONKES, YEYOVOS OV VIOGTNPIlEL KATOIO GUUUETOYN TV EMVEPPIII®V GTNV OPPEVOTOINGT TOV
mapatnpeiton oty katdotoon ovt. Oykor pe mapaywy] HCG otovg Gvdpeg evdéyetor vo odnyncovv ce
avénuévn mopaywyn DHEA amd toug 6pyeis.

H DHEA-S zmpocdiopiletor cuyvd oe cuvdvacud pe v ekebbepn tectootepdvn o apykn e&€tacm yevikon
€AEYYOV Y10l VTIEPAVOPOYOVIOUO GE TEPITTOGN dacLTP(IGHOD. Mepiég popéc 1 DHEA-S sival  pévn oppdvn mov
KUKAOQOpEL og eminedo TAv® omd T0 PVLGIOAOYIKO Kot ival TPOPUVAOS o TBAVO Vo ALEAVETOL KOTA T TPAOTO
otadt0 SacvTPLYIoHoD 0o OTL TO TEPLOGOTEPT AVOPOYOVA.

H DHEA-S eivor cuvibog pun avyvedolun og mepint@on avendpKelog TV ENVEPPLdimv 1 mavunodnopuoiopom.
O1 GLYKEVIPDOGELS LEIDVOVTOL EAAPPE KOTG TNV KONOT| KOL LE TN XPNON AVIIGLAANTTIKGY oL Aappdvovtal and to
GTOLOL KO LELOVOVTOL EVIOVA LLETA TNV YOPTYNON YAVKOKOPTIKOEWDMV.

XopnAég KukAoPopoVoES GLYKEVTPMGELS TAPATNPOLVTUL LE GoPapn acévela Kot og acleveig pe AIDS.



Iv.

BAXIKEY APXEX THX MEOOAOY

M otafept| mocdtnro. DHEA-S onuaopévng pe 1 aviayoviletar pe
DHEA-S mov 0o petpnbei,  omoia vedpyet oto detypa 1 oto fabpovounty, yo
otafepn mocO™TO BECEMV OVTICOUAT®V TOL EVOL OKIVITOTOUUEVD., GTO
Toiyopa evog cowinvapiov tolvotupeviov. Metd and 1 dpa endaong otovg 37°
C og vdotdlovtpo, 1 ovtidpaon avtayovicpod teppotifetor pe éva Prpo
avappopnons. Toa cornvaplo katdmy TAévovtar 600 @opég pe 2 ml dtodvpatog
mong epyaciag kot ovappoovvtal. Ilapiotdvetor ypaeikd o KopmdAn
BoBupovounong ko mpocdopilovrar ot cvykevipooelg ™ DHEA-S tov
SElYHATOV PE aVay®Y) CUYKEVIPMOGEMV OO TNV KAUTOAN Babpovounone.

V. ITAPEXOMENA ANTIAPAXTHPIA
Avtidpactipra Kur 96 Xpopa- AvacvoToc)
TPOGII0PL- TIKOG
opAOvV KoOKbg
TOAVAPLO ETGTPOUEVE 2x48 ehepavto | "Etowpo yia xprion
ue avti-DHEA-S dovto
Ag 15 1 groridio Kkokkwvo | "Etowpo yio xprion
55 ml
450 kBq
IXNHOETHX: DHEA-S
onuacuévn pe wwdo (kotnyopiog
HPLC) o¢ pubuiotikd diddvpa pe
Boswr  oAPoopivn ko alido
(<0,1%)
CAL n 1 groridio kitpvo Mpocdicte 0,5 ml
Avo@ptiomot- OMEGTOAYUEVOD VEPOD
Mndevikog  Babpovountig o€ Nuévo
avBpdmivo opd, Bupoin
CAL “ 5 ploAidio kitpwvo | IIpocOéote 0,5 ml
Avogihonot- ATEGTAYUEVOV VEPOD
Babpovountég - N = 1 éwg 5 Nuévo
(dsite Tig axpifeic Tpég mAvVE
OTIG ETIKETEG TOV PraMdiov) ot
avOpdmvo TAdopa, Gupoin
| WASH ‘ SOLN ‘ CONC ‘ 1 @roAidio Kopé Apardote 70 X pe
10 ml OMECTAYIEVO VEPO
Aidopa mong (TRIS-HCI) (pnowonotiote
HOyVNTIKO avadELTHPL).
2 ploAidio aonui IpocBécte 0,5 ml
| CONTROL | N | Avotromot- OMEGTOAYUEVOD VEPOD
nuévo
Opoi erhéyyov-N =112
og avOpdmvo mAdopa, Hopdin
(dgite Tic axpifeic Tpég mave
OTIG ETIKETEG TOV PLOMDI®V)

Inpeioon: Xpnowonoteite 1o undevikod Pabprovount yio opoidoEeS opmy.

V1.

ANAAQXIMA I10Y AEN IIAPEXONTAI

Ta axdrlovBo VA amatodvTol 0ALE eV TPEYOVTOL GTO KIT:

1.
2.

O N OA W

VII.

Ameotaypévo vepd

IMméteg yo dovopr: 10 pl kor 500 pl (cvvietdror n ypfion mmetdv
axpiPeiog pe avoddGLo TAACTIKA pOYYN)

Avapeiktng otpofiiicpon

MoyvnTikdg ovadevuTnpog

Ydatérovtpo otovg 37° C

Avtopom ovpryya tov 5 ml (tomov Cornwall) yio mAdon

Zoompa avoppoenong (TpoatpeTikd)

Mmopet va ypnoonombei omolocdNmoTe PETPNTAG Y OKTVOPOAOG pe
duvardtnro, pétpnong e 1 (eddyo amddoon 70%).

ITAPAYXKEYH ANTIAPAXTHPIOY

BaOpovountic: Avacvotiote toug Babpovountés pe 0,5 ml amestaypévou
vepoD.

Opoi e)éyyov: Avacvotiote Tovg opodg ehéyyov pe 0,5 ml arestaypévov
vePOL.

Awdlopa mAoong epyociag: Ilpoetoydote emapkr] Oyko SaAdpATOSG
m\bong epyaciog pe mpooshnkn 69 dykmv aneotaypuévov vepod og 1 dyko
SraAvpatog Tvong (70x). Xpnoonomote HoyvnTikd avodentipo. Yo Ty

VIIL.

A.

=W

10.

opoyevomoinomn. Amoppiyte To U yPNOHOTOMUEVO ddAvpo TAVONG
epyaciog oTo TEAOG TG NUEPAS.

DPYAAZEH KAI HUEPOMHNIA AHEHY TQN ANTIAPAXTHPIQN

Tpw and t0 dvorypa | ™V ovacHotaot, OA0 TO GUGTOTIKG TOL KIT
mopapévouv otabepd £mg v muepounvia ANENG, 1 omoio avarypapeTaL
oTNV £TIKETA, EPOGOV dloTnpovvTot o€ Beppokpaoio 2 £wg 8° C.

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

T peyoddtepeg mepiddovg @LAoEng, Oo mpémer va dnpovpyndodv
KAGopota/dooelg pog xpiions Kot va dwatnpnbovv og Beppokpacio —20°
C eni 3 pnveg 10 péyioto. Amopedyete tovg €maKkOA0VOOVS KOKAOLG
KaTAWYLENG-amoyuENe.

Dpéoko, TopackevOoUEVO ddivpo mAOong epyaciog Oo mpémer va
xpnoponoteitat Ty idlo nuéPa.

Metd v mpdT™ YpNon Tov, 0 yvnbétng Tapapével otabepds £wg TNV
nuepopnvio. ANENG, €pOGOV datnpeitol 6To APYIKO, EPUNTIKE KAEGTO
puoAidio og Beppokpacio 2 £mog 8° C.

Toydv peTOPOAEG TNG PUOIKNG EUPAVIONG TV AVTIOPACTNPIOV TOL KIT
gvdgyetan va vTodnAdvouy aotddelo 1| aAdoimon.

2YAAOrH KAI IIPOETOIMAXIA AEITMATQN

Ta detypato opov Tpénel va puAdocovtat g Oeppokpacio 2-8° C.

Eav n e&étaon dev mpaypatonomBei evidg 24 mpdv, cuvietdror 1 eOAAEN
otovg -20° C.

ATopevyete ToVG EMAKOA0VOOVS KOKAOVG KOTAWVENG-0TOWVENS.

ATAATKAXTA

LUELDCELS CYETIKA e TO YEPLONO
Mn ¥pPNOYLOTOLEITE TO KIT 1) TO. GVGTOTIKA HETA TNV NHEpounvia ARENS.
Mnv avoperyvogTe VAKE amd SL0QOpPETIKES TUPTIOES KIT.
Dépete 0o Ta avTidpaoctiple o Beppokpacia dwpatiov (18-25°C) mpwv
omd T ypfion.
Avapeiéte kohd Olo to avidpoaotiplo Kot To Oglypote He  omoin
avokivinon 1 avadevon.
Xpnoomoteite £va KaBopd avoldGIHo pYYYOG TIMETOG Yo TV TPOSONKN
KGOe  O0POPETIKOD  OVTIOPACTNPIOL KOl SelylOTOG TPOKEWEVOL VoL
amopVyete TV empdivvon. H akpifela Peltidveton pe yprion mumetdv
VYNNG akpifEag 1) GVTOUATOTOHEVOL EEOTAGHOD SI0VOUNG e TTETES.
Trnpeite TOVG YPOVOLS ETMDUONG.
[postoydote o koumoAn Poabupovounong yw KGBe aviivon kot pn
¥pNotponoteite dedopéva amd TPONYOOUEVEG OVOADGELS.
Kdabe corjvag propei va ypnoyonomBet povo pia gopd.

Awdikosio
INUAVETE EMOTPOUEVO COAVAPLO € STAOVV Yo kGO Pabuovopntn, opd
eléyyov ko Setypa. o Tov Tpocdlopiopd Tov HeTpicemy Tov ity 2%
("total"), onuavete 2 Kowd (Un EXGTPOUEVA) GOANVAPLAL.
Avapeiéte yioo AMyo (pe avopeiktn otpofilicpod tomov vortex) opovg
eléyyov kon detypoto kor doveipete 10 pl omd éxacto oe avrtictoyo
GOANVAPLOL.
Awveipete 500 pl DHEA-S onupaopévng pe 1 oe kébe cwinvapro,
GUUTEPIAAUBAVOVTAS TO U EMOCTPOUEVO COANVOPLEL TOV OPOPOVV TIG
HETPHGELS TOL 1yn0ét 21 ("total”) .
Avakivnote omodd pe to xépt ™ Pdon ompEng TV coinvapiov yu vo
ameAeVOEPDOOETE TVYOV TAYLOEVUEVES PUGUAIDEG QEPQL.
Enodote yio 1 dpa otovg 37° C og vdatdrovtpo.
Avappooniote (| petoyyiote) 1o mepeydpevo kdbe coinvapiov (e
gEaipeon ekeiva mov agopodv Tig peTpioelg tov yvndém I [“total™]).
Befaiwbeite 611 T0 TAOGTIKO pOYYOG TOL avappoenT) POEvVEL oTOV TVLOUEVE
TOV EMOTPOUEVOV COANVAPIOV TPOKEYEVOL Vo apatpedel OAN M mocdHTTAL
TOV VYpPOV.
[MAvvete to coinvapio pe 2 ml dwwddvpatog Thvong epyaciog (pe e€aipeon
ekefva OV agopovv TIC uHeTpHoelc Tov yvnditn 21 [“total"]) won
avoppognote (| petayyiote). ATo@OyeTe T0 GYNUATIOUO appod KaTd ™
Sdpketa G TPocHnkng Tov dtoddpotog mAdong epyociac.
[TAOvete ta coinvapua pe 2 ml Stoddpatog TAvong epyaciog (pe e&aipeon
ekeivo IOV aPopovV TG ueTproetg tov tyvnétn 1251 ["total"]) kon
avappoenote (1 petayyiote). ATOQOYETE TO CYNHATICUO APPOV KOTE TN
Sdpkela g TpooHnkng tov doddpatog mAdong epyociag.
Aognote T colnvaplo va otabovv oe Opbue Béon yu dVo Aemtd Kou
AVOPPOPNHOTE TN 6TAYOVA VYPOV TOV ATOUEVEL.
Metpriote Ta coAnvaplo o petpnt ¥ oktivoforiog yia 60 dgvteporenta.



XI.
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XIl.

YIIOAOT'IEMOZX TQN AIIOTEAEXMATQN

Ymoloyiote T péon T TOV SITAGDV TPOGIOPIGUDY.

Ymoloyiote T SeCUEVUEVT] POSLEVEPYELD OG TOGOGTO TNG JEGHEVONG TOV
npocdopiletar oo onueio undevikov Pabuovounth (0) coupmva pe tov
axoAiovbo Tomo:

Kpovoeig(BBabpovoprig 1 deiypa)
Kpotvoeig(MMndevikBadpovounmg)

B/BO(%) = X100

Topaoctote ypaed Tig Tipés (B/BO(%)) Yo kGBe onpeio Pabuovounth
oG ovvaptmon g ovykévipmong g DHEA-S yur kdBe onpeio
Bobpovount. Amoppiyte TIG ELEAVEIG UN ATOSEKTES TUYLEG.

To mv xatookevn ™G KopmoAng Pabuovounong eivar dvvatd va
ypnoiponombodv emiong pnébodor pe tn Pondeta nAexkTpovikoh VIOAOYIOTY.
Eav ypnowomoteiton avtopatn enelepyacio amoterecUATOV, GUVIGTATOL
TPOGOPLOYN KAUTOANG AOYIGTIKNG GUVAPTNONG 4 TOPOUUETPOV.

Me avayoyn tov tipdv tev dsrypdtov (B/BO (%)), npocdopicte Tig
ovykevtpooelg DHEA-S tov derypdtov omd v koumdin abpovounonc.
To kdBe TPocdlopiopd, TPEREL Vo ELEYYETAL TO TOGOGTO TOV GUVOALKOV
yvnBétn mov deopedetar ev ) amovoio pn onpacuévng DHEA-S (BO/T).

TYIIIKA AEAOMENA

To axélovba dedopéva mpoopiloviar HOVO @G TaPAdEYLO Kot OEV TPEMEL VO
YAPNOLOTOIOVVTOL TOTE AVTL TNG KAUTVANG BOOLOVOUNONG TPy LLOTIKOD ¥POVOL.

r. Axpipewa

DHEA-S-RIA-CT cpm B/Bo (%)
Kpovoeig tov yynoém 125 ("total") 164710
Bafpovopni 0,0 pg/dl 34266 100,0
HovorIEE 17 ﬁg/dl 31393 91,6
9,7 pg/dl 21411 62,5
41,0 pgrdi 11078 323
219,0 pg/dl 3398 9.9
1090,0 pg/dl 877 26
ZVVTEAEOTNG UETOTPOTNG:
Amd pg/dl og pmol/l: x 0,0271
Amd pmol/l o pg/dl: x 36,85
X111, AITOAOZXH KAI ITIEPIOPIXMOI
A ‘Opro aviyvevong
MetpnOnkav gikoot undevikoi Pabpovountés pall pe €va cbvoro ALV
Babpovountav.
To Opo aviyvevong, oplldHevo ®C M QOIVOUEVIKY) CULYKEVIP®OON dVO
TUTIKOV  omoKAicEOV KOAT® 0md TG HECEG WUETPOES OE UNOEVIKN
déopevon, firav 1,23 pg/dl.
B. Ewwkomra

H &W¥wdmra t0v TOAMKAOVIKOD OVTICOUATOS TOL YPTCUOTOLEITOL GTOV
npocdopopd avtd aforoyndnke péow g pebddov RIA, g o Adyog Tng
nocomtag DHEA-S, n omoio amodider 50% ovoactody g déopgvong g
onuacpévng DHEA-S, kot g mocomTog TV EVOCE®MV TOL TOpPOoVGtifovv
Sraoctavpodpevn avtidpaon (avarioya), ot 0Toieg EMPEPOVV TNV 310 OVOGTOAN.

AKPIBEIA I'TA TON IAIO AKPIBEIA METAEY
[MPOZAIOPIZMO ATA®OPETIKQN ITPOZAIOPIZEMOQN
Opog N <X>=T.A. XA Opog N <X>=+T.A. A,
(Hg/dI) (%) (Hg/dI) (%)
A 20 321+19 59 A 12 30,8+2,0 6,5
B 20 107,4£5,1 3,6 B 12 1055+ 6,5 6,5
T.A.: Tomkn andxiion, X.A.: Zovtedeotg dakdpoveng
A. OpBétnTa
AOKIMAZIA APAIQEHZ
Agiypa Apaioon OzopnTiki MetpnOsica
OVYKEVTPOON OVYKEVTPOON
(hgrdl) (Hg/dl)
Opdc 1 n 389,6
12 194,8 168,1
1/4 97,4 92,3
1/8 48,7 50,7
1/16 243 27,1
Opog 2
171 85,0
1/2 42,5 38,3
1/4 21,2 19,0
1/8 10,6 10,6
1/16 53 7,0
Ta deiypota apoidOnkav pe pndevicd fadpovount.
AOKIMAZIA ANAKTHXHX
Agiypa Ipootedeioa @sw'pqnm'] Ma‘r[? mosica Avaxktn0
DHEA-S EAS T SUYKEVTPOIOT| sica
(ug/dly DHEA-S (ug/dl) | DHEA-S (pg/dl) %)
Opdg
0 NA 26,0 NA
25 51 59,7 117
50 76 80,6 106
100 126 128,1 101,6

Ao 600 eivoan Svvatd vo yvopilovpe, dev vmdpyet OeBvéG VAKO
AVAPOPAG YI0L TV TOPAUETPO OVTH.

Meoodrgotnpo petald g dwavopns teievtaiov Padpovounti Ko
dsiypotog

Onwg @oiveral oTn CLVEXEW, TO OTOTEAECUOTO TOV TPOGOLOPIGHOD
Topapévouy a&l0mioto akope Kot 0tav dtavépetar €va dgiypo 30 Aemtd
HeTd TV TPocHNKn Tov PadpovounT 6o ETCTPOUEVE. COANVAPLOL.

MEZOAIAXTHMA

Opoég 0 10*

(ngrdl)

Opodg 1
Opdg 2

30,8
98,5

33,8
113,5

31,5
118,2

31,2
102,5

"Evoon AweTavpovpevn avridpaon
(%)
DHEA-S 100,00
DHEA < 0,05
Thkovpovidio tng DHEA <0,05
Av3pooTevediovn < 0,05
Ootpovn - Ogukn 0,08
5a-3wdpotectootepdvn <0,05
Teotootepdvn < 0,05
Inpeioon: 210V Tivokae auTd ToPOVGLALETaL 1) SIGTOVPOVHEVT

avtdpactikdmra yo T avii-DHEA-S.

XIV. EXQTEPIKOX IIOIOTIKOX EAETX0X

Edv ta anoteléopato mov Aapfdvovtor v tov opd eréyyov 1 i/kat tov opd
eléyyov 2 d¢ Ppiokovtor gvtdg tov mediov Tipmv mov kabopiletoar oy
eTkéTo.  TOL  QAdiov, To  amotedéoporta  dgv  givor  dvvatd  va
yxpnopomomBovy, extdg edv £yel doBel wavomomTikny €€nynon yw v
ACVUPOVia.

Edv givon emBounto, kébe epyaotipo pmopet va dnpovpynoet ta Stké tov
petypoto dewypdrov eiéyyov (pools), ta omoio mpémer va Swatnpodvton
KOTEYVYHEVE GE KAAGHATO/SOCELS O YP1OTC.

To kpriplo. oamodoyng yio T Soeopd HETOED TV SITAMY ATOTELECUATMOV
Tov detyndtev 0o tpémet va Paciloviat oe 0pbEg £pYAOTNPLUKES TPOKTIKES.




XV. TIMEX ANA®OPAX

Ot tpég awtég mopéyoviar povov g odnyos. Kabe epyastipio Ba mpémer va
KoOEPDGEL TO S1KO TOV TTEDIO PLGIOAOYIKAV TIUDV.
To medio Tydv exepaletar g mocootd enl To1g ekatd 2,5 % kot 97,5 %.

Yrokeipeva (niuciaxn N Méon Tun Igdio Tipcdv
opada) po/dl
Tuvaikeg
<15 15 129,7 37,8 - 264,5
15-19 19 276,7 117,3 - 531,0
20-24 16 2440 118,7 - 4289
25-29 33 197,5 70,2 - 4134
30-34 27 175,1 75,2 - 398,7
35-39 23 162,0 63,3 - 2914
40-44 19 144 .4 37,3 - 255,8
45-49 13 109,8 20,9 - 198,0
50-54 16 117,0 26,8 - 3754
55-59 13 102,9 345 - 1781
60-64 10 92,8 24,6 - 1823
> 65 15 114,3 6,3 - 377,0
Avdpeg
<15 14 138,9 349-284.1
15-50 42 262,2 80,5 -479,4
> 50 37 177,6 51,8 — 470,7

XVI. IIPODPYAAZEEIX KAI IIPOEIAOIIOIHXEIY

Aopaleiag

Movo 1o StoyvooTtikn yprion in vitro.

To kit awtd mepiéyet 1o 2 | (Xpovog nuilomg: 60 nuépec), pia padievepyn ovaio
n omoia ekmépmet viCovoa axtivoPorio X (28 keV) kar y (35.5 keV).

Avtd 10 padievepyd mpoidv givar duvatd va petaeepbel ko va ypnotpomom el
povo amd eovorodotuéva dropoa. H ayopd, @OAagn, ypnon kot avtorioyn
POdIEVEPYDV TPOIOVI®V VROKEWTOL OTn VopoBesion ™G ydPAg TOL TEAKOV
xPNOTN. e Kopio mepintwon dev mpémet va xopnyeital To Tpoidv oe avOpdTOVS 1
Cwa.

‘Ohog 0 yepiopdg tov padlevepyod VAIKOV Oa mpémel vo ekteleiton oF
KaOOPIGUEVO XDPO, HOKPLE amd YDPOVG TOKTIKNG SEAELONG. XTO €PYOUOTIPLO
TPEMEL Va. Sratnpeitat NHEPOAOYIO Yo TNV TopaAofn) Kot T OAAEN padievepydv
viwcov. E&omiopdg kot yvdAwvae okedn Tov epyactnpiov, Ta omoio Oo
propovoav vo poAvvBodv pe padievepyéc ovaieg, Ba mpémel va puAdocovtal og
EePLoTd XMPO Yo TV TPOAYN ETUOAVVONG TOV SLOPOPOV PAdI0IGOTOTOV.
Toyov doppoés padievepydv vypav Tpénet va kabapilovtor opuécmg OLPMVO te
TG dadkacieg acearewag and padievépyeta. Ta padievepyd amdPAnto mpémet va
AmOPPITTOVINL GOUPOVO UE TOVG TOTIKOVG KOVOVIGHOVG KOl TIG KATELOUVTIpLeg
odnyieg Tov apydv mov Eovv dwkarodooio oto gpyactipwo. H tpnon tov
Bacikdv kavovev ac@ILelg amd PaSIEVEPYELL TAPEYEL ETOPKT| TPOCTAGIOL.

Ta ovototikd avOpdmvoy aipatog mov mepLapfdvovial 6To KIT outd £xouv
eheyyOel pue peboddovg eykekpipuéveg oty Evpdmn f/kor and tov FDA ko €xet
Sumotodel 6Tt givan apvnTikd wg mpog v mapovsio HbSAQG, avti-HCV, avti-
HIV-1 xatr 2. Kopia yvootr) pébodog dev eivar duvatd va mopéyel mAnpn
Sraopdlion 6t Tapdymya Tov avOpOTIVOV aiotog de Ba peTaddcovy nratitida,
AIDS 1 dM\eg dowdéels. Emopévac, o yepiopdg avidpaotnpiov, derypdtov
0po¥ N mAdopatog Ho Tpémel va yivetol GOUPMVA LLE TIG TOTIKES dtadikacies mept
ACQAAELOG.

Oha ta Lowd mpoidvta Kot Topdymya govv cviiexfel amd vym (da. Ta Bosia
GLGTOTIKG TPOEPYOVTOL amd YdPeg 6mov dev £xetl avapepdei BSE. Iap' 6A' avtd,
ovotoTikd mov mepEyovv (mwég ovoieg Oa mpémer va avtipetomilovior mg
SVVNTIKOG LOAVCUOTIKA.

Amo@edyete  OMOWONTOTE  EMOUQN] TOV  OEPUOTOG UE  AVTIOPOCTIPLOL
(xypnowomoteitar alido tov vatpiov g cvvpntikd). To alido oto kit CWTO
evdéxeTal va avtdpdoet pe pOAVPOo Kol YOAKO TV VOPOLAMKOV COANVOCEMY
KOl VO GYNUATICEL [e TOV TPOTO ovTd 1dtaitepa ekpnkTikd alidio petddiov. Katd
™ Sdpkel Tov PNoTOg TAVONG, EKTADVETE TNV OmOYETELON ME UEYOAN
TOGHTNTA VEPOL, Y10t TNV TPOANYN TVYOV GLGGMPELONS alidiov.

Mnv kanvilete, unv mVeTE, PNV TPAOTE KOL U1 YPNCLUOTOLEITE KOAADVTIIKG GTO
Kdpo epyacioc. Mnv Swavélete e TTETO YPNOLULOTOUDVTAG TO OTOUO GOGC.
XPNGHOTTOLEITE TPOCTATEVTIKO POVYIGHO Kot YEVTIO piag XpomNG.

T meprocotepeg mAnpogopies, avatpééte oo DVUALO dedopévav acporeiog
vAwov (MSDS)
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KPOYZXEIX BA®GMONO- AEI'MA
"TOTAL"™ MHTEX (TA) OPOI
pl EAErXoy
pl pl
Babpovountés (0 wg 5) - 10 -
Aeiypato, opoi eréyyov - - 10
IywOéng 500 500 500
Endoon 1 dpa otovg 37° C 68 VIATOLOVTPO.
Aoy mpiopog - Avoppoéenon
Awdhopo TAvoNG epyaciog 2,0ml
Aoy mpiopog Avoppoenon
Adhopo TAvoNG epyaciog 2,0ml
Awyopiopog AvoppoOENON TPOGEKTIKN
Métpnon Métpnon coinvapiov eni 60 devtepdrenta
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Przed zastosowaniem nalezy przeczytaé caly protokél.

DHEA-S-RIA-CT

I.  PRZEZNACZENIE

Oznaczenie radioimmunologiczne do ilo$ciowego pomiaru in vitro ludzkiego Siarczan 5-androsteno-3b-OL-17-
dionu (siarczan dehydroepiandrosteronu lub siarczan DHEA) w ludzkiej surowicy.

II. INFORMACJE OGOLNE
A. Nazwa firmowa: DIAsource DHEA-S-RIA-CT
B. Numer katalogowy: KIP0481 : 96 oznaczen

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

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

I11. INFORMACJE KLINICZNE

A.  Aktywnosé biologiczna

Dehydroepiandrosteron (DHEA) oraz jego zwiazek siarczanowy, DHEA-S, sa glownymi produktami sterydowymi
nadnerczy. Gtéwnym zroédlem tych sterydow u kobiet sg nadnercza, natomiast u mezczyzn istnieje jeszcze niewielka
produkcja tych substancji w jadrach. Produkcja DHEA jest stymulowana przez ACTH, w wyniku czego obserwuje si¢
znacznego stopnia zmienno$¢ dobowa, jezeli chodzi o stgzenia tego hormonu w surowicy. DHEA jest szybko przeksztalcane
do DHEA-S przez enzym obecny w nadnerczach, watrobie i jelicie cienkim. DHEA-S wystepuje w stezeniach
przekraczajacych 200-krotno$¢ poziomu DHEA i charakteryzuje si¢ dtuzszym czasem poéttrwania, w wyniku tego zmiennos$¢
dobowa poziomu tej substancji jest mnigj istotna.

Z uwagi na wptyw starzenia na struktur¢ endokrynologiczna, w tym DHEA-S, poziom tego hormonu moze by¢ brany pod
uwagg jako biomarker procesu starzenia, poniewaz poziomy substancji stopniowo malejg wraz z wiekiem. Poziomy DHEA-S
W osoczu stopniowo wzrastaja od okoto siddmego roku Zycia, nastgpnie stopniowo maleja od trzeciej dekady.

DHEA jest 19-weglowym sterydem o masie czasteczkowej 288 kD i czasie pottrwania okoto 1 — 3 godzin. Masa
czasteczkowa DHEA-S wynosi 368,5 kD a jego czas pottrwania wynosi okoto 10 — 20 godzin. DHEA jest wytwarzany
z pregnenolonu za pomocg enzymu 17,20 desmolazy i metabolizowany do androstenodionu lub testosteronu przy pomocy
(odpowiednio) 3-beta- lub 17-beta-dehydrogenazy sterydowej. Sulfataza sterydowa przeksztalca DHEA do DHEA-S
a sulfohydroksylaza odwraca tg reakcje.

B. Zastosowania kliniczne

Podwyzszone poziomy DHEA-S stwierdza si¢ u pacjentdéw z guzami nadnerczy lub z wrodzona hiperplazja nadnerczy.
Poziom DHEA-S moze by¢ rowniez nieznacznie podwyzszony u pacjentdw z zespotem policystycznych jajnikow, co
potwierdza role nadnerczy w wirylizacji obserwowanej w tym stanie chorobowym. Guzy wytwarzajace HCG u mezczyzn
moga prowadzi¢ do zwigkszenia wytwarzania DHEA w jadrach.

DHEA-S jest czgsto oznaczany razem z wolnym testosteronem w poczatkowym tescie przesiewowym hiperandrogenizmu
W hirsutyzmie. W niektorych przypadkach, DHEA-S jest jedynym hormonem we krwi krazacej, ktérego poziomy
przekraczaja wartosci prawidtowe. Do takiej sytuacji dochodzi najczesciej w poczatkowych stadiach hirsutyzmu i dotyczy to
czesciej] DHEA-S, niz innych androgendw.

DHEA-S jest przewaznie niewykrywalny w stanach niedoczynnosci nadnerczy lub niedoczynnosci przysadki. Stezenia tego
hormonu sa nieznacznie obnizone w ciazy i w czasie przyjmowania doustnych $rodkéw antykoncepcyjnych, oraz znaczaco
obnizone w trakcie przyjmowania glikokortykosterydow.

Niskie stezenia we krwi krazacej sa obserwowane w ciezkich stanach chorobowych i u pacjentéw z AIDS.



Iv.

ZAGADNIENIA DOTYCZACE METODY

W celu pomiaru substancji obecnej w probee lub w kalibratorze, odpowiednia ilos¢
czasteczek DHEA-S oznakowanych 1 wspotzawodniczy z DHEA-S 0 okre$lona
ilo$¢ miejsc na przeciwciatach unieruchomionych na $ciance probowki polistyrenowe;.
Po jednogodzinnej inkubacji w temperaturze 37°C wlazni wodnej, przebiegajacej
W temperaturze pokojowej reakcja wspolzawodnictwa jest przerywana przez aspiracjg.
Probowki sa wtedy myte dwa razy 2 ml roboczego roztworu pluczacego i odsysane.
Wykreslana jest krzywa kalibracyjna a st¢zenia DHEA-S w probkach sa okreslane na

podstawie nalozenia dawki na krzywa kalibracyjna.

V. ODCZYNNIKI DOSTARCZONE

Odczynniki Zestaw 96 Kolor Rekonstytucja
oznaczen
Probowki oplaszczone 2x48 kqs’c’ Gotowe do zastosowania.
anty-DHEA-S stoniowa
Ag 125) 1 fiolka czerwony | Gotowy do zastosowania.
55 ml
ZNACZNIK IZOTOPOWY: 450 kBq
DHEA-S oznakowany jodem'?
(poziom HPLC) w buforze z
albuming bydleca i azydkiem
(<0,1%).
cAL n 1 fiolka sty | Dodaé 0,5 ml wody
material destylowanej
Kalibrator zerowy w surowicy | liofilizowa
ludzkiej, tymolem. ny
CAL - 5 fiolek 701ty Doda¢é 0,5 ml wody
material destylowanej
Kalibratory DHEA-S - N =od 1 | liofilizowa
do 5 (dokladne wartosci na ny
etykietach fiolek) w plazma
ludzkiej, tymolem.
WASH SOLN cone |1 fiolka brazowy | Rozcienczy¢ 70x woda
10 ml destylowana (wykorzystac¢
mieszadto magnetyczne).
Roztwor ptuczacy (TRIS HCI)
2 fiolki srebrny | Doda¢ 0,5 ml wody
CONTROL | N | materiat destylowanej
liofilizowa
- ny
Kontrole - N =od 1 do 2
w plazma ludzkiej, tymolem
(dokladne wartosci na
etykietach fiolek)
Uwaga: Do rozcienczania probek uzywac kalibrator zerowy.

VI.

MATERIALY WYMAGANE, ALE NIEDOSTARCZONE

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

Pipety do dozowania: 10 pl i 500 pl (zaleca si¢ korzystanie z doktadnych

Strzykawka automatyczna o obj¢tosci 5 ml (rodzaj Cornwall) do plukania

Moze by¢ wykorzystywany jakikolwiek licznik gamma odpowiedni do

Kalibratory: Rozpusci¢ kalibratory przy pomocy 0,5 ml wody

Kontrole: Kontrole nalezy rekonstytuowa¢ przy pomocy 0,5 ml wody

1.  Woda destylowana
2.
pipet z jednorazowymi koncoéwkami plastikowymi)
3. Mieszadlo wirowe
4. Mieszadlo magnetyczne
5. Laznia wodna w 37°C
6.
7. Uklad do aspiracji (opcjonalnie)
8.
pomiaru 21 (minimalny uzysk 70%)
VIl. PRZYGOTOWANIE ODCZYNNIKOW
A.
destylowanej.
B.
destylowane;j.
C.

Roboczy roztwér pluczacy: Wiasciwa objeto$¢ roboczego roztworu
pluczacego nalezy przygotowa¢ dodajac 69 objetosci wody destylowanej
do 1 objgtosci roztworu pluczacego (70x). Do homogenizacji nalezy
wykorzysta¢ mieszadto magnetyczne. Niewykorzystany roboczy roztwér
pluczacy nalezy wyla¢ pod koniec dnia.

VIIl. PRZECHOWYWANIE I DATA WAZNOSCI ODCZYNNIKOW

=

10.

XL

1.
2.

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

Po rekonstytucji, kalibratory i kontrole zachowuja trwatos¢ przez
1 tydzien, pod warunkiem przechowywania w temperaturze od 2 do 8°C.
Swiezo przygotowany roboczy roztwor phluczacy powinien byé
wykorzystany w tym samym dniu. W razie koniecznosci przechowywania
przez dluzszy okres czasu, nalezy przygotowa¢ niewielkie objetosci
kontroli, co pozwala przechowywa¢ je w temperaturze -20 °C przez
3 miesigce. Unika¢ powtarzanych cykli zamrazania-odmrazania

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

Zmiany w wygladzie fizycznym odczynnikdéw w zestawie moga
wskazywac¢ na ich niestabilno$¢ lub zuzycie.

POBIERANIE I PRZYGOTOWANIE MATERIALU DO BADANIA

Probki surowicy musza by¢ przechowywane w temperaturze 2-8°C.

Jezeli oznaczenie nie jest wykonywane w ciggu 24 godzin, zaleca sig
przechowywanie w temperaturze -20°C.

Unika¢ powtarzanych cykli zamrazania-odmrazania.

PROCEDURA

Uwagi dotyczace obshugi

Nie wolno wykorzystywac¢ sktadnikoéw zestawu po uptynieciu podane;j
daty waznosci.

Nie wolno miesza¢ materiatdw pochodzacych z roznych serii zestawOw.
Przed wykorzystaniem wszystkie odczynniki powinny osiagnaé
temperature pokojowa (18-25°C).

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

Aby unikna¢ zanieczyszczenia krzyzowego, do dodawania poszczegdlnych
odczynnikow 1 probek nalezy wykorzystywaé czyste koncowki
jednorazowe pipet. Pipety wysokiej precyzji lub pipety automatyczne
poprawiaja precyzj¢ wykonania oznaczenia.

Przestrzega¢ czasow inkubacji.

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
probowki w badaniach podwojnych. W celu okreslenia catkowitych zliczen
nalezy oznaczy¢ 2 standardowe probowki.

Szybko wymiesza¢ wirujac: kalibratory, probki i kontrole, i dozowa¢ po 10
ul kazdej substancji do odpowiednich probowek.

Do kazdej probowki, w tym do proboéwek nieoptaszczonych do
catkowitego zliczania, doda¢ po 500 pl DHEA-S oznakowanego jodem125.
Delikatnie potrzasna¢ statywem w celu uwolnienia uwigzionych
pecherzykow powietrza.

Inkubowa¢ przez 1 godzing w temperaturze 37°C w tazni wodne;j.
Aspirowaé (lub odla¢) zawarto$¢ kazdej probowki (z wyjatkiem probowek
do catkowitego zliczania). Aby usuna¢ caly ptyn nalezy upewnic sig, ze
plastykowa koncowka aspiratora osiagneta dno optaszczonej probowki.
Przeptuka¢ probowki przy pomocy 2 ml roboczego roztworu ptuczacego
(z wyjatkiem proboéwek do catkowitego zliczania) i aspirowa¢ zawarto$é
(lub odla¢ ja). W trakcie dodawania roboczego roztworu pluczacego nalezy
unika¢ wytwarzania piany.

Przeptukac probowki przy pomocy 2 ml roboczego roztworu ptuczacego (z
wyjatkiem probowek do catkowitego zliczania) i aspirowaé¢ zawarto$¢ (lub
odla¢ ja). W trakcie dodawania roboczego roztworu pluczacego nalezy
unika¢ wytwarzania piany.

Pozostawi¢ probowki w pozycji stojacej do goéry na dwie minuty
i aspirowac pozostate krople ptynu.

Zlicza¢ probowki w liczniku gamma przez 60 sekund.

OBLICZANIE WYNIKOW
Obliczy¢ $rednig oznaczen podwojnych.
Obliczy¢ zwiazang radioaktywno$¢ jako odsetek wigzania okre$lonego

w zerowym punkcie kalibracji (0) zgodnie z ponizszym wzorem:

Liczbazliczen (dla kalibratora lub probki) 1
Liczba zliczen (dla kalibratora zerowego)

B/BO(%)= 00




3. Wartosci (B/B0(%)) dla kazdego punktu kalibratora jako funkcj¢ stezenia
DHEA-S kazdego punktu kalibratora. Odrzuci¢ oczywiste wartosci
graniczne.

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

5. Nakladajac wartosci (B/BO (%)) probki nalezy okresli¢ stgzenia DHEA-S
w prébkach z krzywej kalibracyjnej.

6. Dla kazdego oznaczenia nalezy sprawdzi¢ odsetek catkowitego zwiagzanego
znacznika izotopowego przy braku nieoznakowanego DHEA-S (BO/T).

XIl.  PRZYKEAD DANYCH TYPOWYCH

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

D. Dokladnos¢

BADANIE ROZCIENCZENIA
Probka Rozcienczenie Stez. teoretyczne Stez. zmierzone
(hg/dI) (hg/dI)
Surowica 1 11 389.6
12 194,8 168,1
1/4 97,4 92,3
1/8 48,7 50,7
1/16 24,3 27,1
Surowica 2 1 85,0
12 42,5 38,3
1/4 21,2 19,0
1/8 10,6 10,6
1/16 53 7,0

Prébki zostaty rozcienczone przy pomocy kalibrator zerowy.

BADANIE ODZYSKU

DHEA-S-RIA-CT cpm B/Bo (%)

Zliczanie catkowite 164710

Kalibrator 0,0 pg/dl 34266 100,0

1,7 pg/dl 31393 91,6

9,7 pg/dl 21411 62,5

41,0 pg/dl 11078 32,3

219,0 po/dl 3398 9,9

1090,0 pg/dl 877 2,6

Wspotczynnik konwersji:
Z pg/dl na pmol/l : x 0,0271
Z pmol/l na pg/dl : x 36,85

XN, DZIALANIE I OGRANICZENIA

A. Granica wykrywania

Dwadziescia kalibratorow zerowych oznaczano wraz z zestawem innych
kalibratorow.

Granica wykrywania, zdefiniowana jako odmienne stgzenie dwoch odchylen
standardowych ponizej przecigtnej wartosci zliczania przy wigzaniu zerowym
ksztattowata si¢ na poziomie 1,23 pg/dl.

B. Swoistos¢

Odsetek reaktywno$ci krzyzowej, oceniany przez poroéwnanie stgzenia
prowadzacego do 50% zahamowania, przedstawia si¢ nastgpujaco:

. Dodano Stez. Stez.
Probka DHEA-S teoretyczne Zmierzone O((j;y)sk
(Hg/dl) DHEA-S DHEA-S °
(Hg/dl) (hgrdl)

Surowica 0 NA 26,0 NA

25 51 59,7 117

50 76 80,6 106
100 126 128,1 101,6

Wedlug naszej wiedzy, dla tego parametru nie ma zadnego
miedzynarodowego materiatu referencyjnego.

E. Opoznienie  pomiedzy  oznaczeniem  ostatniego  kalibratora
i dozowaniem prébki

Jak wykazano, wyniki pomiaru pozostaja doktadne nawet woéwczas, gdy od

momentu dodania kalibratora do optaszczonych probowek mingto 30 minut.

OPOZNIENIE
Surowica 0 10' 20" 30"
(g/dI)
Surowica 1 30,8 33,8 31,5 31,2
Surowica 2 98,5 113,5 118,2 102,
5

Zwiazek Reaktywnos¢ krzyzowa

(%)

DHEA-S 100,00

DHEA <0,05

DHEA-glukuronid <0,05

Androstenodiol < 0,05

Siarczan estronu 0,08

5a-Dihydrotestosteron < 0,05

Testosteron <0,05

Nota : W tej tabeli przedstawiono reaktywno$¢ krzyzowa dla anty-DHEA-S.

C. Precyzja
PRECYZJA W SERII PRECYZJA MIEDZY SERIAMI
Surowica | N <X>+SD CcVv Surowica N <X>+SD cv
(Hg/dI) (%) (Hg/dI) (%)
A 20 | 32,1+19 59 A 12 30,8+2,0 6,5
B 20 | 107,4+5,1 3,6 B 12 105,5+6,5 6,5

SD: Odchylenie standardowe; CV: Wspotczynnik zmiennos$ci

XIV. WEWNETRZNA KONTROLA JAKOSCI

- Jezeli wyniki uzyskane dla kontroli 1 i 2 nie znajdujg si¢ w zakresie
okreslonym na etykiecie fiolki, wyniki nie moga zosta¢ wykorzystane
dopoki nie uda si¢ znalez¢ whasciwego wyjasnienia tego odchylenia.

- Jezeli to konieczne, kazde laboratorium moze wykona¢ wiasne prébki
zbiorcze w celach kontrolnych, ktére powinny by¢ zamrozone w matych
objetosciach.

- Dopuszczalne kryteria dotyczace roznicy pomiedzy wynikami oznaczen
podwojnych probek powinny by¢ zgodne z zasadami prawidlowej pracy
w laboratorium.

XV. ZAKRESY REFERENCYJNE

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




Osobnicy (grupa wiekowa) N Srednia(ug/dl) Zakres *

Kobiety
<15 15 129,7 37,8 - 2645
15-19 19 276,7 117,3- 531,0
20-24 16 2440 118,7 - 428,9
25-29 33 197,5 70,2 - 4134
30-34 29 175,1 75,2 - 398,7
35-39 23 162,0 63,3 - 2914
40-44 19 1444 37,3 - 2558
45-49 13 109,8 20,9 - 198,0
50-54 16 117,0 26,8 - 3754
55-59 13 102,9 345 - 1781
60-64 10 92,8 24,6 - 182,3
>65 15 1143 6,3 - 377,0

IMezczyzni
<15 14 138,9 34,9-284,1
15-50 42 262,2 80,5-479,4
> 50 37 177,6 51,8 -470,7

XVI. SRODKI OSTROZNOSCI I OSTRZEZENIA

Bezpieczenstwo

Tylko do diagnostyki in vitro.

Zestaw zawiera '®| (Okres potowicznego 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
produktow radioaktywnych podlega regulacjom prawnym kraju uzytkownika
koncowego. W zadnym wypadku produkt nie moze by¢ podawany ludziom lub
zwierzgtom.

Obstuga materiatow radioaktywnych powinno by¢ przeprowadzana w miejscach
do tego przeznaczonych, z dala od miejsc ogélnej uzytecznosci. W laboratorium
musi byé przechowywany rejestr przyje¢ i przechowywania materiatow
radioaktywnych. Wyposazenie laboratorium oraz szklo, ktore moze by¢ skazone
substancjami radioaktywnymi powinno by¢ oddzielone w celu uniknigcia
krzyzowego zanieczyszczenia roznych 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 ogolnie przyjetymi wytycznymi obowigzujacymi
w laboratorium.  Przestrzeganie = podstawowych  zasad  bezpieczenstwa
radiologicznego zapewnia wystarczajace zabezpieczenie.

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

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

Unika¢ kontaktu skory z odczynnikami (zawieraja azydek sodowy jako $rodek
konserwujacy). Azydek znajdujacy si¢ w zestawie moze reagowaé z miedzig i
otlowiem w ukltadzie kanalizacyjnym tworzac zwiazki o wlasciwosciach
wybuchowych. W czasie plukania odprowadzany ptyn nalezy ptuka¢ duzymi
objetosciami wody, aby zapobiec kumulacji azydkow.

Nie wolno pali¢, spozywac napojow ani pokarmow, badz uzywac kosmetykoéw w
miejscu pracy. Nie pipetowaé ustami. Zaktada¢ ubranie ochronne i rgkawiczki
jednorazowe.

Aby uzyska¢ wigcej informacji, zobacz karte charakterystyki materiatu (MSDS)
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PODSUMOWANIE PROTOKOLU

CALKOWITA KALIBRATORY PROBKI
LICZBA KONTROLE
ZLICZEN ul ul
pl

Kalibratory (0 - 5) - 10 -
Prébki, kontrole - - 10
Znacznik izotopowy 500 500 500
Inkubacja 1 godzina w temperaturze 37°C w tazni wodnej
Rozdzielenie - Aspiracja
Roboczy roztwoér 2,0ml
pluczacy
Rozdzielenie Aspiracja
Roboczy roztwér 2,0 ml
pluczacy
Rozdzielenie Aspiracja ostroznie
Zliczanie Zliczanie probéwek przez 60 sekund
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IIpoyeTeTe Heausi NPOTOKOJ Npeau ynorpeda
DHEA-S-RIA-CT

|. YIIOTPEBA

PamuonMyHHO W3CieBaHE 32 KOJHMYECTBCHO M3MepBaHe iN Vitr0 Ha ChIBPIKAHHETO HA YOBEIIKH 5-
aanpocteH-33-OL-17-nuoH cyndar (nexuapoennangpoctepoH cyndat wru DHEA-S) B cepyM.

Il. OBLUA HH®OPMAILIHA

A. TIlaTeHTOBaHO UMe: DIAsource DHEA-S-RIA-CT Kit
B. Karanoxen Homep: KIP0481: 96 Tecra

C. IpousBeneHO OT: DIAsource ImmunoAssays S.A.

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

33 TEXHUYECKA IMOMOIIl UJIN HOp'])‘lKa:
Tea.: +32 (0)1084.99.11  dake: +32 (0)10 84.99.91

1. KTHHHYEH IIPETJIE]]
A.  Buonozuuna akmugnocm

HexuppoenuanapocrepoasT (DHEA) u merosara cyndartupana dopma, DHEA-S, ca mpousBexnaHute B Haii-
rOJIEeMH KOJIMYECTBA CTEPOHMIHH HPOAYKTH Ha HanObOpeuHuTe xie3u. HanObOpedyHara kie3a € eIHHCTBEHHAT
W3TOYHUK Ha TE3W CTEPOMIM IPH JKEHHTE, HO MPH MBKETEe TaKWBa C€ MPOHM3BEKIAT B MAJIKH KOJIMYECTBA U B
tectucure. OOpasyBaHero Ha DHEA ce crumymupa OT agpeHOKOPTHKOTPONHHS XOPMOH, NpEIN3BUKBAII
3HAUUTENIHA JICHOHOIIHA BapHalms B cepyMHUTe KoHUeHTpanun. DHEA 6bp3o ce mpeobpasyBa B DHEA-S ot
€H3MM, HaJIMUeH B HaOBOPEUHHTE JKIIe3H, YepHUs 1pob U ThHKOTO YepBo. DHEA-S e HannueH B KOHIEHTpaIHH,
nagsumaBanm 200 met Tesn Ha DHEA u uMa mo-nbaser MOJy’KHMBOT, KOETO B 3HAYMTEIHA CTEINEH HaMalsiBa
JICHOHOIITHUTE BapHaIiu.

CrapeeHeTo OKa3Ba BIHMSHHE BBPXY CHIOKPHHHATA IPEXOTHA CTPYKTypa, BKIOUNTENHO BbpXy DHEA-S, xoiito
MOXE J1a ce CYuTa 3a OMOMapKep Ha CTAPEeHETO, Thil KATO HErOBHTE HMBA MOCTENICHHO HAMAaJsBaT C Bb3pacTTa.
[Inasmennre HUBa Ha DHEA-S ce yBenmuaBar cTaOWIIHO OT OKOJIO ceaMara TOAWHA Ha JKUBOTA U MOCTETIEHHO
3aII04yBaT Ja HAMAJISBAT ClIe]] TPETOTO JIECETHIICTHE.

DHEA ¢ 19-BbriieposieH ctepons ¢ MoJieKy IHO Terio oT 288 Kd u monyxuBoT B ruiasmara ot okoio 1-3 uaca.
MosekynHoro terio Ha DHEA-S e 368.5 Kd, a momyxuBorsT - okono 10-20 waca. DHEA ce dopmupa ot
NpPETHEHOJIOHA TNpU Hanuuumero Ha eHsuMa 17,20 necmonasza um ce Merabosim3upa B aHIPOCTCHAWOH WM
TECTOCTEPOH CHOTBETHO OT 3-Oera mim 17-Gera-XMAPOCTEPOUA AEXHApOreHasa. XHAPOCTEepoua cyidarasara
npespbira DHEA B DHEA-S, a cyndoxuapomnaszara oOpbliia mocokaTa Ha Ta3l PeaKilusl.

B. Knunuunu npunoscenus

[MToBumrenn HuBa Ha DHEA-S ce oTkpuBaT B mja3Mara Ha NAalMEeHTH ¢ OBOpEYHM TyMOpPH WIM C BpPOJCHA
XHUIepIUTa3us Ha HaaobOpeunute sxine3n. Husata va DHEA-S morar aa ca Jieko MOBHUIICHH W TPU MAIMEHTH C
MOJMKUACTO3HU SHYHUIIM, MOUTBPIKAIIA BUPHIM3AIUATa Ha HAAOBOPEUHUS KOMIIOHEHT, HAOII0JaBaHa MPH TOBA
cberostHue. Tymopu B npousBexxaanus UXI npu MbxeTe MoXe Jja JoBeJe 1O YBeIW4eHo npousBoacTBo Ha DHEA
B TCCTHCHUTC.

DHEA-S decto mbTH ce H3CiIeBa 3a€THO ChC CBOOOIHMUS TECTOCTEPOH KaTO HAYAITHO CKPUHUHTOBO M3CIIE/IBaHE 32
XHUIEPaHAPOreHU3bM Ipu XupcyTus3bM. [lonskora DHEA-S e eqnHCTBEHHAT XOPMOH, IUPKYJIHpAI IPH HABA HAJl
HOPMAJIHATE ¥ OYEBUIHO € T0-BEPOSTHO Ja OBJe C IMO-BUCOKHM HUBA INpe3 PaHHHUTE CTAAHUd HA XUPCYTU3IBM,
OTKOJIKOTO TE€3W Ha OCTAHAIUTE aHIPOTCHH.

Oo6uknoBeHo DHEA-S He ce u3siBsiBa npH HaJIMYMETO HA OBOpeYHa HEAOCTATHYHOCT MM MAHXUIOMUTYUTAPU3BM.
KoHuenTpauuure ca 1eKo NOHMKEHU IPU OPEMEHHOCT U IIPU OPAJIHO MpHEeMaHe Ha KOHTPALENTHBU U OJYEPTaHO
MTOHW)KEHH CJIeJl IPUEM Ha INIFOKOKOPTUKOHIH.

Hucku nupkynupany KOHIEHTpaluy ce HabIoAaBaT IIpy ocTpu 3a0ossiBanus U npu nanueHtu cse CIIMH.



\V. ITPHHIIUIIH HA METO/]A

OnpejienieHo konm4ecTBo HatoBapeH ¢ °| DHEA-S ce KOHKypHUpa ¢ HATUYHHS B
npoba win kamubparop DHEA-S, momnexan; Ha u3MepBaHe, 3a ONpeeeHO
KOJIMYECTBO LIEHTPOBE HA CIENU(PUIHM aHTUTENA, UMOOMIN3HPAHU KbM CTCHUTE
Ha TOJNUCTHpOJOBa empyBeTka. Cien emHodacoBa MHKyOamms mpu 37°C BBB
BoJHAa OaHs KOHKYPEHTHAaTa peakuus NpuKimo4ysa c acrnupauus. Ciex Tosa
empyBeTKUTE ce m3MuBaT aBa mbTH ¢ 2 ml PabGoren I3mmBam Pa3tBop u ce
acrmpupat. HauepraBa ce kanuOpanoHHa KpuBa, a KoHIeHTpanuuTte Ha DHEA-
S B mpobuTe ce ompenesaT Ype3 MHTEPIOoalusl Ha 103aTa OT KaluOpaloHHaTa
KpHBa.

V. H3IOJI3BAHU PEATEHTH

Pearentn KosnyecTso LBeren Ilpurorpsine
96 TecTa KoJ
EnpyBeTku, nokpuTu ¢ 2
> X 48 CnonoBa | T'oToB 3a ynotpeba
H anti-DHEA-S yrom
KOCT
1 pnaxon 4YepBeH T'oToB 3a ynotpeba
Ab | 55 ml
450 kBq
ITPOCJIESBAILO
BEILIECTBO: DHEA-S,
HaroBapeH ¢ ?ion (HPLC
ckaia) B Oyep ¢ BoIcKn
andymuH 1 asuz (<0.1%)
CAL 0 1 duakon SKBIJIT Jlo6asere 0,5 ml
JIMO(PUITU3UPAHU CCTHJIIMpPaHa BOJa
Hynes Kanu6patop B uoBenku (b P A P A
CEpPYM C TUMOII
5 ¢puakona JKBIT Jo6asere 0,5 ml
IIHO(bl/UIH?;HpaHPI JAECTUIMpaHa Boaa
Kanubparop-N=1x05
(BMK TOYHHUTE CTOHHOCTH Ha
eTHKeTa Ha QUIaKOHHUTe) B
YOBCUIKHM ITJIazMa C TUMOJI
wasH | soun | cone 1 dnaxon kasiB Paspenere 70X ¢
10 ml JIECTHIIMPaHa BOJa
Wsmusain pasrsop (TRIS-HCI) (u3non3Baiite
MAarHuTeH
cenaparop)
| CONTROL l N l 2 (naxona cpedbpen | oGasere 0.5 ml
JIMO(PUITU3UPAHHU €CTUJIMpaHa Boaa
Kontponu 1 u 2 B yoBeuku i P A P
IuIa3mMa ¢ THMOI
(BHK TOYHHMTE CTOHHOCTH HA
€THKeTa HA (hp1aKOHHTe)

3abenexka: M3nonspaiite HyTeBHs KaTOpaTop 3a CEPYMHHTE Pa3perxkIaHus.

VI1. CPE/ICTBA, KOUTO HE CE OCUT'YPABAT
CrnenHuTe MaTepHany ca He0OX0AMMH, HO HE Ce OCHTI'YpsIBaT B Habopa:

1. [ecrunupana Boja

2. Munerm ot: 10 pl u 500 pl (mpemoppyBa ce M3MON3BAHETO HA MPEIH3HU
MUIIETH ¢ HaKpaifHHUIH 3a eTHOKpaTHA ynoTpeda ).

3aBHUXpsILI] CMECUTEI

Marnuten cenaparop

Bopnua 6ans npu 37°C

5 ml aBromariuna cpunioka (tun Cornwall) 3a u3muBane
AcnupainponHa cucrema (o uzoop).

BesikakbB rama Gposid, KOMTO MOXe Jia H3MepH yIoTpeGeHOTO KOJIMYECTBO
15| (Munumanen kananutet ot 70%)

® N OAW

VIl. IIPUTIOTBAHE HA PEAT'EHTA

A. Kammopartopu : Pexoncrurynpaiite kamu6paropure ¢ 0,5 ml necrunmpana
BO/JIA.

B. Kourpoau: Pexoncruryupaiite kourpomute ¢ 0,5 ml grectunupana Boza.

C. PaGoren m3muBam pa3rBop: IlogrorBere agexBateH o0eM OT pabOTHUS
M3MUBAll pa3TBOp 4pe3 A00aBsHETO Ha 69 obeMa AecTHIMpaHa BoAa KbM 1
o6eM oT m3mMuBanys pasrBop (70X). M3nom3BaiiTe MarHUTEH cemaparop, 3a
Ja XoMmoreHusupare. I3xBpprere HeymoTpeOEHOTO KOJNMYECTBO OT
pabOTHHS N3MUBAIL PA3TBOP B Kpas HA JCHS.

VIIl. CbXPAHEHHUE H CPOK HA I'O/JHOCT HA PEATEHTHTE

- Bcudky KOMIIOHEHTH Ha KHTA ca CTaOWIHM 10 JaTaTa Ha CPOKa Ha TOJHOCT,
MIOCOYCH Ha ONAaKOBKAaTa, IIPU TeMIepaTrypa Ha cbxpanenue ot 2 °C go 8°C
Hpe/n OTBapsIHE MM PEKOHCTUTYHUPAHE.

- Cren pexOHCTHTyHpaHe, KaluOpaTopuTe M KOHTPOJHTE ca CTAOWIHU 3a
cpok oT 7 pmuum mpu Temmepatrypu 2-8°C. 3a HO-IBITH CPOKOBE Ha
ChXpaHEHHE, Ce OIPeIeIisi KPaTHO U Ce ChXpaHsBa Ipu temmeparypa -20 °C
3a MakcuMyM 3 Mecera. [130srBaiiTe mocieqBamy UKIN Ha 3aMpa3siBaHe-
pa3MpassBaHe.

- Ipsicho mnpurotBeHus PaboTeH wu3MuBam pasTBOp TpsiOBa 1da Obae
W3MOJI3BaH CHINUS ICH.

- Crnen mwpBarta ymotpeba, Tpeificepa e CTaOMIEH N0 H3THYaHE CpPOKa Ha
TOJIHOCT, aKO C€ ChXpaHsABa B OPUTHHAIHUS JOOpe 3aTBOpPEH (NIAKOH IpH
Temmepatypu 2-8°C.

- IlpomeHn BBB (M3HYECKWS BHI HA PEAarcHTUTE HA KHTA HHIULUPAT
HECTaOMIIHOCT MIJIH HETOJIHOCT.

IX. CBBUPAHE HA ITPOBUTE H ObPABOTKA

. CepyMbT TpsiOBa J1a ce chXpaHsBa npu temneparypu 2-8°C.

e  AKO TeCTBT HE c¢ HampaBd B paMKuTe Ha 24 dYaca, ce Hpenopbysa
CchXpaHeHHe 1pu Temieparypa -20°C.

e 30saraiiTe mocienBaly MUKIN HA 3aMpa3sBaHe-pa3MpassBaHe.

X. ITPOLEJYPA

A. O0um OesieRKH

He u3non3Baiite KuTa MM KOMIIOHEHTHTE My CJIEJl laTaTa Ha H3THYAaHE CPOKa Ha
rogHoct. He cmecBaiite Marepuand OT pa3MyHM NapTuau KutoBe. Ilpenu
ynorpeba ocTaBeTe BCHYKH peareHTH Ha craifHa Temreparypa (18-25°C).
BHumartenHo cMmecBaiiTe BCUUKU pEareHTH C MPOOUTE Ype3 HEXHO pakKiallaHe
WIM BBPTENMBO pa3MecBaHe. 3a Ja H30erHere KPbCTOCAHA KOHTAMHHALIW,
M3M0JI3BaliTe YHCT NHUIETeH HAaKpailHUK 3a eHOKpaTHA yroTpeba 3a 100aBsHETO
Ha BCEKU PEareHT KbM ChOTBETHATA Mpoba.

Bucoko mpenu3npaHnuTe MUIETH WM aBTOMaTMYHUTE NMHUIETH OMXa moao0puiin
TouHOCTTa. CHhOOpa3sBaiiTe ce ¢ BpeMeTo 3a MHKyOarmsl.

IMoxrorsere KanMOpaIMOHHA KPHBA 32 BCSIKO M3MEpBaHe M HE M3IOJI3BAlTe TaHHU
OT MPEAUIIHA H3MEPBAHUS.

Bcsika empyBeTka MOKe J1a Ce M3II0I3Ba CaMO BETHBK.

B. IIpoueaypa

1. Osuavyere [Be O JBE NOKPUTHTE CNPYBETKH 3a BCEKH KalmbpaTop,
KOHTpoJIa 1 1po0a. 3a onpeernsHe Ha o0mus Opoil MMITyiicH, o6o3HaueTe 2
HOPMAJIHH €HPYBETKH.

2. PaskmaTere 3a kpaTKo BpeMe KalMOpaTopHTe, KOHTPOJUTE W TpodUTe M
pasnpezernere o 10 Pl oT BCSKO B ChOTBETHUTE EIPYBETKH.

3. Pasmpenenere 500 ul DHEA-S, natosapen ¢ ®iton BbB BciKa enpyBeTKa,
BKJIFOYHTEIIHO B HEMOKPUTHTE SMPYBETKHU 3a 00MIOTO MpedposiBaHe.

4. Paskiatere HEXHO C pbKa KOHTEHHepa C €NpyBETKHTE, 3a Ja OCBOOOAHTE
BCSIKO OCTAHAJIO BB3AYIIHO MEXypye.

5. HukyGupaiite 3a 1 gac npu 37°C BBB BoJHa OaHs.

6. Acnupupaiite (WM mpereiiTe) ChAbPKAHUETO HA BCAKA ENMPYBETKA (OCBEH
ENpYBETKUTE 3a ONpeAeNsiHe Ha oOmus Opol MMIyJcH). YBepeTe ce, ue
IUIACTMACOBMST Kpail Ha acmmparopa JOCTHra JBHOTO Ha IIOKpUTaTa
€TpyBETKa, 3a 1a MOXKeE 11a OTCTPAHH IIsJ1aTa TeUHOCT.

7. Uswmmiite enpyBetkute ¢ 2 ml Paboren PastBop 3a wusmmBame (c
U3KITIOYeHHe Ha o0wus 6poit) u acupupaiite (Wi npereiite). M36srsaiite
pasneHBaHe 1o BpeMe Ha 100aBsiHeTo Ha PaboTHus Pa3tBop 3a H3MuBaHe.

8. Uswmumiire empyserkure ¢ 2 ml Paboren PastBop 3a wm3mmBame (c
M3KIIOYEHNe Ha oOmms Opoif) u acniupupaiite (mm npeneiite). M30srsaiite
pasTeHBaHe 110 BpeMe Ha JjobaBsiHeTo Ha PaGoTrus Pa3tBop 3a m3MuBane.

9. OcraBeTe eHPYyBETKHTE B H3MPABCHO MOJIOKCHHE 3a ABC MUHYTH N
acHUpUpaiiTe OCTaHATINTE KAllKH TEYHOCT.

10. Oruerete enpyBeTKHUTE B Tama Opostd 3a 60 ceKyHIu.

X1. H3YHUC/IABAHE HA PE3YJITATHTE

1.  M3uucnere CpegHOTO apUTMETHYHO HA PE3YNTATHUTE, IOIYYCHH OT JBE IO
JIBE CTIPYBETKHUTE.

2. W3uucnere cbp3BamiaTa pajHOAaKTHBHOCT KaTO MPOLEHT OT CBBP3BAHETO,
ompezieNieH IpH HyJleBaTa KamuOparuonHa Touka (0) cmopen ciemHarta
¢dopmyna :

3. Hanecere (B/B0(%)) cToifHOCTHTE 32 BCsIKa KanuOpaMoOHHA TOYKA KaTo
¢ynxnus Ha DHEA-S xoHIeHTpanusTa Ha Besika KaTHOPaMOHHA TOUKA.
OTXBBpIIETE OUYEBHIHUTE OTKIOHCHHSL..



B/B0 (%) = 6poii (Kaanbparop u npoba) X 100
6poii (Hynes Kammubpato)

4.  KoMHIOTBPHO acCHCTHPaHH METOIM CBIIO MOTaT Aa ObAAaT M3MOJIBAHY, 32 12
ce IOCTPOH KanuOpallMoHHAaTa KpUBa. AKO Ce U3II0JI3Ba aBTOMAaTHYEH METOJ
Ha 00paboTKa Ha pe3yiTaTHTe, ce MPernopbuBa MOAXOAMma 4-TTapaMeTpoBa
JIOTHCTHYHA KPUBA.

5. Upes untepnonamus Ha (B/BO (%)) croliHocTHTe OT mpobara ce OmpenessT
DHEA-S xoHneHTpanuuTe Ha IPOOUTE OT KAIHOPAI[IOHHATA KPHBA.

6. IIpoueHTHT Ha OOLIOTO HPOCIIEABAILO BELIECTBO, CBHP3AHO NPH JIMIICA HA
nenarosaper DHEA-S (BO/T), tpsbBa ma ce mnpoBepu  3a BCSKO
H3CleIBaHe.

XW. XAPAKTEPHH JIAHHH

I[aHHl/lTe, HM3JIOKEHHU MO-A0J1y ca caMO 3a UIIKOCTPAllMA U HUKOIra HE 6uBa Ja ce
U3M0JI3BAT BMECTO HCTUHCKATa Kannﬁpaunom{a KpuBa.

D. TouHoct

DHEA-S-RIA-CT cpm B/Bo (%)
061 6poit 164710

KanuGparop 0,0 pordl 34266 100,0
1,7 pg/dl 31393 91,6
97 ug/dl 21411 62,5
41,0 pg/dl 11078 32,3
219,0 pg/dl 3398 9,9
1090,0 pg/dl 877 2,6

KonBepcuoneH ¢akrop:
Or pg/dl no pmol/L : x 0,0271
Ot pmol/L no pg/dl : x 36,85

XU U3ITB/THEHHE H O PAHUYEHHUA

A. OnpenesieH JIMMHT

JlBaneceT HyJieBH KaauOparopa ca OMIM M3MUTAHU 3a€QHO C KOMIUIEKT OT IPYrd
xanmOparopu. OnpeneneHus TUMHT, Je(GUHAPAH KaTo sSBHATa KOHIEHTPAIHs Ha
JIBE CTAaHIAPTHU OTKJIOHEHHUs HaJ CpeJHHs Opoil mpu HyJNEeBO CBbp3BaHE, € OHII

1,23 pg/dl.

B. Cnienuguunocr

CroenupHUIHOCTTa HAa H3MOI3BAHOTO 3a TOBA H3CNIEIBAHE IOIMKIOHATHO
aHTHTUIO O ompexneneHo Ha 6Ga3zaTa Ha pagnouMyHHO m3ciexsaHe (RIA), xaro
ChOTHOLIEHHE Mexay KkomuuectBoro Ha DHEA-S, mpenmsBukBam 50%
MHXUOUpaHe Ha CBbp3BaHeTO Ha HaroBapeHus DHEA-S, u xomuyecTBOTO Ha
CHeIMHECHHATa ¢ KPBCTOCAHA PEAKTUBHOCT (QHAJIO3M), IMPEANU3BHKBALINA CHIIOTO
HMHXUOUpaHe.

TECT C PABPEXJIAHE
IIpo6a Paspexnane Teopernyna H3mepena
KOHUEHTpauus KOHUEHTpauus
(Hg/dl) (Hg/dl)
Cepym 1 n 3806
1/2 194,8 168,1
1/4 97,4 92,3
1/8 48,7 50,7
1/16 24,3 27,1
Cepym 2 1 85,0
1/2 42,5 38,3
1/4 21,2 19,0
1/8 10,6 10,6
1/16 53 7,0
IpoGute 6s1xa pa3peneHu ¢ HyJIeB KaIuopaTop
BBH3CTAHOBUTEJIEH TECT
IIpo6a nob6aBen Teopernano H3mepenoD Bb3cranose
DHEA-S DHEA-S HEA-S "
(ngrdl) (Hg/dI) (g/dI) (%)
Cepym 0 NA 26,0 NA
25 51 59,7 117
50 76 80,6 106
100 126 128,1 101,6

JIOKOJIKOTO HH € M3BECTHO, 3@ TO3H IapaMEThp HE CHILIECTBYBA MEXIyHapOJICH
pedepeHTeH MaTepHral.

E. 3akbcHenne

KaxTo e moxaszaHo Io-J0JIy, pe3yJTaTHTe OT M3IUTBAHETO OCTABAaT TOYHH IOPH
Korato mpobara e pasmpezeneHa 30 MHHYTH clie]l KaTO KaauOpaTopbT € Oui
n06aBeH KbM MOKpUTATa epyBeTKa.

3akbCHeHHE
Cepym pg/dl o 10° 20° 30’
Cepym 1 30,8 33,8 31,5 31,2
Cepym 2 98,5 1135 118,2 102,5

Chennnenue KpbcTocana peakTHBHOCT

(%)

DHEA-S 100,00

DHEA <0,05

DHEA-rmoKypoHu <0,05

AnpapocreHemon <0,05

Ecrpon-cyndar 0,08

50-IMXUAPOTECTOCTEPOH <0,05

TecrocTepoH < 0,05

3abeaexka: B tazu Tabnma e nokasaHa KphCTOCAHATA PEAKTUBHOCT HA aHTHU-
DHEA-S.

C. IIpenu3sHoct

110 BPEME HA MBIIMTBAHETO MEXY U3IUTBAHETO
Cepym | N | <X>%SD cV || Cepym | N <X>2SD cv
(ng/dI) (%) (grdl) (%)
A 20 | 321%19 59 A 12 30,8+2,0 6,5
B 20 | 107,4%51 36 B 12 | 1055+65 6,5

SD : Cranpaptho otkioneHue; CV: KoeduiiieHT Ha Bapranus

XIV. BBTPEIIIEH KAYECTBEH KOHTPO.JI

- Axo pesynrarute, monydenu 3a Konrpoma 1 w/mmm Konrtpona 2 He ca B
paMKnTe Ha HUBOTO, YKAa3aHO Ha €THKETa Ha (pIaKOHa, TO PE3yNTaTUTEe He
MoraT Ja ObJIaT M3MOI3BaHH, OCBEH aKO HE €€ MPEJOCTABU 3a0BOJHTEIHO
00sICHEHHE Ha TOBAa HEChOTBETCTBHE.

- ITo »xenanwue, BesKa JIaOOpaTOpHsl MOXKE J1a CH HAINPaBH COOCTBEH KOMILIEKT
OT KOHTPOJIHU HPOOH, KOUTO TPsA0Ba [1a ce ChbXPaHsABAT 3aMPa3eHH B KPaTHH
CBOTHOIICHUS.

- Kpurepunte 3a mpuemMane Ha pasianmKata OT ABOIHHTE pe3ynTaTH Ha
npobute TpsOBa na ce onupar Ha JJoopara JlaboparopHa IIpakTuka.

XV. PE@EPEHTHH HHTEPBAJIH

CroifHOCTHTE, MOKa3aHH 110-10Jy, ca MPEIOCTABEHH CaMo 3a HAIIBTCTBHE; BCSKA
nabopatopusi TpsOBa Ja YCTAaHOBH CBOM COOCTBEH HOpMaineH oOXBaT Ha
CTOMHOCTH.

WHTepBanuTe ca M3pa3eHN KaTo MPONEHTHH CToHOCTH: oT 2,5% 110 97,5%.



Cybextn (Bb3pacroBu | Bpoii | Cpeano aputveruyno | JIuamazon *
rpynu) (Hg/dl)
DKenu
<15 15 129,7 37,8 - 264,5
15-19 19 276,7 117,3- 531,0
20-24 16 2440 118,7 - 428,9
25-29 33 197,5 70,2 - 4134
30-34 29 175,1 75,2 - 398,7
35-39 23 162,0 63,3 - 2914
40-44 19 1444 37,3 - 255,8
45-49 13 109,8 20,9 - 198,0
50-54 16 117,0 26,8 - 3754
55-59 13 102,9 345 - 178,1
60-64 10 92,8 24,6 - 182,3
> 65 15 1143 6,3 - 377,0
M Boxe
<15 14 138,9 34,9-284,1
15-50 42 262,2 80,5-479,4
> 50 37 177,6 51,8 —470,7

XVI. IIPEJITA3HH MEPKH U ITPE/IYIIPEK/ITEHHU A

BesonacHoct

Camo 3a in Vitro guarsocTuka.

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

To3u panuoakTHBeH IPOLYKT MOXKE Ja ce IpeHacss M Ja ce M3I0J3Ba caMo OT
OTOPU3MpPAHU JIHIA; IIOKYNKaTa, ChXpaHEHHWETO, ymoTpebaTa M pa3MsHaTa Ha
paJMOaKTUBHHU HPOMYKTH ca IpeIMET Ha 3aKOHOAATENICTBOTO Ha IbprkaBaTa, Ha
Kpaitaust notpeduren. To3n MpoxykT He OMBa B HUKAKbB CIIyYaid Ja ce Ipuiara
Ha XOpa WX XUBOTHH.

BopaBenero ¢ paguakTuBHUS NPOLYKT TpsAOBa Ja ce HM3BBPIIBA B ONpEAeICHa 3a
LenTa TepUTOPHs, Jajled OT peryJsIpHH 30HHU Ha IpeMuHaBaHe. B mabGoparopusta
TpsiOBa 1Ja ce TOJAbpXKa [HEBHUK 3a IIOJMyYaBaHETO ¥ CBHXPaHCHHETO Ha
paguoaKTUBHU MaTepuanu. JlabopaTopHaTa €KHUNUPOBKA U CTBKJIApHsA, KOUTO
MoraT J1a ObaT KOHTAMHHHPAHHU C PaIHOaKTHBHH CyOCTaHIMH, TPsOBa fa ObaaT
OTHENEHH C Iel Ja ce H30erHe KpBCTOCaHAa KOHTAMUHALWS C Pa3iIndHH
PagUOU30TOIIH.

BesxakBu paguoakTUBHH IPBCKH TpsAOBa Ja ce IOYUCTBAT He3a0aBHO B
CHOTBETCTBHE C IIPOLENYPHUTE 3a paJHalloOHHa 0e30macHOCT. PanmoakThBHHTE
OTHaAbLU TpsOBa 1a ce U3XBBPIAT, CJIEABAMKH MECTHUTEe Hapeabu H
PBKOBOJICTBA HA BIIACTHUTE, YNPAKHSABALIN FOPUCAUKIMATA, HAJ J1aOOPATOPUUTE.
IIpunbpxaHeTo KbM OCHOBHHTE IIpaBWila 3a paJuIFiOHHa 0e30macHOCT
OCHTypsIBaT aJIeKBaTHA 3alIUTA.

YoBemkuTe KpbBHH KOMIIOHEHTH, BKIIOYEHHM B KHTA, Ca OHIM TECTyBaHH 4pe3
onobpern ot Esponeiickn w/mmm FDA (AMepukaHcKa areHIHs 10 XpaHHTE U
JIeKapCTBaTa) METOJM M Ca Jlainu oTpuiaresneH pesynrar 3a HbsAg, antu-HCV,
antu-HIV-1 u 2. Hsama u3BecteH MeToq, KOMTO Jja JaBa IbJIHA TapaHLKs 3a TOBa,
4ye 4YOBEIIKHTE KPBBHHU JiepuBaTH He npeHacaT xenmatut, CIIMH wmm apyru
nadexnun. Eto 3amo, 6opaBeHeTo ChC peareHTUTe, CEpyMHHUTE WU IIa3MEHHTE
npoOu TpsOBa 1a ObJe B ChOTBETCBUE C MECTHHUTE MPOLELYPH MO OE30IaCHOCT.
Beuuky KUBOTHHCKH TPOIXYKTH W JEPUBATH ca OWIM CHOMpaHH OT 3ApaBH
JKUBOTHHU. BOJICKHTE KOMIIOHEHTH ca ¢ MPOM3X0J OT CTpaHu, kpaeto BSE (Boicka
cepyMHa eHuedanonatusi) He € Owina ycraHoBsBaHa. He3aBHCHMMO OT TOBa,
KOMIIOHEHTHTE, ChIbPIKAIIH )KUBOTHHCKH CyOCTaHIMH TpsOBa Ja ce TpEeTHpaT
KaTO MOTEHIHATHO HH()EKIIHO3HH.

N30srBaiiTe KakbBTO M J1a OMJIO KOXEH KOHTaKT C peareHTUTe (ChIbpikaT
HaTPUEB a3MJ KaTO KOHCEPBAHT). A3HIBT B TO3M KHT MOXE J]a pearupa ¢ 0JIOBOTO
¥ MeJTa BbB BOJOIPOBOAHHUTE MHCTANAIMU KAaTO IO TO3H HAYHH CE MONIy4aBaT
CHJIHO eKCIUIO3MBHH MeTanHH asuau. [lo BpeMe Ha M3MMBHHUS eTall, IPOMHITE
ChC CHJIHA U OOMIIHA CTPYS BOJA KaHAIM3AIMATa, 3a Ja n3bersere (popMHUpaHETO
Ha a3U[IH.

He mnymiere, He muiite, He sSHKTE WM HE CH Claraiite Ko3MeTHKa B paboOTHaTa
teputopus. He munerupaiite ¢ ycra. M3non3Baiite 3aluTHO 00JIEKIO U PHKaBULIN
3a eJHOKpaTHa yIoTpeba.

3a moBeue wuH(popMmarus BmwkTe MHopMammonen mmcT 3a 06e30macHOCT Ha
marepuanute (MSDS)
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XVIIl.  OBOBIEHUE HA ITPOTOKO.IA

OBIIA IMPOBA (1)
AKTHUBHOCT KAJUBPATOPI KOHTPOJIN
ul
ul ul
Kamm6paropu (0-5) - 10 -
IIpo6u, KOHTpOIU - - 10
Tpeticep 500 500 500
Wnky6anmst 1 yac npu 37°C BBB BojHa GaHsL.
Cemnapaus acrupupaiite
Vi3muBalll pa3TBOp R 2,0ml
Cemnapauyst acrnupupaiire
Vi3muBalll pa3rBop 2,0ml
Cenapauyst ACIUPUPANTe BHUMATEIHO
Bpoene Oruerere enpyBeTkuTe 3a 60 ceKyHIH
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Olvassa el a teljes protokollt hasznalat el6tt!

DHEA-S-RIA-CT

I.  FELHASZNALASI JAVASLAT
Humén 5-Androszten-3f3-OL-17-Dion Szulfat (Dehidro-epiandroszteron szulfat vagy DHEA Szulfat)
in vitro mennyiségi meghatarozéasa szérumbdl radioimmun mddszerrel.

Il.  ALTALANOS INFORMACIO

A. Vedettnév : DIAsource DHEA-S-RIA-CT Kit
B. Kataldgusszam : KIP0481: 96 tests
C. Gyartd: DIAsource ImmunoAssays S.A.

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

Technikai segitséget vagy rendeléssel kapcsolatos informaciot a kovetkezé elérhetéségeken kaphat:
Tel : +32 (0)10 84.99.11 Fax : +32 (0)10 84.99.91

I1l. KLINIKAI HATTER
A. Biologiai szerepe

Dehidroepiandroszteron (DHEA) és a szulfat formaja (DHEA-S), a mellékvese leggyakoribb szteroid termékei. A
néknél a mellékvese allitja el6 egyediil ezeket a szteroid hormonokat, de a férfiaknal a heréknek is jut egy kis
szerep e hormonok termelésében. Az ACTH hormon serkenti DHEA termelést, jelentds valtozas figyelhetd meg a
szérum DHEA koncentréciojdban naponta. DHEA gyorsan atalakul DHEA-S-ta a mellékvesékben, majban és
vékonybélben 1év§ enzim hatasara. A DHEA-S 200-szor nagyobb koncentracidban van jelen, mint a DHEA és
hosszabb a felezési ideje is, ez nagymértékben eltiinteti a napi koncentraciévaltozast.

Az Oregedés hatassal van az endokrin id6beli szerkezetére, beleértve a DHEA-S-ot is, mely tekinthetd az dregedés
biomarkerének, mivel a szintje fokozatosan csokken az oregedd alanyokban. A DHEA-S szintje a plazméban
folyamatosan novekszik a hetedik életévtdl, majd a szintje a harmadik évtized utan fokozatosan csokkenni kezd.
DHEA egy 19 szénatombol all6 szteroid, melynek molekula témege 288 Kd, felezési ideje a plazmaban korilbelil
1-3 d6ra. A DHEA-S molekula tdmege 368.5 Kd, a felezési ideje korilbelll 10-20 6ra. DHEA pregnenolonbdl
szarmazik, melyet a 17,20 demolaz enzim alakit at és metabolizal androsztenedionna vagy tesztoszteronna a 3
béta- vagy a 17 béta-hidroszteroid dehidrogenaz altal. Hidroszteroid szulfataz alakitja at DHEA-t DHEA-S-t4 és a
szulfohidrolaz alakitja vissza ezt a reakciot.

B. Klinikai alkalmazas

Mellékvese daganat vagy veleszilletett mellékvese hiperplazia esetén emelkedett DHEA-S szintje a beteg
plazmajaban. DHEA-S szintje szintén kissé emelkedett olyan betegeknél akiknek policisztas petefészkiik van és
virilizacié is megfigyelhetd rajtuk melyet a mellékvese komponense okoz. A férfiakban 1évé HCG-t termeld
tumorok fokozzak a herék DHEA termelését.

DHEA-S gyakran egyutt vizsgéaljak a szabad tesztoszteronnal, a hiperandrogenizmus és a vele egyitt jard
hirsutizmus kezdeti szliréseként. Néha DHEA-S az egyetlen hormon, mely a normal szintnél magasabb szinten
kering a rendszerben, és nagy valoszinliséggel emelkedett a szintje a hirsutizmus kezdeti stddiumaban, mint a
legtébb mas androgénnek.

A DHEA-S gyakran észrevehetetlen a mellékvese elégtelenségnél vagy panhipopituitarizmusnal. A DHEA-S
koncentracioja enyhén csdkken a terhesség alatt és oralis fogamzasgatlok hasznalata soran, valamint jelentésen
csokken a koncentraciodja glukokortikoid beadasakor.

Az alacsony keringési koncentracid szamos betegségre utal és az AIDS fert6zott betegekre is jellemzo.
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IV. AVIZSGALAT ELVE

A 125l-al jelzett allandé6 mennyiségii DHEA-S vetélkedik a mintaban vagy a
kalibratorban jelenlévé (mérendd) jelzetlen DHEA-S-val a polisztirol cs6 falara
immobilizalt korlatozott szamu antitest kotohelyekért. 37°C-os vizfiirdében
torténd 1 ords inkubaci6 utan a folyadék leszivas leallitja a kompetitiv reakciot.
A csoveket ezutan kétszer mosdoldattal mossak és leszivjak.

Egy kalibraciés gorbét 4abrazolva a mintdk DHEA-S koncentracioi
meghatarozhatoak a kalibracios gorbérdl dozis interpolacioval.

V. A REAGENSKESZLET TARTALMA

Reagensek 96 teszt Szinkéd Osszetétel
készlet
DHEA-S-val bevont 2x48 elefantcsont | Hasznalatra kész.
U csdvek
Ag 125 1 ampulla piros Hasznélatra kész.
55 ml
450 kBq
TRACER: %)4ddal jelzett DHEA-
S (HPLC minéségli) szarvasmarha
szérum albumin és azid (<0.1%)
tartamlud pufferben
CAL 0 1 ampulla sarga Adjon hozz4 0.5 ml
| " - liofilizalt disztillalt vizet.
Nulla kalibrator humén szérumban,
timol
CAL N 5 ampulla sarga Adjon hozza 0.5 ml
—, liofilizalt disztillalt vizet.
DHEA-S - N Kalibréatorok = 1-t41
5-ig (l&sd az ampulla cimkéjén a
pontos  mennyiséget)  human
plazma, timol
Mosboldat (TRIS-HCI) 1 ampulla barna Higitsa desztillalt
10 ml vizzel 70 x
(hasznaljon méagneses
| WASH ‘ SOLN ‘ CONC ‘ keverdt).
2 ampulla ezt Adjon hozza 0.5 ml
| CONTROL | N | liofilizalt disztillalt vizet.
Kontrolok - N =1 vagy 2
human plazma, timol
(lasd az ampulla cimkéjén a
pontos mennyiséget)

Megjegyzés: A minték nulla kalibratorral higitottak.

VI. SZUKSEGES ANYAGOK ES ESZKOZOK

Tovabbi szilkséges anyagok a készlethez:

1. Disztillalt viz

2. 10 pl-es és 500 pl-es pipetta (ajanlott eldobhatd, miianyag hegyeket
alkalmazni a pipettakhoz)

Vortex keverd

Magneses keverd

37°C-os vizfiirdd

5 ml-es (Cornwall tipus() automata fecskend6 a moséashoz
Elszivo rendszer (nem kotelezd)

. 125 jzotop mérésére alkalmas gamma szamlalé hasznalhatd
minimalis hozam 70%).

SO N O~

VII. REAGENSEK ELOKESZITESE

Kalibratorok : Oldja fel a kalibratorokat 0,5 ml disztillalt vizben.
Kontrolok: Oldja fel a kontrolokat 0,5 ml vizben.

Felhasznalasra kész mosooldat: Készitsen megfeleld mennyiségii
mosdoldatot, gy hogy egy egységnyi mosdoldathoz 69 egység desztillalt
vizet ad (70x). A homogenizélashoz hasznaljon méagneses kevert. A nap
végeén ontse ki a megmaradt mosofolyadékot.

oW

VIIl. REAGENSEK TAROLASA ES ELTARTHATOSAGA

- A készletben megtalalhatd 6sszes reagens - kinyitas és feloldas eldtt —
felhasznadlhatd a csomagolason feltiintetett szavatossagi ideig,
amennyiben 2-8°C-on taroljak.

- Feloldas utan a kalibratorok és a kontrolok egy hétig 2-8 °C-on stabilak
maradnak. Hosszabb tarolasi id6 esetén, aliquotolja és -20°C-on
maximum 3 hoénapig tarolja. Keriilje az egymast koveté fagyasztast és
felolvasztast.

- A frissen elkészitett mos6folyadékot aznap fel kell hasznalni.

- Az els6 hasznalat utan a tracer akkor marad stabil, ha az eredeti, jol
zarddé edényben 2-8°C-on téroljak.

- A kitben talalhaté reagensek instabilitdsat vagy megromlasat fizikai
tulajdonsagainak megvaltozasa jelezheti.

IX. MINTAVETEL ES ELOKESZITES

- A szérum mintékat 2-8°C-on kell tartani.

- Ha a minta 24 dran belil nem ker(l futtatasra, -20°C-on aliquotoltan
ajanlott tarolni.

- Keriilje az egymast kovetd fagyasztast és visszaolvasztast.

X. A VIZSGALAT MENETE

A. Tudnivalok
Ne hasznalja a reagenseket lejarati idén tul. Ne keverje Ossze a
kiilonboz6 gyartasi szamu reagenseket. Hasznalat el6tt varja meg, hogy a
reagensek szobah6mérsékletiiek (18-25°C) legyenek.
Enyhe mozgatéssal vagy keveréssel alaposan keverje dssze a reagenseket
és mintakat.
A keresztszennyez6dés elkeriilése érdekében hasznaljon 0j eldobhatod
pipetta hegyeket a mintak és a reagensek kimérésénél.
Nagy precizitdst vagy automata pipettdk hasznalata ndveli a mérés
precizitasat.
Tartsa be az inkubalasi id6ket.
Minden egyes futtatdshoz készitsen kalibracios gorbét, ne hasznalja a
korabbi mérések adatait.
Minden cs6 csak egyszer hasznalhaté fel.

B. A vizsgalat menete

1. Jeloljon meg két példanyban bevonatos csdvet minden egyes
kalibratornak, kontrolnak és mintanak. Jeléljon meg két normal csovet a
total aktivitas meghatarozasahoz.

2. Roviden vortex segitségével homogenizalja a kalibratorokat, kontrolokat
¢és mintakat. Pipettazon mindegyikbdl 10 pl-t a megfeleld csovekbe.

3. Mérjen 500 pl of »Joddal jelzett DHEA-S-t minden egyes csdbe,
beleértve a bevonat nélkili total csoveket is.

4. Ovatosan rizza meg kézzel a csétartd allvanyt, hogy felszabaditsa a
légbuborékokat.

5. Inkubélja 1 6ran &t 37°C-os vizfiirddben.

6. Szivja le (vagy dekantalja) minden egyes csé tartalmat (kivéve a

totalokat). Annak érdekében, hogy az dsszes folyadékot eltavolitsa,
igyeljen arra, hogy az aspirator miianyag hegye elérje a bevonatos csé

aljat.

7. Mossa a cséveket 2 ml mosooldattal (kivéve a totalokat) és szivja le
(vagy dekantalja). Keriilje el a habképzddést a mosdoldat hozziad4sa
kozben.

8. Mossa a csoveket 2 ml mosooldattal (kivéve a totalokat) és szivja le
(vagy dekantalja). Keriilje el a habképzddést a mosooldat hozzdadasa
kozben.

9. Tartsa a csOveket 2 percig felfelé allitva és szivje le a maradék
folyadékcseppeket.

10.  Mérje meg a cs6veket gamma szamlaléval 60 masodpercig.

Xl. EREDMENYSZAMITAS

1.  Széamitsa ki a pArhuzamos mérések kdzépértékeét.
2. Az alabbi képlettel szamitsa ki a kotétt radioaktivitast, a nulla kalibrator
pontnél mért kotési szazalék alapjan

Belitésszam (Kalibrator vagy minta )
Belitésszam (Nulla Kalibrétor )

x100

B/BO (%)=



D. Precizitas (Accuracy)

HIGITASI TESZT

Minta Higitas Elméleti Mért koncentrécio
koncentréacié (ug/dl)
(Hg/dl)
Szérum 1 n 389,6
12 194,8 168,1
1/4 97,4 92,3
1/8 48,7 50,7
1/16 24,3 27,1
Szérum 2 1 85,0
12 42,5 38,3
1/4 21,2 19,0
1/8 10,6 10,6
1/16 53 7,0

3. Abréazolja az egyes Kkalibratorok értékeit (B/BO(%)) minden egyes
kalibrator DHEA-S koncentracidjanak fiiggvényében. Ne hasznalja az
egyértelmiien kiugr6 adatokat.

4. A kalibraciés gorbe szamitogép segitségével is szerkeszthetd. Ha az
automatikus adatfeldolgozast hasznélja, négy paraméteres logisztikus
gorbeillesztés hasznalata javasolt.

5. A mintdk (B/BO (%)) értékeinek interpolécitjaval a mintdk DHEA-S
koncentracioi leolvashatok a kalibracios gorbérdl.

6.  Minden egyes vizsgalatnal ellendrizni kell a kotott total tracer szazalékot a
jeléletlen DHEA-S hianyaban.

XIl. JELLEMZO ADATOK

A kovetkez$ adatok csak tajékoztato jellegiiek, ne hasznalja kalibracidos gorbe helyett a

méréseknél.

DHEA-S-RIA-CT cpm B/Bo (%)

Total 164710
Kalibrator 0,0 pg/dl 34266 100,0

1,7 ug/dl 31393 91,6

9,7 pg/dl 21411 62,5

41,0 pg/dl 11078 32,3

219,0 pg/dl 3398 9,9

1090,0 pg/dl 877 2,6

Atvaltasi tényezo;

pg/dl-rél pmol/l-re : x 0,0271
pmol/l-r6l pg/dl-re : x 36,85

XIl. MINOSEGI JELLEMZOK

A Kimutatasi hatar
20 nulla kalibratort (vakoldatot) vizsgaltak egy masik sorozat
kalibratorral szemben. A Kkimutatdsi hatar definici6 szerint az a

latsz6lagos koncentréacié, ami a nulla kétddésre kapott atlag beiitésszam
két standard deviacidval csokentett értékének felel meg, jelen esetben
1,23 pg/dl.

B. Specificitas

Ennél a vizsgalatnal hasznalt poliklondlis ellenanyag specificitasa RIA-val
kerult kiértékelésre a DHEA-S mennyiségének aranyaként. Ez a jelélt DHEA-S
kotési kapacitasat 50%-al csokkenti és a keresztreagalé anyagok (analdgok)
mennyisége is ugyanezt a gatlast okozzak.

A mintak nulla kalibrétorral higitottak.

VISSZANYERHETOSEGI TESZT

Minta Hozzaadott Elméleti Mért Visszanyerhet
(ng/dl) DHEA-S DHEA-S DHEA-S bség
| |
(ng/di) (ng/dl) (ug/dl) %
Szérum 0 NA 26.0 NA
25 51 59.7 117
50 76 80.6 106
100 126 128.1 101.6

A legjobb tudasunk szerint erre a paraméterre nem létezik nemzetkozi
referencia anyag.

E. Az utols6 kalibrator és a minta bemérése kozott eltelt idé

A kovetkez6 tablazatban lathato, hogy a modszer eredményei még akkor
is pontosak maradnak, ha a mintékat 30 percel a kalibrator hozzdadéasa
utdn adagoljak a bevont csévekhez.

ELTELT IDO
Szérum 0 10 20" 30"
(no/dI)
Szérum 1 30,8 33,8 31,5 31,2
Szérum 2 98,5 1135 118,2 102,5

XIV.

BELSO MINOSEGELLENORZES

Anyag Kereszt-reaktivitas
(%)
DHEA-S 100,00
DHEA <0,05
DHEA-Glikuronid < 0,05
Androsztendiol <0,05
Oszton-Szulfat 0,08
5a.-Dihidrtesztoszteron <0,05
Tesztoszteron <0,05
Megjegyzés : Ez a tablazat az anti DHEA-S kereszt-reaktivitasat
mutatja.

C. Pontossag (Precision)
VIZSGALATON BELULI

VIZSGALATOK KOZOTTI

Szérum | N | <>%SD cv || szérum | N <>+SD cv
(ng/dl) (%) (ng/dl) (%)

A 20| 32119 5,9 A 12 | 308%20 6,5

B 20 | 1074%51 3,6 B 12 | 1055%65 6,5

SD: Széras; CV: Variacios koefficiens

- Ha a Kontrol 1 és/vagy Kontrol 2-nél kapott eredmények nem az liveg

XV.

cimkéjén feltiintetett tartomanyon beliil esnek, az eredményt nem lehet
felhasznalni hacsak nem adott a kiilonb6z8ség egyértelmii  magyarazata.
Igény esetén, minden laboratérium el tudja késziteni a sajat kontrol
mintakészletét, amelyet aliquotoltan kell fagyasztva tarolni.

A mintdk duplikalt eredményei kozti kulonbségek elfogadasardl a
Good Laboratory Practises-ben foglaltak az iranyadok.

REFERENCIA INTERVALLUMOK

A megadott értékek csak iranymutatasul szolgalnak, minen laboratériumnak
meg kell hataroznia a sajat normal értékeit.
Az értékek 2.5% - 97.5% kozott vannak kifejezve.



Alanyok (korcsoport) N Atlag (ug/dl) Tartomany *
ING
<15 15 129,7 37,8 - 264,5
15-19 19 276,7 117,3 - 531,0
20-24 16 244,0 118,7 - 428,9
25-29 33 1975 70,2 - 4134
30-34 29 175,1 75,2 - 398,7
35-39 23 162,0 63,3 - 2914
40-44 19 1444 37,3 - 255,8
45-49 13 109,8 20,9 - 198,0
50-54 16 117,0 26,8 - 3754
55-59 13 102,9 34,5 - 178,1
60-64 10 92,8 24,6 - 182,3
> 65 15 1143 6,3 - 377,0
Férfi
<15 14 138,9 34,9-284,1
15-50 42 262,2 80,5-479,4
>50 37 177,6 51,8 -470,7

XVI. BIZTONSAGI ELOIRASOK

Biztonsag

Kizaroélag in vitro diagnosztikai felhasznalésra.

A reagenskészlet %1 izotopot tartalmaz (felezési idd: 60 nap), ami X (28 keV)
és v (35.5 keV) ionizald sugarzast bocsajt ki.

Ezt a radioaktiv terméket csak engedélyezett személyek vehetik &t és
hasznalhatjak. A radioaktiv termékek vasarlaséra, a raktarozasara, hasznalatara
és cseréjére a végfelhasznal6 orszagéanak térvényei érvényesek.

A termék semmilyen esetben sem alkalmazhat6 embereken vagy allatokon.

A radioaktiv anyagokkal egy erre kijeldlt helyen kell dolgozni, tavol a forgalmas
helyekt6l. A radioaktiv anyagok beérkezésérdl és tarolasarol jegyzokonyvet kell
vezetni a laboratériumban. A radioaktiv anyagokkal szennyezett laboratoriumi
felszerelést és tivegedényeket el kell kiiloniteni, hogy elkeriilje a kiilonb6zo
radioizotopokkal torténd keresztszennyezddést.

A kidmlott radioaktiv anyagokat azonnal el kell tavolitani az erre vonatkozd
szabalyoknak megfeleléen. A radioaktiv hulladékot helyi eldirdsok és az
illetékes hatosag altal megadott iranyelvek szerint kezelje. A sugéarzasvédelem
alapvetd szabalyainak betartasa megfelel6 védelmet biztosit.

A készletben 1évé human vér komponenseket eurdpai szabvanyok és/vagy FDA
altal jovahagyott modszerekkel tesztelték és HBsAg, anti-HCV, anti-HIV-1 és 2
vizsgalatokra negativ eredményt adtak. Mivel egyik modszer sem tud tokéletes
bizonyossagot mutatni a hepatitis, AIDS virusok vagy egyéb mas agensek
jelenlétérdl, igy ezeket és minden szérum vagy plazma mintat is fert6z6
betegséget terjesztésére képes anyagnak kell tekinteni, s helyi biztonsagi
szabalyozasoknak megfeleléen kell kezelni.

Minden allati termék és szarmazékok egészséges allatokbol gylijtottek.
Szarvasmarha szarmazék olyan orszagbél szarmazik, ahol nincs BSE jarvany.
Ennek ellenére, az allati eredetli komponenseket tartalmazé reagenseket
potencialisan fertdzoként kell kezelni.

Vigyazzon, hogy a reagensek bérrel ne érintkezzenek (natrium azid
tartdsitoszer). A kitben taldlhat6 azid robbanésveszélyes fém-azidokat képezhet
6lom és réz csévezetékek anyagaval. Mosasi 1épés alatt oblitse at a lefolyot nagy
mennyiségii vizzel, hogy megakadélyozza az azid felhalmozo6dast.

Ne dohanyozzon, igyon, egyen és ne hasznaljon semmilyen kozmetikumot a
labor teriiletén. Ne pipettazzon szajjal. Hasznaljon véddkopenyt és egyszer
hasznalatos gumikesztyfit.

Tovébbi informécioé: Anyagbiztonsagi adatlap (MSDS)
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XVIII.  APROTOKOL OSSZEFOGLALOJA

TOTAL KALIBRATOROK MINTA(K)
pl KONTROLOK
pl ul
Kalibratorok (0-5) - 10 -
Minték, kontrolok - - 10
Tracer 500 500 500

Inkubécid 1 6réan &t 37°C-os vizfiirddben
Elvélasztas - Folyadék leszivas
Mosdoldat 2,0ml

Elvalasztas Folyadék leszivas
Mosdoldat 2,0ml

Elvélasztas Folyadék leszivas (6vatosan)
Mérés Mérje 60 masodpercig.
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