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INTENDED USE

Radioimmunoassay for the in vitro quantitative measurement of human Estradiol (E2) in serum.

GENERAL INFORMATION

Proprietary name : DIAsource E2-RIA-CT Kit
Catalog number : KIP0629 : 96 tests
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

CLINICAL BACKGROUND

Biological activity

17-beta-estradiol (E2) is a C-18 steroid hormone (molecular weight 272.4 Da) produced mainly by the ovary
and placenta, and in small amounts by adrenals and testes. Estradiol is in equilibrium with estrone, which
can be converted to estriol by the liver and placenta.

Clinical applications

Like for LH-FSH-progesterone, measurement of estradiol concentration in serum, peritoneal fluid and
follicular fluid is an essential biochemical tool for the investigation of fertility, tumor and sexual diseases,
and disorders of hypothalamic/pituitary/gonadal axis, for example :

To detect the follicular phase;

To check the effectiveness of the induction of ovulation (with ultrasound) and the level of E2 in follicular
fluid makes it possible to detect normal or dysfunctional ovulation induction (the empty follicle syndrome
may reflect a dysfunctional ovulation induction);

To diagnose the luteinized unruptured follicle (LUF) syndrome (by the estimation of 17 beta-estradiol and
progesterone levels in peritoneal fluid);

To aid in the diagnosis of breast tumors (total estrogens - E1-E2 - and 17 beta-hydroxysteroid
dehydrogenase activity are significantly higher in malignant than in non malignant breast tissues);

With LH-FSH and E2 levels, it is possible to suspect a Stein Cohen-Leventhal syndrome;

Other areas of investigation are : premature adrenarche, gynecomastie and menopausal period.
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Iv.

PRINCIPLES OF THE METHOD

A fixed amount of %] labelled steroid competes with the steroid to be measured
present in the sample or in the calibrator for a fixed amount of antibody sites
immobilized on the wall of a polystyrene tube. Neither extraction nor
chromatography is required because of the high specificity of the coated
antibodies. After 3 hours incubation at 37°C, an aspiration step terminates the
competition reaction. The tubes are then washed with 3 ml of washing solution
and aspirated. A calibration curve is plotted and the E2 concentrations of the
samples are determined by dose interpolation from the calibration curve.

V.

V1.

REAGENTS PROVIDED

Reagents 96 Test Kit Reconstitution
Tubes coated with anti 2x48 Ready for use
E2
1 vial Transfer
| Ag | 125) | CONC | 1ml quantitatively the
142 kBq ethanol solution in
TRACER: ®lodine labelled E2 the tracer buffer
(HPLC grade) in ethanol solution
| TRACER | BUF | 1 vial Ready for use
53 ml
Tracer Buffer with bovine gelatin
and azide (<0.1%)
CAL “ 1 vial Ready for use
- - 0,5 ml
Zero calibrator in human serum and
azide (<0.5%)
CAL N 6 vials Ready for use
- 0,5ml
Calibrators E2 N =1 to 6 (see exact
values on vial labels) in human
serum and azide (<0.5%)
1 vial Dilute 70 x with
‘ WASH ‘ SOLN ‘ CONC ‘ 10 ml distilled water (use a
magnetic stirrer).
Wash solution (TRIS-HCI)
| DIL | SPE | 1 vial Ready for use
2.5ml
Samples diluent: human serum and
azide (<0.1%)
2 vials Add 0.5 ml distilled
| CONTROL | N | lyophilized | water
Controls - N =1 or 2
in human plasma and thymol

SUPPLIES NOT PROVIDED

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

Distilled water

Pipettes for delivery of: 50ul and 500uL (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 ‘21 may be used (minimal yield
70%).

REAGENT PREPARATION

Tracer : Transfer quantitavely the ethanol solution into the tracer buffer and
mix.

Controls: Reconstitute the controls with 0.5 ml distilled water.

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

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

After reconstitution, 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 dilution, the tracer is stable until expiry date, if kept in the original
well-closed vial at 2 to 8°C.

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

SPECIMEN COLLECTION AND PREPARATION

Serum samples must be kept at 2-8°C.

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

Avoid successive freezing and thawing.

Dilution of high concentration samples: the provided diluent contains a
small amount of Estradiol, and has to be tested to determinate this
concentration. This value has to be subtracted from the concentration of
the samples before multiplying the results by the dilution factor.

PROCEDURE

Handling notes

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

Thoroughly mix all reagents and samples by gentle agitation or swirling.

In order to avoid cross-contamination, use a clean disposable pipette tip
for the addition of each reagent and sample.

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

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

Procedure
Label coated tubes in duplicate for each calibrator, control and sample. For
the determination of total counts, label 2 normal tubes.
Briefly vortex calibrators, controls and samples and dispense 50ul of each
into respective tubes.
Dispense 500ul of ®lodine labelled E2 into each tube, including the
uncoated tubes for total counts.
Shake the tube rack gently by hand to liberate any trapped air bubbles.
Incubate for 3 hours at 37°C in a water bath.
Aspirate (or decant) the content of each tube (except total counts). Be sure
that the plastic tip of the aspirator reaches the bottom of the coated tube in
order to remove all the liquid.
Wash tubes with 3 ml Working Wash solution (except total counts) and
aspirate (or decant). Avoid foaming during the addition of the Working
Wash solution.
Let the tubes stand upright for two minutes and aspirate the remaining drop
of liquid.
Count tubes in a gamma counter for 60 seconds.

CALCULATION OF RESULTS

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

Counts (Calibrator or sample)
Counts (Zero Calibrator )

B/BO (%) = 100

Using a 3 cycle semi-logarithmic or logit-log graph paper, plot the
(B/B0(%)) values for each calibrator point as a function of the E2
concentration of each calibrator point. Reject obvious outliers.

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

By interpolation of the sample (B/BO (%)) values, determine the E2
concentrations of the samples from the calibration curve.

For each assay, the percentage of total tracer bound in the absence of
unlabelled E2 (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.

E2-RIA-CT cpm B/Bo (%)
Total count 69089
Calibrator 0 pg/ml 29372 100,0
9 pg/ml 25237 85,9
27 pg/ml 21374 72,7
92 pg/ml 15669 53,4
430 pg/ml 8527 29,0
2200 pg/ml 2607 8,9
3900 pg/mi 1676 57

XI1ll. PERFORMANCE AND LIMITATIONS

A. Detection limit
Twenty two 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 2.7 pg/ml.

B. Specificity

The percentages of cross-reaction estimated by comparison of the concentration
yielding a 50% inhibition are respectively:

Compound Cross-Reactivity (%)

Estrone 1.0
Estriol 0.6
Ethynylestradiol 0.2
Progesterone <0.0002
Testosterone <0.001
Androstenedione <0.001
DHEA-sulphate <0.0002
Estradiol-17-glucuronide <0.2
Cortisol <0.001
Equilin <0.1
Estradiol-17-Valerate <0.1
Norgestrel <0.0004
Androstendiol 0.001

C. Precision

INTRA-ASSAY PRECISION INTER-ASSAY PRECISION

RECOVERY TEST

Sample Added E2 Theoretical Measured Recovered
(pg/ml) E2 E2 (%)
(pg/ml) (pg/ml)
1 0 12.8 12.8 NA
45 17.3 18.3 106
135 26.3 22.3 85
46.0 58.8 54.4 93
215 227.8 207 91
1100 1112.8 1104 99
1950 1962.8 2259 115

Measured and theoretical concentrations were consistent:
- Sample 1: Y (measured) = 1.11X (theoretical) + 0 ; R? = 0.999

Conversion factor :
From ng/ml to nmol/L: x 3.68
From nmol/L to ng/ml :  x 0.272

The concentrations of the calibrators are determined with the ID-GC/MS
reference method.

E. Time delay between last calibrator and sample dispensing

As shown hereafter, assay results remain accurate even when a sample is
dispensed 40 minutes after the calibrator has been added to coated tubes.

TIME DELAY
Serum 0 10’ 20" 30" 40
(pg/ml)
c1 63 58 79 69 75
c2 217 229 274 235 237

X1V. 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
Serum N <X>+SD cVv Serum N <X>+SD cv own normal range of values.
(pg/ml) (%) (pg/ml) (%)
A 20 80 6.4 8.0 A 23 7911 13.9 Conczegttrag;)rgo/ Median Number
B | 20| 141:79 | 56 B | 23| 24926 104 range (2510 97.5% | ntration of
C 20 | 249+117 47 percentiles) /ml subjects
- — — — (pg/ml) (pg/ml) j
SD: Standard Deviation; CV: Coefficient of variation
D. Accuracy Normal males 8- 66 27 36
DILUTION TEST
Normal Females
Dilution Theoretical Measured Follicul h
Concent. Concent. Recovered (%) . Follicular phase }
(pg/ml) (pg/ml) (day —10 to -3) 35- 147 69 49
. Preovulatory phase
1/1 1400.3 1387.3 100 (day -1 & 0) 70-4%0 135 13
1/2 700.2 659.0 96
V4 3501 358.0 106 : Ld”tea; fhi%e 43-217 105 35
18 175.1 158.0 98 (day 3 10 10)
1/16 87.5 64.9 89 . Postmenopausal 19-49 31 39
1/32 43.8 29.3 97
1/64 21.9 11.9 114
XVI. PRECAUTIONS AND WARNINGS

The sample was diluted with the provided diluent. The endogenous Estradiol in
the diluent was 13 pg/ml and this value was deducted from the sample
concentration before applying the dilution factor.

Measured and theoretical concentrations were consistent:
Y (measured) = 0.99X (theoretical) — 0 ; R? = 0.999

Safety

For in vitro diagnostic use only.

This kit contains 21 (half-life: 60 days) ,emitting ionizing X (28 keV) and y (35.5
keV) radiations. This radioactive product can be transferred to and used only by
authorized persons; purchase, storage, use and exchange of radioactive products




are subject to the legislation of the end user's country. In no case the product
must be administered to humans or animals.

All radioactive handling should be executed in a designated area, away from
regular passage. A logbook for receipt and storage of radioactive materials must
be kept in the lab. Laboratory equipment and glassware, which could be
contaminated with radioactive substances, should be segregated to prevent cross
contamination of different radioisotopes.

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

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

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

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

Do not smoke, drink, eat or apply cosmetics in the working area. Do not pipette
by mouth. Use protective clothing and disposable gloves.
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XVIII. SUMMARY OF THE PROTOCOL
TOTAL CALIBRATORS SAMPLE(S)
COUNTS CONTROLS
ul ul ul
Calibrators (0-6) - 50 -
Samples, controls - - 50
Tracer 500 500 500
Incubation 3 hours at 37°C in a water bath
Separation - aspirate
Working Wash solution 3.0ml
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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E2-RIA-CT

I.  BUT DU DOSAGE

Trousse de dosage radio-immunologique pour la mesure quantitative in vitro de I’Oestradiol (E2) dans
le sérum humain.

Il.  INFORMATIONS GENERALES
A. Nom du produit : DIAsource E2-RIA-CT kit
B. Numéro de catalogue: KIP0629: 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.  Activités biologiques
Le 17-beta-oestradiol (E2) est une hormone stéroide a 18 carbones (poids moléculaire 272,4 Da) produite
principalement par les ovaires et le placenta, et en petites quantités par les surrénales et le testicule.
L’oestradiol est en équilibre avec 1’oestrone, qui peut étre converti en oestriol par le foie et le placenta.

B.  Application clinique
Comme pour la progestérone LH-FSH, la mesure de la concentration en oestradiol dans le sérum, le fluide
péritonéale et le fluide folliculaire est un moyen biochimique essentiel pour I’investigation de la fertilité, des
tumeurs et des maladies sexuelles, et des disfonctionnements de I’axe hypothalamique/pituitaire/gonadique,
par exemple:
Détecter la phase folliculaire;
Vérification de I’efficacité de 1’induction de 1’ovulation (avec ultrason) et du taux en E2 dans le fluide
folliculaire rend possible la détection d’induction de 1’ovulation normale ou anormale (le syndrome du
follicule vide peut indiquer une induction de 1’ovulation anormale);
Pour le diagnostic du syndrome du follicule non rompu lutéinisé (LUF) (par 1’évaluation des taux en 17
beta-oestradiol et en progestérone dans le fluide péritonéale);
Comme moyen de diagnostic pour les tumeurs du sein (le total des oestrogénes - E1-E2 — et I’activité 17
beta-hydroxystéroide déhydrogénase sont plus hauts dans les tissus malins que dans les tissus non-malins du
sein);
Avec les taux en LH-FSH et en E2, il est possible de vérifier un syndrome de Stein Cohen-Leventhal;
D’autres domaines d’investigation sont: 1’adrénarche prématurée, la gynécomastie et la période
ménopausique



IV.  PRINCIPE DU DOSAGE

Une quantité fixe d’E2 marquée a 1’*#] est en compétition avec la E2 & mesurer et
présente dans 1’échantillon ou dans le calibrateur pour une quantité fixe
d’anticorps immobilisés sur les parois du tube en polystyréne. Aucune extraction
ni chromatographie n’est requise a cause de la haute spécificité de 1’anticorps
fixé. Aprés 3 heures d’incubation & 37°C, le liquide est aspiré pour terminer la
réaction de compétition. Les tubes sont lavés avec 3 ml de Solution de Lavage et
aspirés a nouveau. Une courbe de calibration est réalisée et la concentration en E2
des échantillons est déterminée par interpolation de la dose sur la courbe de
calibration.

V. REACTIFS FOURNIS

Réactifs 96 Tests Reconstitution

2x48 Prét a I’emploi
U Tubes recouverts avec I’anti E2

1 flacon Transférer
| A o | CONC | 1ml quantitativement
142 kBq la solution
TRACEUR: E2 marquée a I’***lodine d’éthanol dans le
(grade HPLC) dans une solution Tampon Traceur.
ethanol.
TRACEUR BUF 1 flacon Prét a ’emploi
53 ml

Tampon Traceur avec de la gélatine
bovine et de I’azide.(<0,1%)

CAL n 1 flacon Prét a ’emploi
0,5ml

Calibrateur zéro dans du sérum humain
et de I’azide. (<0,5%)

CAL 6 flacons Prét a I’'emploi
0,5ml

Calibrateurs E2 N =1 a 6 (cfr. valeurs
exactes sur chaque flacon) dans du
sérum humain et de 1’azide (<0,5%)

1 flacon Diluer 70x avec
| WASH | SOLN | cone | 10ml | de Peau distillée
. ) (utiliser un

Solution de lavage (TRIS-HCI) agitateur

magnétique).

1 flacons Prét a I’emploi

| DIL | SPE |
2.5ml
Diluant pour échantillons en sérum
humain avec de I’azide (<0.1%)
CONTROL | N | 2 flacons | Ajouter 0.5 ml

lyophilisés | d’eau distillée
Controles - N =1ou 2
dans du plasma humain et du thymol

VL. MATERIEL NON FOURNI

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

1. Eau distillée

2. Pipettes pour distribuer: 50 pl et 500 ul (I’utilisation de pipettes précises et
de pointes jetables en plastique est recommandée)

Agitateur vortex

Agitateur magnétique

Bain d’eau a 37°C

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

Systeme d’aspiration

Tout compteur gamma capable de mesurer I’} peut étre utilisé
(rendement minimum 70%).
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VIII.
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PREPARATION DES REACTIFS

Traceur : Transférer quantitativement la solution d’éthanol dans le
tampon traceur et mélanger.

Contrdles : Reconstituer les controles avec 0.5 ml d’eau distillée.

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.

STOCKAGE ET DATE D’EXPIRATION DES REACTIFS

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

Apreés reconstitution, 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.

Apreés dilution, 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
recommandé.

Eviter des cycles de congélation et décongélation successifs.

Dilution des échantillons de valeur élevée : le diluant contient une faible
quantité d’estradiol et doit étre testé pour connaitre la concentration
endogéne d’estradiol. Cette concentration doit étre déduite de la
concentration de 1’échantillon mesurée avant multiplication par le facteur
de dilution.

MODE OPERATOIRE

Notes de manipulation

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

Mélanger & fond tous les réactifs et les échantillons sous agitation douce.
Pour éviter toute contamination croisée, utiliser une nouvelle pointe de
pipette pour 1’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.

Mode opératoire

Identifier les tubes recouverts fournis dans la trousse en double pour
chaque calibrateur, controle, échantillon. Pour la détermination de
Iactivité totale, identifier 2 tubes non recouverts.

Agiter au vortex brievement les calibrateurs, les contréles et les
échantillons. Puis distribuer 50 pl de chacun d’eux dans leurs tubes
respectifs.

Distribuer 500 pl d’E2 marquée a 1’125 dans chaque tube, y compris les
tubes sans anticorps pour la détermination de I’activité totale.

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

Incuber pendant 3 heures a 37°C au bain-marie.

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

Laver les tubes avec 3 ml de Solution de Lavage (a I’exception des tubes
utilisés pour la détermination de 1’activité totale) et aspirer. Eviter la
formation de mousse pendant 1’addition de la Solution de Lavage.
Laisser les tubes droits pendant 2 minutes et aspirer le reste de liquide.
Placer les tubes dans un compteur gamma pendant 60 secondes pour
quantifier la radioactivité.
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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 :

BIBO (%) = moyenne des cpm (CAL ou échantillo n) X100

moyenne des cpm (CAL 0)
Utiliser un “3 cycle semi-logarithmic” ou un papier graphique “logit-log”,
porter en ordonnée les valeurs exprimées en pourcentage de liaison
(B/B0(%)) de chaque point de calibration et en abscisse leur concentration
respective en E2, 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.
L’interpolation des valeurs de chaque échantillon (B/B0(%)) détermine les
concentrations en E2 a partir de la courbe de calibration.
Pour chaque essai, le pourcentage total de traceur lié en absence de E2 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.

C. Précision

INTRA-ESSAI INTER-ESSAI
Sérum N <X>+SD cv Sérum N <X>+SD Ccv
(pg/ml) (%) (pg/ml) (%)
A 20 80+6,4 8,0 A 23 7911 13,9
B 20 141+79 5,6 B 23 249 + 26 10,4
C 20 249 11,7 4,7
SD : Déviation Standard; CV: Coéfficient de variation
D. Exactitude
TEST DE DILUTION
Dilution Concent. Concent. Recupération
Théorique Mesurée (%)
(pg/ml) (pg/ml)
11 1400,3 1387,3 100
12 700,2 659,0 96
1/4 350,1 358,0 106
1/8 175,1 158,0 98
1/16 87,5 64,9 89
1/32 43,8 29,3 97
1/64 219 11,9 114

L’échantillon a été dilué avec le diluant fourni. La concentration endogéne en
estradiol mesurée était de 13 pg/ml et a été déduite de la valeur mesurée de
I’échantillon avant application du facteur de dilution.

Les concentrations mesurées et théoriques étaient cohérentes:
Y (mesurées) = 0,99X (théoriques) — 0 R? = 0,999

TEST DE RECUPERATION

E2 cpm B/Bo (%)
Activité totale 69089
Calibrateur 0 pg/ml 29372 100,0
9 pg/ml 25237 85,9
27 pg/ml 21374 72,7
92 pg/ml 15669 53,4
430 pg/ml 8527 29,0
2200 pg/ml 2607 8,9
3900 pg/ml 1676 57
X11l. PERFORMANCE ET LIMITES DU DOSAGE
A. Limite de détection
Vingt-quatre calibrateurs zéro ont été testés en paralléle 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 2,7 pg/ml.
B. Spécificité

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

Echantillon E2 ajouté E2 théorique E2 mesurée Recupération
(pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (%)
1 0 12.8 12.8 NA
4.5 17.3 18.3 106
13.5 26.3 22.3 85
46.0 58.8 54.4 93
215 227.8 207 91
1100 1112.8 1104 99
1950 1962.8 2259 115

Composé Réactivité Croisée
(%)
Estrone
Estriol (1)3
Ethynylestradiol 0’2
Progesterone <0,0002
Testosterone
. <0,001
Androstenedione
<0,001
DHEA-sulphate
A . <0,0002
Estradiol-17-glucuronide <02
Cort_ls_ol <0,001
Equilin <01
Estradiol-17-Valerate <0’1
e
! 0,001

Les concentrations mesurées et théoriques étaient cohérentes:

- Echantillons 1 : Y (mesurées) = 1.11X (théoriques) + 0 R? = 0,999

Facteur de conversion :

x 3,68
x 0,272

De ng/ml a nmol/L :
De nmol/L a ng/ml :

Les concentrations des calibrateurs sont déterminées avec la méthode de référence

ID-GC/MS.
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 40 minutes aprés que le calibrateur ait

été ajouté aux tubes avec I’anticorps.

DELAI
Sérum
pg/ml 0 10 20’ 30 40
C1l 63 58 79 69 75
C2 217 229 274 235 237




XIV. CONTROLE QUALITE INTERNE

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

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

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

XIV. VALEURS ATTENDUES

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

Portée de la
concentration Concentrations |
(2,5a297,5% moyennes ombre
percentiles) (pg/ml) de sujets
(pg/ml)
Hommes normaux 8-66 27 36
Femmes normales
. Phase folliculaire
(jour ~10 4 -3) 35-147 69 49
. Phase préovulatoire
(jour 1 & 0) 70 - 490 135 13
. Phase lutéale
(jour 33 10) 43 - 217 105 35
. Postménopausique 19-49 31 39

XV. PRECAUTIONS ET AVERTISSEMENTS

Sécurité

Pour utilisation en diagnostic in vitro uniquement.

Cette trousse contient de 1’*?° (demi-vie: 60 jours), une matiére radioactive
émettant des rayonnements ionisants X (28 keV) et y (35.5 keV).

Ce produit radioactif peut uniquement étre regu, acheté, possédé ou utilisé par des
personnes autorisées; 1’achat, le stockage, I’utilisation et 1’échange de produits
radioactifs sont soumis a la Iégislation du pays de I'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, I’anti-HIV-1 et 2. Aucune méthode connue ne peut offrir I'assurance
complete que des dérivés de sang humain ne transmettront pas d’hépatite, le sida
ou toute autre infection. Donc, le traitement des réactifs, du sérum ou des
échantillons de plasma devront étre conformes aux procédures locales de sécurité.
Tous les produits animaux et leurs dérivés ont été collectés d'animaux sains. Les
composants bovins proviennent de pays ou I’ESB n'a pas été détectée.
Néanmoins, les composants contenant des substances animales devront étre traités
comme potentiellement infectieux.

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

Ne pas fumer, ni boire, ni manger ni appliquer de produits cosmétiques dans les
laboratoires ou des produits radioactifs sont utilisés. Ne pas pipeter avec la
bouche. Utiliser des vétements protecteurs et des gants a usage unique.
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XVII.RESUME DU PROTOCOLE

ACTIVITE | CALIBRA | ECHANTILLON(S)
TOTALE -TEURS CONTROLES

(u) (u) M
Calibrateurs (0 & 6) - 50 -
Echantillons, controles - - 50
Traceur 500 500 500

Incubation 3 heures a 37°C au bain-marie

Séparation - aspirer
Solution de Lavage 3,0ml
Séparation aspirer avec précaution
Comptage Compter les tubes pendant 60 secondes
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Vor Gebrauch des Kits lesen Sie bitte diese Packungsbeilage.
E2-RIA-CT

VERWENDUNGSZWECK

Ein Radio-Immunoassay fiir die quantitative in vitro Bestimmung von humanem Ostradiol (E2) in Serum.

A

ALLGEMEINE INFORMATION
Handelsbezeichnung : DIAsource E2-RIA-CT Kit
Katalognummer : KIP0629 : 96 Tests

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

Fur technische Unterstiitzung oder Bestellungen wenden Sie sich bitte an:

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

KLINISCHER HINTERGRUND

Biologische Aktivitat

17-beta-Ostradiol (E2) ist ein C-18 Steroidhormon (Molekulargewicht: 272,4 Da), das vor allem von
Eierstocken und Plazenta und in geringen Mengen auch von Nebennieren und Hoden produziert wird.
Ostradiol befindet sich im Gleichgewicht mit Ostron, das durch Leber und Plazenta in Ostriol konvertiert
werden kann.

Klinische Anwendungen

Wie fiir LH-FSH-Progesteron ist die Messung der Ostradiolkonzentration in Serum, Peritonealfliissigkeit und
Follikelflussigkeit ein wichtiges biochemisches Instrument zur Untersuchung von Fruchtbarkeit, Tumoren und
sexuellen Fehlfunktionen sowie Stérungen der Hypothalamus/Hypophyse/Gonaden-Achse, zum Beispiel:
Feststellung der Follikelphase;

Kontrolle der Wirksamkeit der Ovulationsinduktion (mit Ultraschall) und des E2-Spiegels in der
Follikelfltssigkeit. Dadurch ist es moglich eine normale oder gestérte Ovulationsinduktion festzustellen (das
Empty Follicle Syndrome kann auf eine gestorte Ovulationsinduktion hinweisen);

Diagnostizierung des Luteinisierter unrupturierter Follikel (LUF)-Syndroms (durch die Messung der 17-beta-
Ostradiol- und Progesteronspiegel in der Peritonealfliissigkeit;

Unterstiitzung bei der Diagnose von Brusttumoren (die Aktivitit des Gesamtdstrogens - E1-E2 - und der 17-
beta-Hydroxysteroiddehydrogenase ist in bdsartigen Brustgeweben viel hoher als in Gutartigen);

Bei LH-FSH- und E2-Werten ist der Verdacht auf ein Stein Cohen-Leventhal Syndrom gegeben;

Weitere Untersuchungsbereiche sind: pramature Adrenarche, Gynakomastie und Menopause.

€



Iv.

GRUNDSATZLICHES ZUR DURCHFUHRUNG

Eine festgesetzte Menge an %1 markiertem E2 konkurriert mit dem zu
messenden, in der Probe oder in dem Kalibrator vorhandenen E2 um eine Menge
an Antikorperbindungsstellen, die an der Wand des Polystyren Rohrchens fixiert
sind. Nach einer dreistiindigen Inkubation bei 37°C, beendet das Absaugen die
Verdrangungsreaktion. Die Roéhrchen werden anschliessend mit Waschldsung
gewaschen, danach wird nochmals abgesaugt. Eine Kalibrationskurve wird
gedruckt und die E2-Konzentrationen der Proben werden (iber Dosis Interpolation
der Kalibrationskurve bestimmt.

V. MITGELIEFERTE REAGENZIEN
Reagenz 96 Test Kit Rekonstitution
Mit anti E2- beschichtete 2x48 Gebrauchsfertig
H Réhrchen
| Ag 125, | CONG | 1GefaR  |Ubertragen Sie
1ml quantitativ die
Tracer : 125lod markiertes E2 142kBq  |Athanollésung in den
(HPLC grade) in Athanolldsung Tracer-Puffer
| | | 1 Gefd®  |Gebrauchsfertig
TRACER BUF 53 ml
Tracer-Puffer mit Rindergelatin
und Azide (<0.1%)
CAL “ 1 GefaB  |Gebrauchsfertig
- - 0,5ml
Null-Kalibrator in Humanserum
und Azid (<0,5%)
6 GefaBe |Gebrauchsfertig
X . 0,5ml
Kalibratoren E2 : N = 1 bis 6
(genaue Werte auf Gefa-
Etiketten) in Humanserum und
Azid (<0,5%)
| WASH | SOLN | CONG | 1GefaR |70 mit dest. Wasser
10 ml (Magnetrihrer
Waschlosung (TRIS-HCI) verwenden) verdiinnen.
| DIL | SPE | 1 GefaB  |Gebrauchsfertig
2,5ml
Probenverdiinner:  Humanserum
und Azid (<0,1%)
m 2 Ge_ffoif%e 0.5 ml dest. Wasser
lyophilisiert |zugeben
Kontrollen : N = 1 oder 2
in Humanplasma und Thymol

VI.

ZUSATZLICH BENOTIGTES MATERIAL

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

1.
2.

© N O~ W

VII.

Dest. Wasser

Pipetten: 50 pl und 500 pl (Verwendung von Prazisionspipetten mit
Einwegpipettenspitzen wird empfohlen)

Vortexmixer

Magnetrihrer

Wasserbad (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 gewahrleistet sein.

VORBEREITUNG DER REAGENZIEN

Tracer: Ubertragen Sie quantitativ die Athanollésung in den Tracer-Puffer
und mischen Sie.

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 uUberfliissige Waschldsung.

VIII.

XL

1.
2.

3.

AUFBEWAHRUNG UND LAGERUNG DER REAGENZIEN

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

Nach der Rekonstitution sind die Kontrollen bei 2-8°C 7 Tage stabil.
Aliquots missen bei langerer Aufbewahrung bei —20°C eingefroren
werden, dann sind sie 3 Monate haltbar. Vermeiden Sie wiederholtes
Einfrieren und Auftauen.

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

Nach Verdunnung, der Tracer ist bei Lagerung in der gut verschlossenen
Originalflaschchen bei 2 bis 8°C bis zum Verfallsdatum haltbar.
Verénderungen im Aussehen der Kitkomponenten kénnen auf Instabilitat
bzw. Zerfall hindeuten.

PROBENSAMMLUNG UND -VORBEREITUNG

Serumproben miissen bei 2-8 °C aufbewahrt werden.

Falls der Test nicht innerhalb von 24 Std. durchgefiihrt wird, miissen die
Porben bei —20°C aufgehoben werden.

Vermeiden Sie wiederholtes Einfrieren und Auftauen.

Verdinnung von hochkonzentrierten  Proben: Der mitgelieferte
Probenverdiinner enthélt eine geringe Menge Ostradiol und muss getestet
werden, um diese Konzentration zu ermitteln. Dieser Wert muss von der
Konzentration der Proben subtrahiert werden, bevor die Ergebnisse mit
dem Verdunnungsfaktor multipliziert werden.

DURCHFUHRUNG

Bemerkungen zur Durchfiihrung

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

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

Préazisionspipetten oder ein automatisches Pipettiersystem erhéhen die
Prazision. Achten Sie auf die Einhaltung der Inkubationszeiten.

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

Durchfuhrung

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

Vortexen Sie Kalibratoren, Kontrollen und Proben kurz und geben Sie

50 pl von jedem in ihre Rohrchen.

Geben Sie 500 pl des 125lod markierten E2 in jedes R&hrchen,
einschlieBlich der unbeschichteten Réhrchen fiir die Gesamtaktivitét.
Schitteln Sie vorsichtig die Halterung mit den Réhrchen um Blasen zu
entfernen.

Inkubieren Sie 3 Stunden bei 37°C im Wasserbad.

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

Waschen Sie die Rohrchen mit 3 ml Waschlésung (auRer
Gesamtaktivitat) und saugen Sie ab. Vermeiden Sie Schaumbildung bei
Zugabe der Waschldsung.

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

Werten Sie die Rohrchen in einem Gamma-Counter tUber 60 Sekunden
aus.

BERECHNUNG DER ERGEBNISSE

Berechnen Sie den Durchschnitt aus den Doppelbestimmungen.
Berechnen Sie die gebundene Radioaktivitét als Prozentsatz des am Null-
Kalibratorpunkt (0) bestimmten Wertes nach folgender Formel:
Verwenden Sie semi-logarithmisches oder doppelt-logarithmisches

Aktivitdt (Kalibrator oder Probe)
Aktivitat (Null-Kalib rator)

Millimeterpapier (Uber 3 GroéBenordnungen) drucken Sie die (B/B0(%))
Werte fir jeden Kalibratorpunkt als Funktion der E2-Konzentration fiir
jeden Kalibratorpunkt, schlieen Sie offensichtliche ,,Ausreiler* aus.

B/BO (%) = 100




4.  Computergestltzte Methoden konnen ebenfalls zur Erstellung der
Kalibrationskurve verwendet werden. Falls die Ergebnisberechnung mit
dem Computer durchgefiihrt wird, empfehlen wir die Berechnung mit einer

D. Genauigkeit

,,4 Parameter“-Kurvenfunktion.

5. Bestimmen Sie die E2-Konzentrationen der Proben uber Interpolation der
Probenwerte B/B0(%)) der Referenzkurve.

6. Bei jedem Assay muss der Prozentsatz des gesamten gebundenen Tracers
ohne unmarkiertes E2 (BO/T) gepruft werden.

XIl.  TYPISCHE WERTE

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

VERDUNNUNGSTEST
Verdiinnung Theoretische Wiedergefunden Gemessene
Konzent. (%) Konzent.

(pg/ml) (pg/ml)

1/1 1400,3 1387,3 100
12 700,2 659,0 96
1/4 350,1 358,0 106
1/8 175,1 158,0 98
1/16 87,5 64,9 89
1/32 43,8 29,3 97
1/64 21,9 11,9 114

E2-RIA-CT cpm B/Bo (%)
Gesamtaktivitét 69089

Kalibrator 0 pg/mi 29372 100,0

9 pg/ml 25237 85,9

27 pg/mi 21374 72,7

92 pg/ml 15669 53,4

430 pg/ml 8527 29,0

2200 pg/ml 2607 8,9

3900 pg/ml 1676 57

Die Probe wurde mit dem mitgelieferten Probenverdinner verdinnt. Die
endogene Ostradiolkonzentration im Probenverdiinner betrug 13 pg/ml. Dieser

Wert  wurde

vor

Probenkonzentration abgezogen.

Anwendung  des

Gemessene und theoretische Konzentrationen waren konsistent:
Y (gemessene) = 0,99X (theoretische) — 0 ; R? = 0,999

WIEDERFINDUNGSTEST

Verdunnungsfaktors  von  der

XIHI. LEISTUNGSMERKMALE UND GRENZEN DER METHODIK

A. Nachweisgrenze
Zweiundzwanzig 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 2,7 pg/ml.

Probe Zugeg. E2 Theoretische Wiedergef. Wiedergefun
(pg/ml) E2 E2 den
(pg/ml) (pg/ml) (%)
1 0 12,8 12,8 NA
4,5 17,3 18,3 106
135 26,3 22,3 85
46,0 58,8 54,4 93
215 227,8 207 91
1100 1112,8 1104 99
1950 1962,8 2259 115

B.

Spezifitat

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

Gemessene und theoretische Konzentrationen waren konsistent:
- Probe 1: Y (gemessene) = 1,11X (theoretische) + 0 ; R? = 0,999

Umrechnungsfaktor:

Von ng/ml in nmol/L: x 3,68
Substanz Kreuz-Reaktivitat Von nmol/L in ng/ml: x 0,272
(%)
Die Konzentrationen der Kalibratoren werden mit der ID-GC/MS-
Ostron 1,0 Referenzmethode bestimmt.
Ostriol 0,6
Eth'”y'tOStrad'O' 02 E.  Zeitverzogerung zwischen letzter Kalibrator- und Probenzugabe
T'(:)s%g:t::g: <0,0002 Es wird im folgenden gezeigt, dass die Genauigkeit der Tests selbst dann
Androstendion :g'ggi erhalten bleibt, wenn die Probe 40 Minuten nach Zugabe des Kalibrators
DHEA-Sulphat <0,0002 in die beschichteten Réhrchen zugeflgt wird.
Ostradiol-17-Glucuronide <02
Cortisol <0,001
Equilin <0,1 ZEITABSTAND
Ostradiol-17-Valerat <0,1
Qoggesire'd_ | <0,0004 Serum 0 10 20' 30 40'
ndrostendio 0,001 (
' pg/ml)
C1 63 58 79 69 75
C. Prazision C2 217 229 274 235 237

INTRA-ASSAY PRAZISION INTER-ASSAY PRAZISION

Serum N <X>+SD CcVv Serum N <X>+SD CcVv
(pg/ml) (%) (pg/ml) (%)
A 20 80+6,4 8,0 A 23 79+11 13,9
B 20 141+79 5,6 B 23 249 + 26 10,4
C 20 | 249+117 4,7

SD : Standardabweichung; CV: Variationskoeffizient

XIV. INTERNE QUALITATSKONTROLLE

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

- Falls Extra-Kontrollen erwinscht 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.




V. ZU ERWARTENDER BEREICH

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

Konzentrationsbereich
(2,5 bis 97,5% Median A%ﬁh'
Perzentile) (pg/ml) Personen
(pg/ml)

Gesunde Manner 8-66 27 36
Gesunde Frauen
. Follikelsphase

(Tag —10 bis 3) 35-147 69 49
. Préovulationsphase

(Tag -1 & 0) 70 - 490 135 13
. Lutealphase

(Tag 3 bis 10) 43 -217 105 35
. Postmenopausal 19-49 31 39

XVI. VORSICHTMASSNAHMEN UND WARNUNGEN

Sicherheit

Nur fiir diagnostische Zwecke.

Dieser Kit enthalt 121 (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 kdnnen,
mussen ausgesondert werden, um Kreuzkontaminationen mit unterschiedlichen
Radioisotopen zu verhindern.

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

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

Alle tierischen Produkte und deren Derivate wurden von gesunden Tieren
gesammelt. Komponenten von Rindern stammen aus Landern 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. Spiilen Sie
wahrend der Waschschritte den AbfluR griindlich mit viel Wasser, um die
Metallazidbildung zu verhindern.

Bitte rauchen, trinken, essen oder wenden Sie Kosmetika nicht in Ilhrem
Arbeitsbereich an. Pipettieren Sie nicht mit dem Mund. Tragen Sie
Schutzkleidung und Wegwerfhandschuhe.
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XVIIL.ZUSAMMENFASSUNG DES PROTOKOLLS

GESAMT- KALIBRA- PROBE(N)-
AKTIVITAT TOREN KONTROLLEN

(uh) (uh) ()}
Kalibratoren (0 to 6) - 50 -
Proben, Kontrollen - - 50
Tracer 500 500 500
Inkubation 3 Std. bei 37°C im Wasserbad
Separation - absaugen
Waschldsung - 3,0ml
Separation - absaugen
Auswertung Messen der Réhrchen 60 Sekunden




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

E2-RIA-CT

l. USO DEL KIT

Kit radioimmunologico per la determinazione quantitativa in vitro dell’estradiolo umano (E2) in siero.

I1. INFORMAZIONI DI CARATTERE GENERALE

A. Nome commerciale: DIlAsource E2-RIA-CT Kit
B. Numero di catalogo: KIP0629: 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

11. INFORMAZIONI CLINICHE

A.  Attivita biologica
Il 17 beta estradiolo (E2) & un ormone steroideo C-18 (peso molecolare di 272,4 Da) sintetizzato principalmente
dall’ovaio e dalla placenta e in piccole quantita dalla corteccia surrenalica e dai testicoli. L’estradiolo ¢ in equilibrio
con I’estrone che pud essere convertito in estradiolo dal fegato e dalla placenta.

B.  Applicazioni cliniche
Come per il progesterone LH-FSH, la misurazione della concentrazione dell’estradiolo nel siero, nel fluido
peritoneale e nel fluido follicolare rappresenta uno strumento biochimico fondamentale nell’analisi della fertilita, di
neoplasie e patologie sessuali e a carico dell’asse ipotalamico/pituitario/gonadico, ad esempio:
Per rilevare la fase follicolare;
Per verificare I’efficacia dell’induzione dell’ovulazione (con gli ultrasuoni) e il livello di E2 nel fluido follicolare
rende possibile il rilevamento dell’induzione dell’ovulazione normale o disfunzionale (la sindrome del follicolo vuoto
puo riflettere un’induzione dell’ovulazione disfuzionale),
Per diagnosticare la LUF syndrome (sindrome del follicolo luteinizzato e non rotto) (tramite valutazione dei livelli di
17 beta estradiolo e progesterone nel fluido peritoneale);
Per supportare la diagnosi di tumori al seno (estrogeni totali — attivita E1-E2 - e 17 beta-idrossisteroide deidrogenasi
sono significativamente piu elevati nei tessuti mammari maligni piuttosto che in quelli non maligni);
Attraverso i livelli LH-FSH ed E2 € possibile sospettare una sindrome di Stein-Leventhal;
Altre aree di analisi sono: adrenarca prematuro, ginecomastia e menopausa.



Iv.

PRINCIPIO DEL METODO

Una quantita definita di E2 marcata con *®I compete con il E2 presente in
calibratore e campioni per un numero definito di siti di un anticorpo adsorbito
sulla superficie interna di provette di polistirene. Dopo un’incubazione protrattasi
per 3 ore a 37°C, la reazione di competizione viene interrotta per aspirazione della
miscela di reazione. Le provette vengono quindi lavate con tampone di lavaggio
diluito e aspirate. La concentrazione di E2 nei campioni viene calcolata per
interpolazione sulla curva calibratore.

V.

VI.

REATTIVI FORNITI

Reattivi Kit da 96 Volume di
test ricostituzione
Provettg sen5|blll_zzate 2% 48 Pronte per I'uso
con anticorpo anti E2
Trasfer imento
| Ag =1 | CONC | ! fia;olne quantitativo della
142 KB soluzione di etanolo nel
Marcato: E2 marcato con 2| 4 tracer buffer
(grado HPLC), in soluzione di
etanolo
| TRACER | BUF | 1 flacone | Pronte per I’uso
Tracer Buffer con gelatina bovina 53 ml
e sodio azida (<0,1%)
CAL n 1 flacone Pronte per I’uso
. L 0,5ml
Calibratore zero in siero umano e
sodio azide (<0,5%)
CAL “ 6 flaconi Pronte per I’uso
Calibratore 1-6 di E2, (le 0.5 ml
concentrazioni esatte degli
calibratore sono riportate sulle
etichette dei flaconi), in siero
umano e sodio azide (<0,5%)
| WASH | SOLN | CONC | 1 flacone Diluire 70 x con acqua
10 ml distillata usando un
Tampone di lavaggio (TRIS-HCI) agitatore magnetico
| DIL | SPE | 1 flacone Pronte per I’'uso
2,5ml
Diluente per i campioni: siero
umano e azide (<0,1%)
| CONTROL | N | 2 flaconi Aggiungere 0.5 ml di
Controlli: N = 102, in plasma liofilizzati | acqua distillata
umano e timolo

REATTIVI NON FORNITI

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

1.
2.

® N OAW

VII.

Acqua distillata.

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

Agitatore tipo vortex.

Agitatore magnetico.

Bagno in acqua a 37°C

Pipetta a ripetizione automatica 5 ml per i lavaggi.

Sistema di aspirazione dei campioni (facoltativo).

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

PREPARAZIONE DEI REATTIVI

Tracer : Trasferimento quantitativo della soluzione di etanolo nel tracer
buffer e mescolamento.

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.

VIIL.

=

XL

N

CONSERVAZIONE E SCADENZA DEI REATTIVI

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

Dopo recostituzione, controlli sono stabili 1 settimana a 2-8°C e, suddivisi
in aliquote a —20°C per 3 mesi. 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 la diluizione, 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.
Diluizione di campioni a concentrazione elevata: il diluente fornito contiene
una piccola quantita di estradiolo e deve essere analizzato per determinare la
concentrazione di quest’ultimo. Il valore di concentrazione ottenuto deve
essere sottratto dalla concentrazione dei campioni prima di moltiplicare i
risultati per il fattore di diluizione.

METODO DEL DOSAGGIO

Avvertenze generali

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

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

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

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

Metodo del dosaggio

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

Agitare brevemente su vortex calibratore, campioni e controlli. Dispensare
50 pl di calibratore, controlli e campioni nelle rispettive provette.
Dispensare 500 ul di E2 marcato con %I in tutte le provette, comprese
quelle per I’attivita totale.

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

Incubare 3 ore 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 I’attivita totale, con 3 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) M
cpm (Zero Calibratore)

100

B/BO (%) =

Usando carta semilogaritmica a 3 cicli o logit-log e ponendo in ordinata i
rapporti di competizione. B/BO (%) per ogni calibratore e in ascissa le
rispettive concentrazioni di E2, 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.

5. Per interpolazione sulla curva di taratura dei rapporti di competizione di
campioni e controlli, determinare le rispettive concentrazioni di E2.
6 Per ogni dosaggio determinare la capacita legante BO/T.

XII. CARATTERISTICHE TIPICHE

| sotto riportati sono forniti a titolo di esempio e non devono essere utilizzati per
calcolare le concentrazioni di E2 in campioni e controlli al posto della curva
calibratore eseguita contemporaneamente.

Il campione & stato diluito con il diluente fornito. L’estradiolo endogeno nel
diluente era 13 pg/ml e questo valore é stato dedotto dalla concentrazione del
campione prima di applicare il fattore di diluizione.

Concentrazioni misurate e teoriche sono stati coerenti:
Y (misurata) = 0,99 X (teorica) — 0 ; R? = 0,999

TEST DI RECUPERO

E2-RIA-CT cpm B/Bo (%)
Attivita totale 69089
Calibratore 0 pg/ml 29372 100,0
9 pg/ml 25237 85,9
27 pg/ml 21374 72,7
92 pg/ml 15669 534
430 pg/ml 8527 29,0
2200 pg/ml 2607 8,9
3900 pg/ml 1676 57

Campione E2 aggiunto E2 teorica E2 misurata Recupero
(pg/ml) (pg/ml) (pg/ml) (%)
1 0 12,8 12,8 NA
45 17,3 18,3 106
13,5 26,3 22,3 85
46,0 58,8 54,4 93
215 227,8 207 91
1100 1112,8 1104 99
1950 1962,8 2259 115

XIIl. CARATTERISTICHE E LIMITI DEL METODO
A. Sensibilita

Venti due a zero calibratori sono stati analizzati insieme a una serie di altri
calibratori.

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 2,7 pg/ml.

B. Specificita

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

Concentrazioni misurate e teoriche sono stati coerenti:
- Campione 1: Y (misurata) = 1,11 X (teorica) + 0 ; R = 0,999

Fattore di conversione:
Da ng/ml a nmol/I: x 3,68
Da nmol/l ang/ml : x 0,272

Le concentrazioni dei calibratori sono definite con il metodo di riferimento
ID-GC/MS.

E. Tempo trascorso tra I’aggiunta dell’ultimo calibratore e il campione
Come mostrato nella seguente tabella, il dosaggio si mantiene accurato

anche quando un campione viene aggiunto nelle provette sensibilizzate 40
minuti dopo I’aggiunta del calibratore.

TEMPO TRASCORSO
Composto Cross-Reattivita Siero 0’ 10° 20° 30° 40
(%) (pg/ml)
Estrone 1,0 C1 63 58 79 69 75
Estriolo 0,6 C2 217 229 274 235 237
Etinilestradiolo 0,2
Progesterone <0,0002
Testosterone <0,001 R
Androstenedione <0,001 XIV. CONTROLLO DI QUALITA INTERNO
DHEA sofato <0,0002
Estradiol-17-glucuronide <0,2 - Se i risultati ottenuti dosando il Controllo 1 e il Controllo 2 non sono
go”.'ls_o'o <26021 all’interno dei limiti riportati sull’etichetta dei flaconi, non & opportuno
Eatradhol 17 Valerato 01 utilizzare i risultati ottenuti per i campioni, a meno che non si trovi una
Norgestrel <0.0004 giustificazione soddisfacente.
Androstenedione 0,001 - Ogni laboratorio puo preparare un proprio pool di sieri da utilizzare come
controllo, da conservare congelato in aliquote.
o - | criteri di accettazione delle differenze tra i risultati in duplicato dei
C. Precisione campioni devono basarsi sulla buona prassi di laboratorio.
INTRA SAGGIO INTER SAGGIO
XV. INTERVALLI DI RIFERIMENTO
Siero N <X>+SD cv Siero N <X>+SD CcVv . . T . N P
(pg/ml) (%) (pg/ml) (%) Questi valori sono puramente indicativi, ciascun laboratorio potra stabilire i
propri intervalli normali.
A 20 80 6,4 8,0 A 23 7911 13,9
B 20 | 14179 5,6 B 23 249 + 26 10,4 Intervallo di
c 20 | 249£117 4.7 concentrazione . Numero
SD : Deviazione Standard; CV: Coefficiente di Variazione (2,5-97,5% Mediana di
percentili) (pg/ml) soggetti
D. Accuratezza (pg/ml)
TEST DI DILUIZIONE
Diluizione Concentrazione Concentrazione Maschi normali 8-66 21 36
. ; Recupero
teorica misurata (%) - -
(pg/ml) (pg/ml) Femmine normali
. Fase follicolare
11 1400,3 1387,3 100 ¢ 35-147 69 49
112 700,2 659,0 96 (giono da—-10a-3)
1/4 350,1 358,0 106 . Fase preovulatoria
1/8 175,1 158,0 98 (giorno —1 & 0) 70-490 135 13
1/16 87,5 64,9 89
132 438 293 o7 - Fase '”tzalg 10 43-217 105 35
1/64 21,9 11,9 114 (giorno da 3 2 10)
. Postmenopausa 19-49 31 39




XVI. PRECAUZIONI PER L’USO

Sicurezza

11 kit & solo per uso diagnostico in vitro.

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

L’acquisto, la detenzione, I’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’
comungue 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 pud reagire con piombo rame o
ottone presenti nelle tubature di scarico per formare metallo-azidi esplosive.
Smaltire questi reattivi facendo scorrere abbondante acqua negli scarichi. Nei
luoghi dove si usano sostanze radioattive non € consentito consumare cibi o
bevande, fumare o usare cosmetici. Non pipettare i reattivi con pipette a bocca.
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XVIIl. SCHEMA DEL DOSAGGIO

Attivita totale Calibratore Campioni
Controlli
pl pl pl
Calibratore (0 - 6) - 50 -
Campioni, controlli - - 50
diluiti 500 500 500
Marcato
Incubazione 3 ore a 37°C a bagnomaria

Separazione

Soluzione di lavoro del
tampone di lavaggio
Separazione

3ml

Aspirare

Aspirare

Conteggio

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

E2-RIA-CT

I.  INSTRUCCIONES DE USO

Radioinmunoensayo para la determinacion cuantitativa in vitro de Estradiol humano (E2) en suero.

Il. INFORMACION GENERAL
A.  Nombre: DIAsource E2-RIA-CT Kit
B. NUmero de Catalogo: KIP0629: 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
17-beta-estradiol (E2) es una hormona esteroide C-18 (peso molecular 272.4 Da) producida principalmente
por los ovarios y la placenta y en pequefias cantidades por las suprarrenales y los testiculos. El estradiol esta
en equilibrio con la estrona, que puede convertirse en estriol en el higado y la placenta.

B.  Aplicaciones clinicas
Tal como para HL-FSH-progesterona, la medicion de la concentracion de estradiol sérico, en liquido
peritoneal y liquido folicular es una herramienta bioquimica esencial para la investigacion de la fertilidad,
enfermedades por tumores, enfermedades sexuales y desordenes hipotalamico/pituitaria/eje gonadales, por
ejemplo:
Para detectar la fase folicular;
Para comprobar cuan efectiva es la induccién de la ovulacion (con ultrasonido) y el nivel de E2 en liquido
folicular hace posible detectar induccién de ovulacion normal o disfuncional. (El sindrome de foliculo vacio
puede reflejar una induccion disfuncional de la ovulacién);
Para diagnosticar sindrome de foliculo luteinizado sin ruptura (LUF) (estimando los niveles de 17 -estradiol
y progesterona en el liquido peritoneal);
Para asistir al diagnostico de tumores de mama (estrogenos totales - E1-E2 - y actividad de 17 beta-
hidroxiesteroide deshidrogenasa estan significativamente aumentados en tejido mamario maligno en
comparacion con el no maligno);
Con niveles HL-HEF y E2, es posible sospechar la presencia de un sindrome de Stein Cohen-Leventhal;
Otras areas de investigacion son: adrenarquia prematura, ginecomastia y periodo menopausico.

€S



Iv.

PRINCIPIOS DEL METODO

Una cantidad fija de esteroide marcada con I** compite con el esteroide a medir,
presente en la muestra 6 en el calibrador, por los puntos de unién del anticuerpo
inmovilizado en las paredes de un tubo de poliestireno. No se necesita ni
extraccion ni cromatografia debido a la alta especificidad de los anticuerpos que
recubren Después de 3 horas de incubacion a 37°C en bafio de agua, una
aspiracion termina con la reaccién de competicion. Los tubos se lavan con 3 ml
de Solucién de lavado y se aspiran otra vez. Se dibuja la curva de calibracién y
las concentraciones de E2 de las muestras se determinan por interpolacién de la
dosis en la curva de calibracion

V.

VL.

REACTIVOS SUMINISTRADOS

Reactivos Kit 96 test Reconstitucion
Tubos recubiertos con 2x48 Listo para uso
anti E2
| Ag | 125) | CONC | 1 vial Transfiera
1ml cuantitativamente la
142 kBq solucién de etanol al
TRAZADOR: E2 marcado con 1% tampoén trazador
(grado HPLC) en solucién de etanol
| TRACER | BUF | 1 vial Listo para uso
53 ml
Tampén trazador con gelatina
bovina y azida (<0.1%)
CAL “ 1 vial Listo para uso
. 0,5 ml
Calibrador cero en suero humano y
azida (<0.5%)
CAL 6 viales Listo para uso
’ 0,5 ml
Calibradores E2-N=1al 6
(mirar los valores exactos en las
etiquetas) en suero humano y azida
(<0.5%)
1 vial Diluir 70 x con agua
‘ WASH ‘ SOLN ‘ CONC ‘ 10 ml destilada (utilizar
agitador magnético)
Solucién de lavado ( TRIS-HCI)
| DIL | SPE | 1 vial Listo para uso
2,5ml
Diluyente de muestras: Suero
humano y azida (<0,1%)
| CONTROL | N | 2 viales Afadir 0.5 ml de
liofilizados | agua destilada
Controles-N =102
en plasma humano y thymol

MATERIAL NO SUMINISTRADO

El material mencionado a continuaci6n es necesario y no esta incluido en el kit

1.
2.

© N O~ W

VII.

Agua destilada

Pipetas de 50ul y 500ul (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 1?® ( minima eficiencia 70%)

PREPARACION REACTIVOS

Trazador : Transfiera cuantitativamente la solucion de etanol al tampon
trazador y mezcle.

Controles: Reconstituir los controles con 0.5 ml de agua destilada.

Solucion 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 solucion de lavado de trabajo no utilizada al
final del dia.

VIIL

=
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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 controles son estables durante una
semana a 2-8°C. Para periodos mas 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 de la dilucidn, el trazador es estable hasta la fecha de caducidad, si
se guarda en el vial original cerrado a 2-8°C.

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

RECOGIDA Y PREPARACION DE MUESTRAS

Las muestras de suero 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.

Dilucién de muestras de alta concentracion: El diluyente suministrado
contiene una pequefia cantidad de estradiol y debe analizarse para
determinar esta concentracion. Este valor tiene que restarse de la
concentracion de las muestras antes de multiplicar los resultados por el
factor de dilucion.

PROTOCOLO

Notas de manejo

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

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

El uso de pipetas de precision 6 equipamiento de dispensacién 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.

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 50 pl
de cada uno en sus respectivos tubos.
Dispensar 500 pl de E2 marcado con I*® en cada tubo, incluyendo los tubos
no recubiertos a las Cuentas Totales.
Agitar suavemente la gradilla de tubos para soltar cualquier burbuja cautiva
en las paredes de los tubos.
Incubar durante 3 horas 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 3 ml de Solucién de lavado de trabajo (excepto los de
Cuentas Totales) y aspirar. Evitar la formacion de espuma durante la adicién
de la Solucién 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)
Utilizando papel 3 ciclo semilogaritmico ¢ logit-log, representar los valores
de (B/B0%) de cada calibrador frente a las concentraciones del E2 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 interpolacién 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 E2 no marcado
(BO/T) debe ser calculado en cada ensayo.

X1l.  EJEMPLO DE RESULTADOS

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

La muestra se diluy6 con el diluyente suministrado. La concentracién de estradiol
endégeno en el diluyente fue de 13 pg/ml; este valor se rest6 de la concentracion
de la muestra antes de aplicar el factor de dilucion.

Concentraciones medidas y tedricos fueron consistentes:
Y (medidas) = 0,99X (tedricos) — 0 ; R? = 0,999

TEST DE RECUPERACION

E2-RIA-CT cpm B/Bo (%)
Cuentas Totales 69089
Calibrador 0 pg/ml 29372 100,0
9 pg/ml 25237 85,9
27 pg/ml 21374 72,7
92 pg/ml 15669 534
430 pg/ml 8527 29,0
2200 pg/ml 2607 8,9
3900 pg/ml 1676 57

Muestra E2 E2 E2 Recuperado
afiadido Tebrica Medida (%)
(pg/mi) (pg/ml) (pg/ml)
1 0 12,8 12,8 NA
45 17,3 18,3 106
135 26,3 22,3 85
46,0 58,8 54,4 93
215 2278 207 91
1100 1112,8 1104 99
1950 1962,8 2259 115

XI1Il. REALIZACION Y LIMITACIONES

A Limite de deteccion

Veinte dos calibradores cero fueron medidos en una curva con otros calibradores.
El limite de deteccion, definido como la concentracién aparente resultante de dos
desviaciones estandares debajo de la media de enlace del calibrador cero, fue de
2,7 pg/ml.

B. Especificidad

El porcentaje de reaccion cruzada estimada en relacion a la concentracion
que produce 50% de inhibicion es respectivamente:

Concentraciones medidas y tedricos fueron consistentes:
Muestra 1: Y (medidas) = 1,11X (tedricos) + 0 ; R? = 0,999

Factor de conversidn:
De ng/ml a nmol/L :
De nmol/L a ng/ml :

X 3,68
x 0,272

Las concentraciones de los calibradores se determinan con el método de

referencia ID-GC/MS.

E. Tiempo de espera entre la dispensacion del Gltimo calibrador y la de

la muestra

Componente Reaccion-cruzada (%)
Estrona 1,0
Estriol 0,6
Etinilestradiol 0,2
Progesterona <0,0002
Testosterona <0,001
Androstenediona <0,001
DHEA-sulfato <0,0002
Estradiol-17-glucuronida <0,2
Cortisol <0,001
Equilin <0,1
Estradiol-17-Valerate <0,1
Norgestrel <0,0004
Androstendiol 0,001

Como se muestra a continuacion la precision del ensayo se mantiene incluso en el
caso de dispensar la muestra 40 minutos después de haberse adicionado el
calibrador a los tubos cubiertos.

TIEMPO DE ESPERA

Suero 0 10" 20" 30" 40"
(pg/ml)
c1 63 58 79 69 75
c2 217 229 274 235 237

C. Precision

INTRA-ASSAY PRECISION

INTER-ASSAY PRECISION

XIV. CONTROL DE CALIDAD INTERNO

- Si los resultados obtenidos para el Control 1 y/6 Control 2 no estan dentro
del rango especificado en la etiqueta del vial, los resultados obtenidos no
podran ser utilizados a no ser que se pueda dar una explicacién
convincente de dicha discrepancia

- Si es conveniente, - cada laboratorio puede utilizar sus propios pools de
controles, lo cuales se guardan en alicuotas congeladas.

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

XV. INTERVALOS DE REFERENCIA

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

Suero N <X>*SD CcVv Suero N <X>+SD cv
(pg/ml) (%) (pg/ml) (%)
A 20 80+6,4 8,0 A 23 79+11 13,9
B 20 141+79 5,6 B 23 249 + 26 10,4
C 20 249 + 11,7 4,7
SD : Desviacion Estandar; CV: Coeficiente de Variacién
D.  Exactitud )
TEST DILUCION
Dilucion Concent. Concent. Recuperado
Tedrica Medida (%)
(pg/ml) (pg/ml)
(il 1400,3 1387,3 100
1/2 700,2 659,0 96
1/4 350,1 358,0 106
1/8 175,1 158,0 98
1/16 87,5 64,9 89
1/32 43,8 29,3 97
1/64 21,9 11,9 114




4. METHARR. (1987)

Rango de Subcellular concentrations of estrone, estradiol, androstenedione and
concentracion (2.5 | Concentracién ’ 17—[}_—hydr0xysteroid (_jehydrogenose (1YBQH—SOH) Activity in
a297.5% promedio Numero malignant and non malignant human breast tissues.
percentiles) (pg/ml) de sujetos Int. J. Cancer 40, 305-308
(pg/ml)
5. PELLICER A. et al (1987)
Hombres Normales 8-66 27 36 Outcome of in vitro fertilization in women with low response to
ovarian stimulation.
Mujeres Normales Fertil. and Steril. 47, 5, 812-815.
. Fase folicular 35-147 69 49 6. SELBY et al (1986)
(dia—10 a 3) Dose dependent response of symptoms, pituitary, and bone to
. Fase pre ovulatoria transferma oestrogen in postmenopausal women.
(dia-1 & 0) 70-490 135 13 Br.Med. 293, 1337-1339.
. Fase lutea
(dia 3 a 10) 43-217 105 35 7. WRONSLY H. etal (1987)
- Pregnancy rate in relation to number of cleaved eggs replaced after in
_Post menopausica 19-49 31 39 vitro fertilization in stimulated cycles monitored by serum levels of

estradiol and progesterone as sole index.
Hum. Reprod. 4, 325-328.

XVI. PRECAUCIONES Y ADVERTENCIAS

Sequridad XVIIL. RESUMEN DEL PROTOCOLO

Para uso solo en diagndstico in vitro.

Este kit contiene 1*® (vida media : 60 dias) emisor de rayos X (28 keV) y de rayos

v (35.5 keV) ionizantes. CUENTAS | CALIBRADORES

Este producto radiactivo solo puede ser manejado y utilizado por personas TOTALES ) MUESTRA(S)
autorizadas; la compra, almacenaje, uso y cambio de productos radiactivos estan () CONTROL(S)
sujetos a la legislacion del pais del usuario. En ningln caso el producto deberd ser (D
suministrado a humanos y animales.

Todo el manejo de producto radiactivo se hara en un area sefializada, diferente de Calibradores (0 al 6) - 50 -

la de paso regular. Debera de utilizarse un libro de registros de productos Muestras, controles - - 50
radiactivos utilizados. El material de laboratorio, vidrio que podria estar Trazador 500 500 500

contaminado radiactivamente deberd de descontaminarse para evitar la

contaminacion con otros isétopos. Incubacion 3 horas a 37°C en bario de agua
Cualquier derramamiento radiactivo debera ser limpiado de inmediato de acuerdo

con los procedimientos de seguridad. Los desperdicios radiactivos deberan ser Separacion i )

almacenados de acuerdo con las regulaciones y normativas vigentes de la Solucin de lavado de ng'fﬁf

legislacion a la cual pertenezca el laboratorio. El ajustarse a las normas basicas de trabajo ’

seguridad radiolégica facilita una proteccion adecuada. Separacion aspirar cuidadosamente

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-1'y 2. No se conoce ningtn método que asegure que los derivados de la Contaje
sangre humana no transmitan hepatitis, SIDA u otras infecciones. Por lo tanto el
manejo de los reactivos y muestras se harad 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 considerados como potencialmente infecciosos.

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

No fumar, beber, comer 6 utilizar cosméticos en el area de trabajo. No pipetear
con la boca. Utilizar ropa de proteccion y guantes.

Contar los tubos durante 60 segundos
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Awpdaote 0AOKANPO TO TPOTOKOALO TPV ATO TN YP1IOMN.

XPHXH I'lA THN OIIOIA TIPOOPIZETAI

Pod100voconposdoptopdg yo v in vitro mocotikn pétpnon s avlpomivng owotpadioing (E2) oe

0po.

T'ENIKEXY [INHPO®OPIEX
Epmopwcn ovopacia:  Kit E2-RIA-CT g DIAsource
ApOpog kotoroyov: KIP0629: 96 mpocdiopiopol

Koataokevaletor omo Tqv:  DIAsource ImmunoAssays S.A.
Rue du Bosquet, 2, B-1348 Louvain-la-Neuve, Belgium.

INa teyvikn Pondsia 1] TANpo@opieg GYETIKA PE TAPAYYELES EMIKOIVAOVI|OTE GTA:
Tni.: +32 (0)10 84.99.11 ®ag: +32 (0)10 84.99.91

KAINIKO YIIOBAO®PO

Buoroywn) dpaon

H 17-B-owotpadiodn (E2) eivar o C-18 otepoetdng opudvn (poploxd Bépoc 272.4 Da), ) onolo mopdyeton
Kupilmg amd TG woBNKEG Kot TOV TAAKOVVTA KOl € UIKPES TOGOTNTEG OO T EMVEPPidia kot Tovg Opyels. H
010TpadIOA givan og wooppomia e TNV 016TPOVN, N omola propel va petatpanel oe 016TPLOAN 0o TO NP
KOl TOV TAOKOUVTOL.

Khvikéc g@appoyég

Onog woydet ko yio. tnv LH-FSH-poyeostepdvn, n pétpnon g ovykEvipmong g otoTpadidoAng 6Tov opo,
10 mePLTovaikd vypd Kot T0 wofvlakikd vVYPO amotedel €vo onuaviikd Proynuikd epydAgio yo T
Siepedvnon g yovudmntag, Oykov kot cefovolkdv  voowov kol Statapoydv  Tov  G&ova
VIOOGAALOG/VTOPVOT/YOVADES, Yot TOPAOELYLLOL:

o aviyvevon g edong mobviakioppnéiogc.

T éleyyo g amotelecpaTIKOTNTAS TG EMAY®YNG TNG woppn&lag (pe vtépnyo) kot o eninedo g E2 oto
®0OVAOKIKO VYPO KAVEL SLVOTA TNV AVIXVELGT TNG PLGLOAOYIKNG 1| SLVGAELTOVPYIKNG EMAY®YNG woppn&iog
(to oHvdpopo Tov Kevoy mobviakiov propel vo VITOINADVEL SUGAELITOVPYIKY ETOYOYN ®OpPNEINS).

T Sudryvoon tov cuvdpdpov Tov wyptvorompévon avev pnéewmg mobviaxiov (LUF) (pe tov vroroyiopod
TV emmESOV G 17 B-010Tpadioing Kot TG TPOYESTEPOVIG GTO TEPLTOVAIKS VYPO).

Qc Bondnua ot didyvoon 6ykov tov paotod (ta oAkd ototpoyova - EL-E2 - ko 1 dpactucomrta g 17 B-
VOPo&LEGTEPOEIBONG deDOPOYOVACNS Eival KATA TOAD VYNAITEPO GE 1GTOVG TOV HOGTOV [E KakonOgw omd
071 € 16T00G Y®PIig Kakoneta).

Me ta enineda tov LH-FSH kot E2, eivor dvvotdv va vroyiootei koveig to covdpopo Stein Cohen-
Leventhal.

Al Tedia diepedvnong eivat: TpdmPN adPEVAPYN, YOVOLKOLOOTIO KOt TEPLOS0G EULUNVOTAVGTG.



Iv.

BAXIKEY APXEX THX MEOOAOY

M ctafepf] TocodTnTa GTEPOEd0Dg onpacpivoy pe Xl aviayovidetor pe to
otepoeldég mov Ba petpndel, To omoio vmdpyel oo deiypa | oto Podpovount,
Yoo otabepr] TocOTTO OECEOV OVTICOUATOV TOV EVOL OKIVITOTOUHEVD GTO

Tofyopo  evOg  GOANVOPIOL  TOALGTLPEVIOV.

Aev  omouteiton  ekyvlon M

APOUOTOYPAQic AOY® TG VYNANG E0IKOTNTOS TOV ETCTPOUEVAV OVTICOUATMV.
Metd omd enmaon dibpkelog 3 opdv otovg 37° C, n avtidpacn aviaymviGHov
teppotiCeton pe Eva Prpa avappoonons. To coinvipia katoémy miévoviol pe 3
ml dwAdpoatog mAvong Kot avappo@ovvtat. Tlapiotdvetar ypapikd pio KopmdAn
Bobpovounong kot mpocdopilovar ot cuykevipaocelg g E2 tov derypdrov pe
aVay®YN GLUYKEVTPOGEMV 00 TNV KopmOAn fabuovopunong.

V.

V1.

ITAPEXOMENA ANTIAPAXTHPIA

Avtidpactipro Kt 96 AvacioToo)
TPOGOI0
propav
SOMVEPL ETGTPOUEVE 2x48 | "Etowo ywo xprion
pe avtt E2
125 1 MocoTiki} peTagpopd
| Ag : | cOoNe | @uoAidio | Tov StwAvpaTOg
1ml abavoing oto
IXNHOETHE: E2 onpoopévn pe | 142kBq | pvOuiotiko Sidivpo tov
2%1wdivn  (tbmov  HPLC)  og yvnoém
Stdivpa abavoing
| TRACER | BUF | 1 "Etowpo yio xpnon
PLoAido
53 ml
Puboticd ddhopo yvn0étn pe
Bogra Lehativn ko alidio (<0,1%)
CAL n 1 "Etowpo yio xpion
- i PLoAid10
Mndevikog  Pobpovountis  oe 0,5ml

avBpdmvo opd kot alidio (<0,5%)

CAL “ 6 "Etowpo yuo xpnion
QUIAISIOL
Babpovountég E2 N = 1 éwg 6 0,5 ml
(deite T axpPeic Tpég oTIG
eTKéTeg  TOV  QAdimv)  of
avOpodmvo opd kot alidio (<0,5%)
1 Apardete 70 X pe
‘ WASH ‘ SOLN I CONC ‘ Qukidlo | omectaypévo vepd
10 ml (XpNoYomoMmoTE
Awhopa nhdong (TRIS-HCI) LOYVNTIKO avodeLTApa).
DIL | SPE | 1 "Etowpo i xpiion
Qrarido
Apauotikd derypdrov: opog | 2,5ml
avBpdrov kot alidio (<0,1%)
2 MpocOéore 0.5 ml
| CONTROL | N | QUASIOL | OmESTUYHEVOD VEPOL
Avogiro-
Opoi eréyyov -N=17n2 mowm-
og avOpdnvo Thdopa Kot BupoAn Hévo

ANAAQXIMA I10Y AEN IIAPEXONTAI

Ta axdrlovBo VA omattodvTol 0ALE deV TAPEYOVTOL GTO KIT:

[\

O N OA W

VII.

Ameotaypévo vepd

Mnéteg yoo dwavopn: 50 pl xor 500 pl (cvvietdroar M yprion mumeTdv
axpiPeiog pe avoddGo TAACTIKA pOYYN)

Avapeiktng otpofiiicpon

MoyvnTikdg ovadeutnpog

Ydatérovtpo otovg 37° C

Avtopat ovpryya tev 5 ml (tomov Cornwall) yio mAdon

2ot avappoenong (TpoatpeTicd)

Mmopet va ypnoylomowmndel omolocdnmote peTpPNTG ¥ okTvoPoriog e
duvardtnro, pétpnong e 1 (eddyo amddoon 70%).

ITAPAYXKEYH ANTIAPAXTHPIOY

IywBémg: Metagépete mocoTikd t0 Stdivpa abovoing 6to pubcTicd
SéAvpo Tov yynBE Kot avapeiste.

Opoi ghéyyov: Avacvotiote tovg opovg ehéyyov pe 0.5 ml amectoypévov
vePO.

VIII.

=

Awlope whdong epyociag: Ilpoestoudote emapkn OyKo  SOAOUOTOS
mAdoNg epyaciog pe Tpootikn 69 oykwv anestaypévov vepov oe 1 dyko
SraAvpatog Thvong (70x). XpnoOmomoTE HOYVITIKO avadeuTipa Yiol TV
opoyevomoinom. Amoppiyte TO U XPNOILOTOMUEVO StdAvpa TAVGNG
epyaciog oTo TEAOG TG NUEPAS.

DPYAAEH KAl HUEPOMHNIA AHEHY TQN ANTIAPAXTHPIQN

Ilpwv amd to Gvorypa 1 TNV OvaGVOTOCT, OAO TG GUOTOTIKG TOV KIT
mapapévouy otafepd £mg TV nuepounvio AENG, n omoia avaypaeeTaL
otV gTikéta, epocoV dratnpodviat oe Heppokpacio 2 £mog 8° C.

Metd v avacvotacn, ot opoi gléyyov mapapévovy otabepol yo pio
efdopdda oe Beppokpacio 2 €mg 8° C. T peyolvtepeg meptdSovg
@VAoENG, Tpémet va oyxnpatilovion Khdopata/d06elg mag xpnong Kot vo
Swmpovvtar otovg —20° C yio 3 pufiveg 10 péyoto. Amogevyete ™
Sradoy ik KaTéywvén Kot amdyvén.

Dpéoko, mopackevoouévo StdAivpa TAVvong epyoaciog 0o mpémer va
yxpnoomoteitat Ty i nuEPQ.

Metd Vv apainon, 0 yvnbétng mapapével otabepds £mg TNV Nuepounvia
MENG, epdoov dotnpeitar 6T0 apykd, epUNTIKA KAEWGTO @loAid0 e
Beppokpacio 2 éwg 8° C.

Toxdv peTOPOAEG TG PUOIKNG EUPAVIONG TV OVTIOPACTNPIOV TOV KIT
gvdéyeton va LodNA@VOLY acTddeia | aAloimon.

2YAAOIH KAI IIPOETOIMAXIA AEITMATQN

Ta detypoto 0pov TpENEL va puAdocovtal o€ Oeppokpacio 2-8° C.

Edv n g&étaon dev mpayporomomdel eviog 24 mpdv, cuviotdror 1 OAMEN
og KMaopata/d0ceLs pog xpnong otovg -20° C.

Amopelyete T Sradoykn KaTdywvén Kot amdyuén.

Apaioon Seypdtov VYNNG GLYKEVIPMONG: TO TOPEXOUEVO OPOLOTIKO
MEPEYEL LIKPT] TOGOTNTO OLGTPASIOANG Kot TpEmet var eEeTaleTal yuo vo
TPOGSOPLETEL OVTN 1 CLYKEVIP®OT. AVTN 1| TN TTPETEL Vo, aparpedel amd
™ OULYKEVIPOOT TOV JEYUATOV TPV amd TOV TOAANTAOGLOCUO TOV
OTMOTEAEGUATOV L€ TOV GUVTEAESTY] OPAI®ONG.

AIAAIKAXTA

ZNUELDGELS GYETIKA IE TO YEIPIGPO

Mn XpNOWOTOIEITE TO KIT 1) TO CLOTUTIKA HETA TNV nuepounvio AMEnG.
Mnv avoperyvoete DAKG and Stapopetikés maptideg kit. Oépete Ol TaL
avtdpaoctiplo o€ Heppokpacio dopatiov Tpwv and ™ xpron.

Avapeiéte kohd Ola o aviidpootipir Kot To defypoto pe  omoAn
avokivinon 1 avadevon.

Xpnoomoteite Eva KaBopd avVOAOOYO PUYYOG TUTETAS Y10l TV TPOSH KN
KGOe  SopopeTikod avTISPACTNPIOL Kot SELYUOTOG TPOKEWEVOL Vo
OTOPVYETE TNV EMUOALVVOT).

H oxpifewr Peltidoveron pe ypion mmetd@v LYnAng okpifsag M
OVTOULOTOTOMUEVOL  €EOMAIGHOV  dlovopung pe mméteg. Trnpeite tovg
APOVOLG ETDACTC.

ITpoetoydote poe KopmoAn Pobpovounong ywo kébe avéivon kot pn
¥xPNoLomoteite dedopéva amd TPONYOOUEVES OVOADGELS.

Awdikacio
ENUAVETE EMOTPOUEVO COANVAPLO €1G StThoVV Yo KGOe Babpovountr, opd
eléyyov kar Sefypo. T Tov Tpocdlopiopd tov Hetpioeny tov yvndém 120l
("total"), onuévete 2 KOwa (UN ETCTPOUEVE) COANVAPLOL.
Avopeire ywoo Alyo (ue ovopeiktn  otpoPfihicpod  tOmOv  vortex)
Babpovountés, opodg eréyyov kor detypoto kou Swaveipete 50 pl omd
£K0GTO GE AVTIOTOO COANVAPLOL.
Awveipete 500 pl E2 onuacuévng pe Pl oe xdbe colnvépo,
GUUTEPILAUPAVOVTOS TO W1 EMOTPOUEVO GOANVAPLO TOV OPOPOLV TIG
petproelc Tov YN0 21 (“"total™) .
Avoxwnote anold pe to x€pt ™ Pdon ompiEng Tov coAnvapiov Yo vo
ameAeLOEPDOETE TVYOV TAYOEVUEVES PLCAADES BEPQL.
Enodote yo 3 dpeg otovg 37° C og Aovtpd vepoD.
Avoppoenote (1 petayyiote) To mepexOpevo kabs cwAnvapiov (pe
efoipeon exeiva mov opopovV TIC pETpRoElg Tov tyvnbéty 21 ["total"]).
BeBowwbeite 011 10 TAAGTIKO pOYYXOG TOV avappoenTh @OAVEL 6TOV TLOUEV
TOV EMOTPOUEVOV COANVOPIOL TPOKEWEVOD VoL apatpedel OAn M TocdT™TOL
TOL VYPOL.
IM\dvete ta coinvapa pe 3 ml dtoddpotog mAvong epyaciog (pe e€aipeon
ekeiva mov opopodv T petpioelg tov ryvn@étn Pl ["total"]) ko
avoppopnote (| petayylote). AmOQUYETE TO GYNUATIGHO A@POV KOTO TN
Sudipketa TG TPosHNKng Tov StoAvHOTOC TADONG EpYOsiag.
Aopfiote T coAnvaploe vo otafodv oe Opb Béon Yy dvo Aemtd Kon
AVOPPOPTGTE TN GTOYOVO VYPOV TOV UTOUEVEL.
Metpnote 0 GOANVAPLO G€ PETPNTY ¥ aKTvoPoliog yia 60 devtepdienta.



XI.

N =

XIL

YIIOAOT'IEMOZX TN AIIOTEAEXMATQN

Ymoloyiote T péon T TOV SITADV TPOGIOPIGUMY.

Ymoloyiote T SEOUEVUEVN PASIEVEPYELD MG TOGOGTO TG SEGUEVONG TTOV
npocdopiletar oto onueio undevikov Pabpovounty (0) copeova pe tov
axorovBo THmo:

B/BO(%) = Kpovoeig (BBabpovoptnig 1 detypo)

x100
Kpovoeg (MMndevikdBadovopunt ne)

Me yprion npkoyaplOpkod YopTiov YPOEHHOTOS 1| XOPTIOD YPOQNHOTOG
logit-log 3 kVokAwv, mapactiote ypoeud tig Tipég (B/BO(%)) oo kdbe
onueio Pabuovount og cvvaptnon g ovykévipmons g E2 yio kdbe
onpeio fabpovopntn. Amopplyte TIG EUEAVEIS U OMOSEKTEG TIHES.

To v kotaokevy g kopumoing Pabuovounong eivar dvvotd va
yxpnoponomBovv erxiong pébodor pe ™ Porbeta nhektpovikod vroroyiom).
Edav ypnowomnoteitar avtopotn enefepyocio. amnoTEAESUATOV, GUVIGTOTOL
TPOGUPLOYN KAUTOANG AOYIGTIKNG GUVAPTNONG 4 TOPOUUETPOV.

Me avayoyn tov TV tov dstypdtov (B/BO (%)), mpocdiopicte Tig
ovykevipoeoelg E2 tov detypdtov and tny kapmdin fabuovounonc.

T kdBe mpoodopiond, mPEmeL Vo ELEYXETAL TO TOGOGTO TOV GUVOALKOV
yvnBétn Tov deopedeTan gv T amovoia pn onpacuévng E2 (BO/T).

TYIIIKA AEAOMENA

Ta akorovba dedopéva mpoopifovial HOVO ®C TOPASEYUO KOl OV TPEMEL VoL
¥PNOOTO0VVTOL TOTE vl TG KOUTuAng Babpovounong mpaypatikod ypovou.

T. Axpipera
AKPIBEIA I'TA TON IAIO AKPIBEIA METAZY
IMTPOZAIOPIEMO AIA®OPETIKON
TTPOZAIOPIZEMOQN
Opég | N | <X>+T.A. | Z.A. Opég | N <X>=T.A. T.A.
(pg/ml) (%) (pg/ml) (%)
A 20 80+6,4 8,0 A 23 79+11 13,9
B 20 141+79 5,6 B 23 249 + 26 10,4
C 20 249 + 117 4,7
T.A.: Tomuh amdrhion, .A.: Zovteleo T SLOKOILOVETG
A. OpBétTa
AOKIMAZXIA APAIQYHYE
Apaioon OcopnTiKi Metpovpevy AvoxtnOgica
GUYKEVTPOOT) GUYKEVTPOGT) (%)
(pg/ml) (pg/ml)
11 1400,3 1387,3 100
1/2 700,2 659,0 96
1/4 350,1 358,0 106
1/8 175,1 158,0 98
1/16 87,5 64,9 89
1/32 43,8 29,3 97
1/64 21,9 11,9 114

To deiypo apoddnKe pe o mopexopevo apouiotikd. H evdoyeviig 016Tpadiodn 6o
apatoTikd NTav 13 pg/ml kot ovt) 1 T apopétnke omd T GLYKEVIPOGT TOL
SelylloTog TPV amd TV EQAPLOYT| TOV GUVTEAEGTH APOIOCTC.

Metpnpévn Kot Oe@pnTIKEG GUYKEVTPOGEL NTAV GLUVETNG:
Y (uetpodpevn) = 0,99X (Oswpnriky) — 0 ; R? = 0,999

E2-RIA-CT cpm B/Bo (%)
Kpovoeig tov yymbém 21 (“total™) 69089
Bofpovountig 0 pg/ml 29372 100,0
9 pg/ml 25237 85,9
27 pg/ml 21374 72,7
92 pg/ml 15669 53,4
430 pg/ml 8527 29,0
2200 pg/ml 2607 8,9
3900 pg/ml 1676 57
X1, AITOAOZXH KAI ITIEPIOPIXMOI
A ‘Opro aviyvevong
Metpribnkav Eikoot dvo Pobpovountés pali pe éva odvoro GAAwV
Babuovountdv.
To Opro aviyvevong, opwlopeEVO ®C 1 QOLVOUEVIKY GLYKEVIP®ON 600
TUTKOV  OmOKACE®V KAT® Oomd TG HECEC WUETPNOE OE UNOEVIKN
déopevon, firav 2,7 pg/ml.
B. Ewwkoémra

To m0c00T6 SracTavpodievng avtidpacng, mov vroAoyiletar pe cvYKplon ™G

AOKIMAZIA ANAKTHXHX
Agiypa Ipoctedeica BOzopnTikn Metpodpevn AvoktnOgica
E2 E2 E2 (%)
(pg/ml) (pg/ml) (pg/ml)
1 0 12,8 12,8 NA
4,5 17,3 18,3 106
135 26,3 22,3 85
46,0 58,8 54,4 93
215 227,8 207 91
1100 1112,8 1104 99
1950 1962,8 2259 115

Metpnpévn Ko Be@pnTikég GUYKEVTIPAOGELS NTAV GLUVETNG:
- Actypo 1Y (uetpodpevn) = 1,11X (Oewpntucry) + 0 ; R? = 0,999

ZUVTEAEOTNG LETOTPOTNG:

ovykévipoong mov anodidel avaotorn 50%, eivor avtictoya: A6 ng/ml o nmol/l: x 3,68
And nmol/l oe ng/ml: x 0,272
"Evoon AwoTavpodpevy avtidpacn Ov ovykevipdoelg tov Pabpovopntdv mpocdwpiloviar pe ™ pébodo
(%) avapopbg ID-GC/MS.
Ootpovn 1,0
OwtpLoin 0,6 E. MeoodrdotTnpo petald g Swavopnig televtaiov Pabpovountiy kon
ABvvvrototpadioin 0,2 deiyparog
Ipoyeotepovn <0,0002
imw(mpovn, <0001 Onog @oivetar oTn GUVEXEW, TO OTOTEAEGUATO TOV TPOGOLOPIGHOD
VdpooTeEVOSIOVN <0,001 i , . i , , . ,
DHEA-0st1x6 <0.0002 mopapévouy aomiota okopo Kot 0tav Swavépeton éva detypa 40 Aemtd
17-yAvkovpovidiky 016TPaSIOAN <0,2 peTd TV mpocbin tov Pabpovopn oTa EMCTPOUEVE COANVEPLAL.
Koptiloin <0,001
Equilin <0,1 MEZOAIAXTHMA
17-Borepraviki 016TpadIOAN <0,1
Nopyeotpéin <0,0004 Opog o' 10 20" 30 40
Av3pocTevdlohn 0,001 (pg/ml)
C1 63 58 79 69 75
C2 217 229 274 235 237

XIV. EXQTEPIKOX ITIOIOTIKOX EAEIX0X

Edv to amotehéopata mov Aappavovtat yi Tov opd gréyyov 1 fi/kar tov
0po eréyyov 2 de Bpickovtar eviodg Tov mediov Tiumv mov kabopiletor otnv
ETIKETO. TOL  QloAdiov, To  omoteAécpato dgv  givor  duvatd  va




xpnoomombovy, ektdg ebv €xel dobel ucavomomtikny e&nynon y v
AoLUPOViaL.

- Edqv eivon embBopnto, kdbe epyaoctiplo pumopei vo dnpovpynoet ta Sikd
0V peiypoto derypdtav eléyyov (pools), ta onoia Tpémet va Stoatnpovviot
KOTEYVYHEVO € KAAGHOTO/OOGELS [0S YPNONG.

- Ta kprTiplo amodoyng yio T S10popd HETAED TV SUTAMV AmOTEAEGUATOV
tov deypdtov Oo mpémer vo Pacilovioar ce opBég epyacTnprokég
TPOKTIKEG.

TIMEX ANADOPAX

Ot tipég avtég mapéyovrar poévov wg odnyos. Kabe epyaotiplo Ba mpénet va
KoOEPDGEL TO J1KO TOV TTEDIO PLGIOAOYIKAV TIUMV.

IIedio Tipdv

cnykév‘rpfx)m]f; ApiOpoc
(nocoow' eni Avdpecog At
T01G €KOTO 2,5 (pg/ml) w
€06 97,5%)
(pg/ml)
Dvo10loY KoL Gvopseg 8 - 66 27 36
DoooroyIKéS yovaikeg
. QoBvlaxikn @aon 35.147 69 49

(muépa —10 éwg —3)

. Hpowoppn&raxn )
Déon (uépa—1 & 0) 70 - 490 135 13

. Qypwikn edon

(nuépa 3 £oc 10) 43-217 105 35

. Metepunvomavoiorég 19-49 31 39

XVI. IIPODPYAAZEIX KAI IIPOEIAOIIOIHXEIY

Acpaleiag

Movo 1o SloyvooTtikn yprion in vitro.

To kit avtd mepiéyet 1o 2 I (Xpdvog nuleng: 60 nuépec), wo padievepyn ovsia
n onoia exméunel wviCovoo aktvoPforio X (28 keV) kar y (35.5 keV).

Avtd 10 podievepyd mpoidv givar duvatd vo petapepbel kot va ypnotpomomdel
povo amd eovolodotnuéve dropo. H ayopd, ovlaln, yprion kot avtoAloyn
POSIEVEPYDV TPOTOVI®V VLWOKEWTOL OTN VOHoBesion ™G YMpOg TOv TEAKOV
xpnotn. Ze kapio tepintmon dev npénel va xopnyeitot 1o Tpoidv og avBp®OTOVG 1
Cwa.

Ohog 0 yepopds oV podievepyod VAKOV Bo mpémert vo  ekteleitar og
KaOOPIGUEVO YDPO, HOKPLE Omd YDPOVS TOKTIKNG OEAEVONS. XTO €PYOOTIPLO
TPEMEL VL LT PELTOL NUEPOAOYLO Yl TNV TAPOANSY Kot TN GOAUEN padievepydv
viucov. E&omhonog kot yvdivo okevn tov epyoctnpiov, Ta onoia Oa propovcov
va pohvvBolv pe padievepyés ovoies, Ba mpémel va puAdocovtal o EExmPLoTod
DO Yo TV TPOAYN EMUOAVVONG TOV SL0POPOV PASIOIGOTOTOV.

Toyov dlappoig padievepymv vYpmV Tpénet va kabapilovtar auécms GOUEOV 1
TG dwadkaoieg acpdrelog amd padievépyela. Ta padievepyd anofinta mpémet va
AmOPPINTOVIOL GUUPMVO HE TOVG TOTKOVG KOVOVIGHOVG KOl TIG KATELOLVTIPLEG
odnyieg TV apydv mov €yovv dwkarodocio oto epyacthplo. H mpnon tov
Bacikdv Kavovev acOILELNG OTO PASIEVEPYELN TAPEYEL ETOPKT| TPOCTAGIN.

Ta cvototicd ovOpdTvov aipoTog Tov TEPLaBAvovTal 6TO KIT avtd £(oVV
eheyyOei e peboddovg eykekppéves otnv Evpomn f/kor and tov FDA kot €xet
Sumotodel 6t givar apvnTikd og mpog v napovsio HBSAQ, avti-HCV, avri-
HIV-1 xar 2. Kapio yveoory pébodog dev eivar dvvatd va mapéyel mAnpnm
Sraopdlion 0Tt Tapdywya Tov avOpOTVOL aipatog de Oo petaddcoovy nratitda,
AIDS 7 dAdeg Aopméec. Emopévag, o yepiopds avtdpaoctmpiov, derypdtov
0po?¥ 1 TAACUOTOG Oar TPEMEL VO YIVETOL GOUPMOVE [E TIS TOTIKEG Sladikacieg mept
ACQAAELOG.

Oha 1o {okd Tpoidvta kot Tapdymya Exovv cvAleyBel and vy {oda. Ta Bosia
GLGTOTIKG TPOEpYovTaL amd XMpeg Omov dev £xet avapepBei BSE. Tlap' OA' avtd,
ovotoTikd mov mepEyovv Lmkég ovoieg Oa mpémer va oviyetonilovior ©g
SVVNTIKOG LOAVCHOTIKA.

Amo@edyete  omOWONTOTE  EMOPY  TOL  OEPUOTOG  HE  OVTIOpUOTIPLY
(ypnowpomoteitoar alido Tov vatpiov g cvvinpntikd). To alido oto KT CWTO
evdéyxeTal va avTdpaoet pe LOALPSO Kol YOAKO TV VIPOVAIKOY COANVACEDV Kot
vo. oynuatiost pe tov Tpdmo owtd Wioitepa expnitikd alidwr petddiov. Kotd m
Sdpkelo Tov Ppatog TAOONG, EKTADVETE TNV OTOYETEVST| HE UEYOAN TOGOTNTO
VEPOU, Y10 TNV TPOANYN TVYOV GLGGOPELONG aldiov.

Mnv komvilete, unv mivete, unv TpAOTE KoL U1 XPNOWomoeite KoAvVTiKd 6to
Kdpo epyociag. Mnv Savépete [e TETO YPNGLUOTOLOVTIAS TO OTOMO GOG.
XPNGOTOLEITE TPOCTATEVTIKO POVYIGHO Kot YEVTIO piag XPoNS.
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XVIII. IIEPIAHYH TOY ITPQ2TOKOAAOY
OAIKEX BA®GMONO AEIT'MA(TA)
KPOYZEIE MHTEX 0OPOIL
| EAEIrX0OyY
n
nl nl

Bobpovountég (0-6) - 50 -
Aeiypato, opoi eréyyov - - 50
TywnOémng 500 500 500
Encdoon 3 dpeg otovg 37° C 68 Lovtpd vepoD
Awoyopiopog - avoppdenon
Awhopa Thdong 3,0ml
gpyociog TPOGEKTIKY avappoenomn
Awoyopiopog
Métpnon Métpnon coinvapiov eni 60 devtepdrenta
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Przed zastosowaniem nalezy przeczytac caly protokél.

E2-RIA-CT

PRZEZNACZENIE

Oznaczenie radioimmunologiczne do ilo$ciowego pomiaru in vitro ludzkiego Estradiol (E2) w ludzkiej

surowicy.
Il.  INFORMACJE OGOLNE
A. Nazwa firmowa: DIAsource E2-RIA-CT
B.  Numer katalogowy: KIP0629 : 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 zamowien:
Tel: +32 (0)10 84.99.11 Fax: +32 (0)10 84.99.91
I1l. INFORMACJE KLINICZNE
A.  Aktywno$¢ biologiczna
17-beta-estradiol (E2) jest 18-weglowym hormonem sterydowym (masa czgsteczkowa 272,4 Da) wytwarzanym
glownie przez jajnik i lozysko, oraz w niewielkich ilo$ciach w nadnerczach i jadrach. Estradiol znajduje si¢
w rownowadze z estronem, ktory moze by¢ przeksztatcany do estriolu w watrobie i tozysku.
B.  Zastosowania kliniczne

Podobnie jak LH, FSH i progesteron, pomiar st¢zenia estradiolu w surowicy, plynie otrzewnowym i plynie
owodniowym jest podstawowym narzedziem biochemicznym w diagnostyce nieptodno$ci, chordob nowotworowych
i seksualnych i zaburzen osi podwzgorzowo-przysadkowo-gonadalnej, na przyktad:

Wykrywanie fazy folikularnej;

Kontrola skuteczno$ci indukcji owulacji (za pomoca badania ultradzwickowego) oraz poziomu E2 w ptynie
owodniowym, co pozwala ma wykrywanie prawidlowej lub nieprawidlowej indukcji owulacji (zespdt pustego
pecherzyka moze odzwierciedla¢ indukcje nieprawidtowej owulacji);

Rozpoznawanie zespotu luteinowanego, niepgknietego pecherzyka (luteinized unruptured follicle (LUF)) (poprzez
oceng poziomow 17-beta-estradiolu i progesteronu w ptynie otrzewnowym);

Pomoc w rozpoznawaniu guzéw sutka (poziomy estrogendéw catkowitych - E1-E2 - oraz aktywno$¢ dehydrogenazy
17-beta-hydroksysterydowej sa znaczaco wyzsze w ztosliwych niz nieztosliwych tkankach sutka);

Wraz z poziomami LH-FSH i E2, istnieje mozliwo$¢ utatwienia rozpoznania zespotu Stein’a-Cohen’a-Leventhal’a;
Innymi obszarami, ktérych dotyczy pomiar estradiolu sa: przedwczesne dojrzewanie plciowe, ginekomastia i okres
menopauzalny.



Iv.

ZAGADNIENIA DOTYCZACE METODY

W celu pomiaru substancji obecnej w probce lub w kalibratorze, odpowiednia
iloé¢ czasteczek steryd oznakowanych %I wspotzawodniczy z steryd o okreslong

ilo§¢ miejsc na przeciwciatach unieruchomionych na

$ciance probowki

polistyrenowej. Ze wzgledu na wysoka swoisto$¢ oplaszczonych przeciwciat nie
jest wymagane zastosowanie ani ekstrakcji, ani chromatografii. Po trzygodzinnej

inkubacji

w temperaturze 37°C, wykonanie aspiracji przerywa reakcje

kompetycyjna. Nastgpnie probowki sa plukane przy pomocy 3 ml roztworu
pluczacego i aspirowane. Wykreslana jest krzywa kalibracyjna a stezenia E2
w probkach sa okreslane na podstawie natozenia dawki na krzywa kalibracyjna.

V. ODCZYNNIKI DOSTARCZONE
Odczynniki Zestaw 96 Rekonstytucja
oznaczen
Probowki oplaszezone 2x48 Gotowe do zastosowania.
anty-E2
1 fiolka Przenies¢ ilosciowo
Ag 125 CONC 1ml roztwor etanolu do buforu
142 kBq | znacznikowego
ZNACZNIK 1ZOTOPOWY':
E2 oznakowany jodem'?> (poziom
HPLC) w roztworze etanolu
| | | 1 fiolka Gotowe do zastosowania
TRACER BUF
53 ml
Bufor znacznikowy z zZelatyna
bydlgca i azydkiem (<0.1%)
CAL n 1fiolka | Gotowe do zastosowania
0,5ml
Kalibrator zerowy w ludzkiej
surowicy z dodatkiem azydku
(<0,5%)
CAL “ 6 fiolek Gotowe do zastosowania
0,5ml
Kalibratory E2 N = od 1 do 6
(doktadne wartosci na etykietach
fiolek w  ludzkiej  surowicy
z dodatkiem azydku (<0,5%)
1 fiolka Rozcienczy¢ 70x woda
WASH CONC
SOLN 10 ml destylowang (wykorzysta¢
mieszadlo magnetyczne).
Roztwor ptuczacy (TRIS HCI)
| DIL | SPE | 1fiolka | Gotowe do zastosowania
2,5ml
Rozcienczalnik  probek: surowica
ludzka i azydek (<0,1%)
2 fiolki Dodaé¢ 0.5 ml wody
| CONTROL | N | material destylowanej
liofilizowa
Kontrole - N = od 1 do 2 ny
w ozocze ludzkiej z tymolem
VI. MATERIALY WYMAGANE, ALE NIEDOSTARCZONE
Ponizsze materialy s3 wymagane, ale nie sa dostarczone w zestawie:
1. Woda destylowana
2. Pipety do dozowania: 50 pl i 500 pl (zaleca si¢ korzystanie z doktadnych
pipet z jednorazowymi koncowkami plastikowymi)
3. Mieszadlo wirowe
4. Mieszadlo magnetyczne
5. Laznia wodna w 37°C
6.  Strzykawka automatyczna o objetosci 5 ml (rodzaj Cornwall) do ptukania
7. Uktad do aspiracji (opcjonalnie)
8.  Moze by¢ wykorzystywany jakikolwiek licznik gamma odpowiedni do
pomiaru *#I (minimalny uzysk 70%)
VII. PRZYGOTOWANIE ODCZYNNIKOW
A Znacznik : Przenie$¢ ilosciowo roztwor etanolu do buforu znacznikowego

i wymieszac.

VIII.

=

Kontrole: Kontrole nalezy rekonstytuowaé¢ przy pomocy 0.5 ml wody
destylowanej.

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

PRZECHOWYWANIE I DATA WAZNOSCI ODCZYNNIKOW

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

Po rekonstytucji, kontrole zachowuja trwalo$¢ przez 1 tydzien, pod
warunkiem przechowywania w temperaturze od 2 do 8°C. W razie
koniecznosci przechowywania przez dluzszy okres czasu, nalezy
przygotowaé niewielkie objetosci kontroli, co pozwala przechowywac je
w temperaturze -20 °C przez 3 miesigce. Unika¢ powtarzanych cykli
zamrazania-odmrazania

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

Po rozcieficzeniu, znacznik zachowuje stabilno$¢ do daty waznosci, jezeli
jest przechowywany w oryginalnej, dobrze zamknietej fiolce w
temperaturze od 2 do 8°C.

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

POBIERANIE I PRZYGOTOWANIE MATERIALU DO BADANIA

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

Jezeli oznaczenie nie jest wykonywane w ciagu 24 godzin, zaleca si¢
przechowywanie w niewielkich ilo$ciach w temperaturze - 20°C.

Unika¢ powtarzanych cykli zamrazania-odmrazania.

Rozcieficzenie probek o wysokim stezeniu: dostarczony rozcienczalnik
zawiera niewielka ilo$¢ estradiolu i nalezy go zbada¢ w celu okre$lenia
tego stezenia. Te warto$¢ nalezy odja¢ od stgzenia probek przed
pomnozeniem wynikow przez wspotczynnik rozcienczenia.

PROCEDURA

Uwagi dotyczace obstugi

Nie wolno wykorzystywac sktadnikow zestawu po uptynigciu podanej
daty waznosci.

Nie wolno miesza¢ materialtéw pochodzacych z réznych serii zestawow.
Przed wykorzystaniem wszystkie odczynniki powinny osiagnac
temperatur¢ pokojowa.

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

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

Przestrzegac¢ czasow inkubacji.

Przygotowaé krzywa kalibracyjna dla kazdego cyklu pomiarowego, nie
wolno wykorzystywa¢ danych z poprzednich oznaczen.

Procedura

Dla kazdego kalibratora, prébki i kontroli nalezy oznaczy¢ oplaszczone
probowki w badaniach podwdjnych. W celu okreslenia catkowitych zliczen
nalezy oznaczy¢ 2 standardowe probowki.

Szybko wymiesza¢ wirujac: kalibratory, probki i kontrole, i dozowaé po 50
ul kazdej substancji do odpowiednich probéwek.

Do kazdej probowki, w tym do probowek nieoptaszczonych do
catkowitego zliczania, doda¢ po 500 pl E2 oznakowanego jodem125.
Delikatnie potrzasna¢ statywem w celu uwolnienia uwigzionych
pecherzykow powietrza.

Inkubowac przez 3 godziny w temperaturze 37°C w tazni wodne;.
Aspirowac¢ (lub odla¢) zawarto$¢ kazdej proboéwki (z wyjatkiem proboéwek
do catkowitego zliczania). Aby usunaé¢ caly plyn nalezy upewnic sie, ze
plastykowa koncowka aspiratora osiagneta dno optaszczonej probowki.
Przeptuka¢ probowki przy pomocy 3 ml roboczego roztworu pluczacego
(z wyjatkiem proboéwek do catkowitego zliczania) i aspirowaé zawarto$¢
(lub odla¢ jg). W trakcie dodawania roboczego roztworu ptuczacego nalezy
unikaé¢ wytwarzania piany.

Pozostawi¢ probowki W pozycji stojacej do gory na dwie minuty
i aspirowac pozostate krople ptynu.

Zlicza¢ probowki w liczniku gamma przez 60 sekund.



XI.  OBLICZANIE WYNIKOW

[

Obliczy¢ $rednig oznaczen podwojnych.
2. Obliczy¢ zwiazang radioaktywno$¢ jako odsetek wigzania okreslonego
w zerowym punkcie kalibracji (0) zgodnie z ponizszym wzorem:

Liczba zliczeni (dla kalibratora lub probki)

B/BO(%)=— = -
Liczbazliczen (dla kalibratora zerowego)

x100

3. Na 3 arkuszach potlogarytmicznych lub papierze milimetrowym wykresli¢
wartos$ci (B/B0(%)) dla kazdego punktu kalibratora jako funkcje stezenia E2
kazdego punktu kalibratora. Odrzuci¢ oczywiste warto$ci 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 parametrowej.

5. Nakladajac wartosci (B/BO (%)) probki nalezy okresli¢ stgzenia E2
w prébkach z krzywej kalibracyjnej.

6. Dla kazdego oznaczenia nalezy sprawdzi¢ odsetek catkowitego zwigzanego
znacznika izotopowego przy braku nieoznakowanego E2 (BO/T).

XIl.  PRZYKEAD DANYCH TYPOWYCH

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

C. Precyzja
PRECYZJA W SERII PRECYZJA MIEDZY SERIAMI
Surowica | N <X>*SD cv Surowica N <X>=*SD CcVv
(pg/ml) (%) (pg/ml) (%)
A 20 80+6,4 8,0 A 23 79+11 13,9
B 20 141+7,9 5,6 B 23 249 + 26 10,4
C 20 | 249117 4,7

SD: Odchylenie standardowe; CV: Wspotczynnik zmienno$ci

D. Dokladno$¢

BADANIE ROZCIENCZENIA
Rozcienczenie Stez. teoretyczne Stez. mierzone Odzysk
(pg/ml) (pg/ml) (%)
171 1400,3 1387,3 100
12 700,2 659,0 96
1/4 350,1 358,0 106
1/8 175,1 158,0 98
1/16 87,5 64,9 89
1/32 43,8 29,3 97
1/64 21,9 11,9 114

E2-RIA-CT cpm B/Bo (%)
Zliczanie catkowite 69089
Kalibrator 0 pg/ml 29372 100,0
9 pg/ml 25237 85,9
27 pg/ml 21374 72,7
92 pg/ml 15669 53,4
430 pg/ml 8527 29,0
2200 pg/ml 2607 8,9
3900 pg/ml 1676 57

Probka zostala rozcienczona dostarczonym rozcienczalnikiem. —Stezenie
endogennego estradiolu w rozcienczalniku wynosito 13 pg/ml i warto$¢ te odjeto
od stezenia probki przed zastosowaniem wspotczynnika rozcienczenia.

Mierzone i teoretyczne stezenia byty zgodne:
Y (zmierzona) = 0,99X (teoretyczna) — 0 ; R? = 0,999

BADANIE ODZYSKU

XN, DZIALANIE I OGRANICZENIA

A Granica wykrywania

Dwadziescia dwa kalibratoréw zerowych oznaczano wraz z zestawem innych
kalibratorow.

Granica wykrywania, zdefiniowana jako odmienne stezenie dwoch odchylen
standardowych ponizej przecigtnej wartosci zliczania przy wigzaniu zerowym
ksztattowala sie na poziomie 2,7 pg/ml.

B. Swoistos¢

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

Zwiazek Reaktywno$¢ krzyzowa (%)

Estron 1,0
Estriol 0,6
Etynylestradiol 0,2
Progesteron <0,0002
Testosteron <0,001
Androstenodion <0,001
Siarczan DHEA <0,0002
Glukuronid 17-estradiolu <0,2
Kortyzol <0,001
Ekwilina <0,1
Walerian 17-estradiolu <0,1
Norgestrel <0,0004
Androstenodiol 0,001

Probka Dodano E2 Teoretyczne Mierzone E2 Odzysk
(pg/ml) E2 (pg/ml) (%)
(pg/ml)
1 0 12,8 12,8 NA
4,5 17,3 18,3 106
13,5 26,3 22,3 85
46,0 58,8 54,4 93
215 2278 207 91
1100 1112,8 1104 99
1950 1962,8 2259 115

Mierzone i teoretyczne stezenia byly zgodne:
- Prébka 1: Y (zmierzona) = 1,11X (teoretyczna) + 0 ; R? = 0,999

Wspobtczynnik konwersji:
Z ng/ml na nmol/l : x 3,68
Z nmol/l na ng/ml : x 0,272

Ste¢Zzenia kalibratoréw sg oznaczone za pomocg metody referencyjne ID-GC/MS

E. Opéznienie  pomiedzy  oznaczeniem  ostatniego  Kalibratora
i dozowaniem probki

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

momentu dodania kalibratora do optaszczonych probowek mingto 40 minut.

OPOZNIENIE
Surowica [0} 10° 20" 30° 40'
(pg/ml)
c1 63 58 79 69 75
c2 217 229 274 235 237

XIV. WEWNETRZNA KONTROLA JAKOSC|

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

- Jezeli to konieczne, kazde laboratorium moze wykona¢ wtlasne probki
zbiorcze w celach kontrolnych, ktore powinny byé zamrozone w matych
objetosciach.

- Dopuszczalne kryteria dotyczace roznicy pomigdzy wynikami oznaczen
podwaojnych prébek powinny by¢ zgodne z zasadami prawidlowej pracy w
laboratorium.




XV. ZAKRESY REFERENCYJNE

Wartosci sa przedstawione wylacznie w celach orientacyjnych, kazde
laboratorium powinno opracowaé whasne wartosci referencyjne.

Zakres stezenia .
(percentylach od Mediana Liczba
2,5% do 97,5%.) stezenie osobnikéw
(pg/ml) (pg/ml)
Zdrowi mezezyzni 8 - 66 27 36
Zdrowe kobiety
. Faza follikularna
(dzief cyklu od ~10 do—3) 35-147 69 a9
. Faza przedowulacyjna }
(dzief cyklu —1 i 0) 70-490 135 13
. Faza lutealna
(dzief od 3 do 10) 43-217 105 3
. Okres pomenopauzalny 19-49 31 39

XVI. SRODKI OSTROZNOSCI I OSTRZEZENIA

Bezpieczenstwo

Tylko do diagnostyki in vitro.

Zestaw zawiera '®| (Okres potowicznego rozpadu: 60 dni), emitujacy
promieniowanie jonizujace X (28 keV) i y (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
zwierzetom.

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 materiatdw
radioaktywnych. Wyposazenie laboratorium oraz szkto, ktére 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 ogoélnie 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 zawieraja one HbsAg, przeciwciat anty-HCV, anty-HIV-1 i 2. Zadna ze
znanych metod nie moze da¢ catkowitej pewnosci ze materiaty 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 bydlece pochodza z krajéw, 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 miedzia
i olowiem w ukladzie kanalizacyjnym tworzac zwiazki o wiasciwosciach
wybuchowych. W czasie plukania odprowadzany ptyn nalezy ptuka¢ duzymi
objetosciami wody, aby zapobiec kumulacji azydkow.

Nie wolno pali¢, spozywaé napojéw ani pokarmow, badz uzywaé kosmetykow w
miejscu pracy. Nie pipetowaé ustami. Zakltada¢ ubranie ochronne i r¢kawiczki
jednorazowe.
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XVIII. PODSUMOWANIE PROTOKOLU
CALKOWITA KALIBRATORY PROBKI
LICZBA KONTROLE
ZLICZEN

pl ul ul
Kalibratory (0 - 6) - 50 -
Probki, kontrole - - 50
Znacznik izotopowy 500 500 500
Inkubacja 3 godziny w temperaturze 37°C w tazni wodne;j
Rozdzielenie - Aspiracja
Roboczy roztwér - 3,0ml
pluczacy
Rozdzielenie - Aspiracja ostrozna
Zliczanie Zliczanie prob6éwek przez 60 sekund




IIpoueTeTe Heaus MPOTOKOJ NMpeIu ynoTpeda
E2-RIA-CT

|. YIIOTPEBA

HmyHOpaanoMeTpruueH Habop 3a KOJWYECTBCHH M3MepBaHus iN Vitro Ha wosemkn Ectpamnon (E2) B
CepyM.

Il. OFLA HH®OPMALIHA

A. IlaTteHToBaHO UMe: DIAsource E2-RIA-CT Kit

B. Karamnoxen Homep: KIP0629: 96 Tecra

C. IlpousBeneno ot: DIAsource ImmunoAssays S.A.

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

3a TexHH4YecKa IIOMOIIIl HJIN nopb'nca:
Ten: +32 (0)10 84.99.11  ®akc: +32 (0)10 84.99.91

1. KTHHHUHYEH ITIPETJIE]]

A. bBuonozuuna akmuenocm

17-6era ecrpanunon (E2) e C-18 crepouneH XopMoH (¢ MOJIEKYITHO Tersio 272.4 Da), mpou3BexAaH TIIaBHO OT
SHYHUIUTE U [UIAICHTAaTa, KAKTO U B MAJIKH KOJIMYECTBA OT HaA0hOpEUHHTE JKIIe3U U TecTucuTe. EcTpaanonst e B
paBHOBECHE C €CTPOHA, KOWTO MOXe Jia O'bjie peoOpa3yBaH B €CTPUOII B UepHHUsE Ap00 U IUIAl[CHTATA.

B. KauHMYHO npujoxenue
Kakro npu LH-FSH-nporectepona, H3MepBaHETO Ha KOHIICHTPAI[MHUTE HA €CTPAIUON B cepyMa, MepUTOHeaTHATa
TEYHOCT M (ONUKYIapHaTa TEYHOCT € OCHOBEH OMOXMMHYEH MHCTPYMEHT 3a H3CIeIBAaHETO Ha (PepTHIIHOCTTA,
HAJIMYIMETO HA TyMOPHU 3a00JIIBaHUS U TaKMBA HA MOJIOBUTE OPraHM, KaKTO M Ha HAPYIICHUS B CHCTEMATa ITOJIOBH
KIIE3U-XUMO(U3a-XUTIOTAIAMYyC, HAaIIpUMep:
3a merexnus Ha (oNHKyIapHaTa (Basa;
3a mpoBepka e(EeKTHBHOCTTA Ha OBYJNATOpPHAaTa HHAYKOHMS (C YNTpa3ByK) W HHBOTO Ha E2 BBB
(donmKynapHaTa TEYHOCT, KOETO JaBa BB3MOXHOCT 3a AETEKIMs Ha HOPMalHAa WM JUC(HYHKIHOHAIHA
OByJaTOpHa WHAYKIMS (CHHAPOMBT Ha mpasHus (OJMKYn Moxe Jna oTpassiBa AUCHYHKIMOHATHA
OBYJIATOPHA WHYKIIHS);
3a IMAarHOCTHKa Ha CHHApPOMa Ha JyTewHu3upaH Hepyntypupan ¢omukyn (LUF) (upe3 usmeppane Ha
HMBaTa Ha 17 GeTa ecTpaano ¥ MPOrecTepoH B IIEPUTOHEaTHATa TEYHOCT);
3a mojnoMarane JUarHoCTHKara Ha TyMOpH Ha I'bpjiaTa (aKTHBHOCTTA Ha obumTe ecrporenu - E1-E2 - u 17
0eTa-XUIPOKCUCTEPOU I IaXUIPOreHas3ara € 3HAUUTEIHO M0-BHCOKA MPH 3JI0KaYECTBEHUTE, OTKOJIKOTO MPU
J0OpOKaYeCTBEHUTE THKAaHU Ha I'bpJara);
[Ipu usmepBane Ha HuBata Ha LH-FSH u E2 e Bp3mMoxHO na ce otkpue cunapomsT Ha lllaiin Koxen
JleBeHTaN (MOMMKUCTOZHU STHIHUIIN);
Jpyru obmacti Ha W3ClefBaHE ca: MPEKAEBPEMEHHO IIOJIOBO Ch3psBaHE, TMHEKOMACTHS W IIEpPHOA Ha

MCEHOIIay3a.



\V. ITPHHIIUIIH HA METO/]A

OnpesieNieHo KOMYECTBO CTEPOM], HATOBApeH ¢ I, ce KOHKypUpa ChC CTEPOHJIA,
KOiTO TpsiBa sja ce u3Mepu B mpobara Wi B KanuOparopa, 3a OIpeleseHo
KOIMYECTBO  aHTHTENa, KOMTO ca MMOOWIM3HpPaHM KbM CTGHAaTa Ha
MOJNMCTUPEHOBAaTa eNpyBeTKa. He ce W3MCKBAT HUTO EKCTPakmus, HHTO
XpomaTtorpadus IIopaJy BUCOKaTa Criel(pUIHOCT Ha nokputute anturena. Cruen 3
yaca MHKyOamus mpH Temmeparypa 37°C KOHKypeHTHAaTa peakmys MPHKIIoYBA C
acrmpanusi. Ciient ToBa enpyBeTkuTe ce n3MuBat ¢ 3 ml pa3TBop 3a M3MHBaHE U ce
aclupupar HaHOBO. IIpaBu ce KanmuOpalMOHHA KpHBAa M CE€  ONpPEACIAT
KOHIIeHTpanuuTe Ha E2 upe3 nHTepHonanys Ha 103aTa OT KaIMOpaliOHHATa KPHBA.

V. H3IOJI3BAHU PEATEHTH

Pearentu KosnyecTso Ilpurorpsine
96 Tecta
EnpyseTku, HokpuTH ¢
U anTu-E2 2x48 TortoB 3a
ynotpeba
| Ag | 125) |CONC | 1 pnaxon Ilpenecere
1ml Konuuecmeeno
TTIPOCJIEJABAILIO 142 kBq €TaHOJIOBHUS
BEIIECTBO: E2 naroBapex pasTBOp B
¢'?] (HPLC) B pastBop Ha Tpeiichpuus 6ydep
€THJIOB AJIKOXOII
| TRACER | BUF | 1 dnaxon TI'oToB 32
Tpeiicbpen 6ydep ¢ Bosckn 53 ml ynotpeba

skenatud v asun (<0,1%)

! (I)JlaKOH Toros 32

0,5ml ynorpeba
Hynes Kanu6parop B
YOBCIIKH CEPYM U a3uI
(<0.5%)
CAL N 6 ¢makona TorToB 3a
Kamubparop - N =1 10 6 0,5ml ynorpeba
(BHX TOYHHTE CTOMHOCTH Ha
erukera Ha (IIAKOHUTE) B
YOBEIIKH CEPYM U asu
(<0.5%)
| WASH ‘ SOLN ‘ CoNe ‘ 1 dnaxon Paspenere 70X ¢
10 ml JIECTHIIMPaHa BOJA
W3muBam paszreop (TRIS- (u3non3Baiite
HCI) MarHuTeH
cenaparop)
DIL | SPE | 1 dpnaxon Foros sa
25ml ynotpeba
Paspenuren  3a  mpobm:
YOBELIKH CEepyM M  a3uf
(<0,1%)
| CONTROL N 2 ¢maxona Hobasere 0.5 ml

nuoQUIM3MpaHK | JECTHIMpPaHa BOJA
Kontponu 1 u 2 B yoBemka
1a3Ma ¢ TUMOT

VI. CPE/JCTBA, KOUTO HE CE OCUT'YPABAT
CrnefiHUTE MaTepHalli ca He0OXOIMMHM, HO HE Ce OCHTYpsBAT B Habopa:

1. [ecrunupana Boja

2. Twunern or: 50 pl u 500 pl (mperopbuBa ce W3MON3BAHETO HA MPELU3HA
MUIETH C HaKpaiHUIM 33 eTHOKpaTHa yrnoTpeda ).

3. 3aBHXpSII CMECHTET

4.  MarHuTeH cenaparop

5. Bopna 6aus mpu 37°C

6. 5 ml aBromariuna cipunioska (tun Cornwall) 3a u3muBane

7.  AcnmparmoHHa cuctema (1o u360p).

8.  Bcskakbes rama 6posid, KOHTO MOXe Ja M3MEpH YIOTPEOCHOTO KOJINYECTBO

15| (Munumanen kananutet ot 70%)

VIl. IIPUTIOTBAHE HA PEAI'EHTA

A. Tpeiicbp: IIpeHeceTe KOIMYECTBEHO pa3TBOpPa Ha ETHJIOB alKOXON B
TpeickpHus Oydep u pazkiarere
B. Konrposu: Pekoncruryupaiire kontposure ¢ 0.5 ml gecrunupana Boja.

B. PaGoren m3mmBamy pa3rBop: [loarorBere amexBaTteH o0eM OT PabOTHHS
M3MUBAIIl Pa3TBOP upe3 N0OaBsHETO Ha 69 obeMa pecTunupaHa Boja KbM 1 obem
oT wm3MmmBamus paztBop (70X). M3monsBaiiTe MarHMTeH cemaparop, 3a Ja
xXoMoreHusupare. 3xBbpiere HEymOTPeOCHOTO KOJIMYECTBO OT pPabOTHHUS
M3MUBAIIl PA3TBOP B Kpasi Ha JCHSL.

VIIl. CbXPAHEHHE H CPOK HA I'O/JHOCT HA PEATEHTHUTE

- Bcuuky KOMIIOHEHTH Ha KMTa ca CTaOWIIHH JI0 aTaTa Ha CpOKa Ha FOJHOCT,
MIOCOYCH Ha ONaKOBKAaTa, IIPH TeMmIieparypa Ha cbxpanenue ot 2 °C o 8°C
Hpe/IM OTBapsIHE HIIM PEKOHCTUTYUPAHE.

- Crexi peKOHCTUTYHpaHE, KOHTPOJIUTE Ca CTAOWIHM 3a CPOK OT / JHHU IIpH
Temneparypu 2-8°C. 3a MmO-ABITM CPOKOBE HA CHXPAHCHHE, C€ OIpeIems
KpaTHO M ce CbXpaHsBa npu temneparypa -20 °C 3a MakcumyMm 3 Mecela.
H36sirBaiiTe moce By IUKIM HA 3aMpa3siBaHe-pa3MpassiBaHe.

- Ipsicho mnpurorBenus PabGoTen wu3MuBami pastBop TpsbBa Jga Obue
W3MOJI3BaH CHINUS ICH.

- Cnen paspexnane, TpelchpbT € cTabMiIeH O 3THYaHEe CPOKA Ha TOJHOCT,
aKo0 ce CbXpaHsSBa B OpPHIMHANHHSA J00Ope 3aTBOpeH (UIaKOH MpH
temmeparypu 2 1o 8°C.

- Ilpomenu BBB (H3MYECKUs BHA HA pEareHTUTE HAa KHTA HHIULHPAT
HECTaOMIIHOCT MIIH HETOJIHOCT.

IX. CBBUPAHE HA ITPOBUTE H ObPABOTKA

. CepyMbT TpsiOBa J1a ce ChbXpaHsBaT IIpH TeMuepatypu 2-8°C.

. AKO TecTBT He Ce HampaBH B paMKuUTe Ha 24 daca, ce IIpenopbhuBa
ChXpaHsIBaHEeTO B anukBoTH mpu -20°C.

. H36srBaiiTe moceqBaly UKJIN Ha 3aMpa3sBaHe-pa3MpassiBaHe.

. Paspexxmane Ha 1poOM € BHCOKM KOHIIEHTPALMH: IIPEIOCTABEHHST
pa3peauTen ChAbPIKA MAIKO KOJUYECTBO €CTPAIHOI U TPsIOBa /1a Ce TeCTBa,
3a J]a ce OmpeneNu Ta3u KoHUeHTpauus. Tasu croifHocT TpsiOBa na Obie
M3BaJeHa OT KOHIEHTpalusTa Ha OpPOOWTE Mpead yMHOXKABaHE Ha
pesynTaTute o GakTopa Ha pa3pexaaHe.

X. IIPOLEAYPA

A. O0mm Ges1exKKH

He u3non3Baiite KuTa WK KOMIIOHCHTHTE My CJIEJ AaTaTa Ha M3THYaHe CpPOKa Ha
rogHocT. He cMmecBaiiTe MarepmanM OT pasJIM4YHM [apTUIM KutoBe. I[Ipemu
ymotpeba ocTaBeTe BCHUYKU PEAreHTH Ha CTailHa TeMIepaTypa.

BHuMaTtenHO cMecBaliTe BCHUKH PEareHTH C MPOOUTE 4Ype3 HEXHO pakialiaHe
WM BBPTENUBO pa3MecBaHe. 3a Ja WM30erHeTe KPHCTOCaHAa KOHTAMHHALIWS,
M3MOJI3BANTE YHCT MHUIETEH HAKPailHUK 33 eHOKpaTHa ynoTpeda 3a 106aBsHeTo
Ha BCEKH peareHT KbM ChOTBETHATa 1poba.

Bucoko mperm3upaHuTe MUIETH WIX aBTOMATHYHHATE MHUIETH OHMXa MOJ00pHITH
ToyHOCTTa. CHOOpa3sBaiiTe ce ¢ BpeMeTO 3a HHKYOaIsl.

IMoaroTsere KamMOPAIMOHHA KPHBA 32 BCSIKO M3MEpPBaHe U HE U3ION3BANTE TaHHU
OT NIPEAVIIHA H3MEPBaHHU.

B. IIpoueaypa

1. Osnauere 1Be 1O [BE IIOKPUTHTE ENpPYBETKM 3a BCEKH KalHOpaTop,
KOHTpoJIa 1 ipo0a. 3a onpesensHe Ha oOuus Opoi uMIyJicH, 00o3HayeTe 2
HOPMAJTHH €HPYBETKH.

2.  PaskiaTere 3a KpaTKO BpeMe KaluOpaTopuTe, KOHTPOIUTE W MPOOUTEe U
pasmpenenete mo 50 Pl 0T BCSIKO B CHOTBETHHUTE €IPYBETKH.

3. Pasmpezmenere 500 pl E2, natosapen ¢ %Hon BBB Beska enpyBeTka,
BKJTFOYHTEITHO B HEMOKPHTHTE SPYBETKHU 32 OOIIOTO MpebposiBaHe.

4. PaskiateTe HEXXHO C pbKa KOHTEHHepa C €NpyBETKHTE, 3a Ja ocBoOOIHTE
BCSIKO OCTAaHAJIO BB3YIIHO MEXypye.

5. HMukyOwupaiire 3a 3 uaca npu Temneparypa 37°C BbB BogHa OaHs.

6.  Acnupupaiite (Wi mpereiiTe) ChIBPKAHUETO Ha BCSKA EIPyBETKa (OCBEH
eNpyBETKHUTE 3a OMNpeselisiHe Ha oOmus Opoi mmmylich). YBepere ce, e
IUIACTMACOBHAT Kpail Ha acmupaTtopa JOCTHTa ABHOTO Ha IOKpHUTaTa
€TpyBETKa, 3a 1a MOXKeE 71a OTCTPAHH IIsJ1aTa TeYHOCT.

7.  Wswmwiire enpysetkute ¢ 3 Ml PaGoren Pa3tBop 3a m3muBane (C M3KITIOUCHHE
Ha 06uwst 6poii) 1 actpupaiite (WiH npeseiite). V36sreaiite pasneHBaHe 1o
BpeMme Ha Jo0aBsiHeTo Ha PaboTHus Pa3TBOp 3a n3MuBaHe.

8.  OcraBere empyBEeTKUTE B H3MPABEHO TIIONOXKECHHWE 3a JBE MUHYTH W
aCIIMPHUpAiTe OCTAaHATNTE KallKKU TEYHOCT.

9.  OruereTe enpyBeTKHTE B rama 6posty 3a 60 cekyHau.

X1. H3YHCIABAHE HA PE3YIITATHTE

1. M3uucnere CPEAHOTO APUTMETUYHO Ha PE3YJITATUTE, ITIOJIyUYEHU OT ABE IO
JBC CIPYBECTKUTE.



2.  H3umcrnere cBbp3BallaTa PaJHOaKTUBHOCT KAaTO IMPOLEHT OT CBBP3BAHETO,
omperieneH INpH HyneBaTa KamuOpanuonHa Touka (0) cmopen ciexHata

¢opmyma:

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

3. H3nomsBaiiku 3 nuKiInyHa ceMu-noraputmMudsa min logit-log rpaduuana
xaptus, HaHecete (B/B0(%)) cToliHOCTHTE 3a BCsKa KaTHOPAIMOHHA TOUKa
kato $yHkuus Ha E2 KoHIeHTpauusITa Ha Besika KamuOpalMOHHA TOYKa.
OTXBBpIIETE OYECBUAHNTE OTKIOHCHHSL..

4.  KOMMIOTBPHO aCHCTHPaHH METOIHU CBHIIO MOTaT Aa ObAAaT M3MOJIBAHM, 32 1a
ce NOCTPOH KanuOpaloHHAaTa KpHBa. AKO Ce U3I0JI3Ba aBTOMATHYEH METOJ
Ha 00paboTKa Ha pe3yJTaTHTe, Ce MPEernopbyBa MOAX0IsINa 4-apaMeTpoBa
JIOTHCTHYHA KPUBA.

5. Upes unrepnonanus Ha (B/BO (%)) croiiHocTute 0T mpobarta ce onpeenst
E2 xoHneHTpanuuTe Ha TPOOHUTE OT KATHOPAIIMOHHATA KPHBA.

6. IlpomeHTHT Ha OOIIOTO MPOCIEAABAIIO BENIECTBO, CBHP3AHO IIPH JIUIICA HA
HenaroBaped E2 (BO/T), TpsiOBa Jia ce IpoBepu 3a BCAKO M3CIIE/BAHE.

XW. XAPAKTEPHH JIAHHH

JlaHHHTE, M3JI0KEHH M0-10JTy Ca CaMo 3a MIIFOCTPALMS M HUKOra He OuBa Ja ce
M3M0JI3BAT BMECTO HCTHHCKATa KATMOPALMOHHA KPUBA.

D. Tounoct
TECT C PABPEXJIAHE
Pa3zpexnane TeopeTuyHa H3mepenara Bb3cTraHoBen
KOHUEHTpanus KOHLEHTPaust (%)
(pg/ml) (pg/ml)
11 1400,3 1387,3 100
1/2 700,2 659,0 96
1/4 350,1 358,0 106
1/8 1751 158,0 98
1/16 87,5 64,9 89
1/32 43,8 29,3 97
1/64 21,9 11,9 114

IIpobata e pazpeneHa ¢ mpefOCTaBeHUs pa3penuTel. EHIOreHHUAT ecTpaanon B
paspeautens e 13 pg/ml u Ta3u cTOWHOCT ce MpUcHaga OT KOHLEHTpAalusITa Ha
npodara, Hpesiu a ce MPHIIOXKH (aKTOPBT Ha pa3pexkaaHe.

H3MepeHnTe ¥ TEOPETHIHH KOHIIEHTPAINH Ca B ChOTBETCTBHE:
Y (u3mepena) = 0,99X (teoperuuna) — 0; R? = 0,999

E2-RIA-CT cpm B/Bo (%)
06w 6poit KanmGparop 69089
Kasnmub6parop 0 pg/ml 29372 100,0
9 pg/ml 25237 85,9
27 pg/ml 21374 72,7
92 pg/ml 15669 53,4
430 pg/ml 8527 29,0
2200 pg/ml 2607 8,9
3900 pg/ml 1676 57

BB3CTAHOBUTEJIEH TECT
IIpo6a nobasen E2 Teopernuna H3smepenaTa Bn3cranose
(pg/ml) E2 E2 H
(pg/ml) (pg/ml) (%)

1 0 12,8 12,8 NA
4,5 17,3 18,3 106

13,5 26,3 22,3 85

46,0 58,8 54,4 93

215 2278 207 91

1100 1112,8 1104 99

1950 1962,8 2259 115

XU U3ITB/THEHHE H O PAHUYEHHUA

A. OnpenesieH JIMMHT

NIBaJIeCET U BTOpPA HYJIEBH KaanOpaTopa ca OMIH H3MHUTAHH 3a€IHO C KOMILIEKT OT
npyrn  kaymmOpartopu. OmnpemenieHWs JHMHT, JAeQUHHpaH Karto sIBHarTa
KOHIICHTPAIWS HA [IBE CTAHAAPTHH OTKJIOHEHWsI HAJ CpeIHHUsI OOl mpH HyIEeBO
cBbp3Bane, e oun 2,7 pg/ml.

B. Cnienuguunocr
IIpoueHTT Ha KpbCTOCAaHA pEaKIHs, MPELEHEH
KOHILEeHTpaluaTa npu 50% MoTHCKaHe, € CbOTBETHO!

4pe3 CpaBHSBaHE C

HSMCpeHl/ITC 1 TCOPETUYHU KOHLECHTPALIMU Ca B CbOTBETCTBUE!

- Tpo6a 1: Y (u3mepena) = 1,11X (teoperuuna) + 0 ; R? = 0,999

KOHBCDCI/IOHGH d)aKTOD:

Ot ng/ml go nmol/L :
Ot nmol/L o ng/ml :

x 3,68
x 0,272

KonuentparuuTe Ha kaaubpatopute ca omnpeneneHu nocpeacrsom |ID-GC/MS
pedepenTen MeTox.

1. 3akbcHeHHe

Kakto e mokazano TI0-10JTy, PE3YITATUTE OT M3NMHUTBAHCTO OCTAaBAaT TOYHU AOPU
Koraro npoGaTa € pasnpenciicHa 40 MHUHYTH CJI€] KaTo KanMGpaTopm e 6mr
Z[OGaBeH KBbM IIOKpHUTaTa €IpyBETKA.

3aKkbCcHeHUe
Cepym 0 10 20" 30 40
(pg/ml)
C1 63 58 79 69 75
C2 217 229 274 235 237

XIV. BBTPEIIIEH KAYECTBEH KOHTPO.JI

CoeguHenne KpbcTocana peakTHBHOCT
(%)
Ecrtpon 1,0
Ecrpnon 0,6
Etununectpaanon 0,2
MPOreCTepOH <0,0002
TECTOCTEPOH <0,001
AHPOCTEHIHOH <0,001
DHEA-cyndar <0,0002
Ectpaauon-17- rioKypoHu <0,2
Kopruzon <0,001
Exyniin <0,1
Ecrpaauon -17-anepar <0,1
Hoprectpen <0,0004
AHIPOCTEHINON 0,001
T'. IIpenusHoct
110 BPEME HA U3IIMTBAHETO MEXY U3IMMTBAHETO
CepyM N <X>+SD cv CepyM N <X>+SD CVv
(pg/ml) (%) (pg/ml) (%)
A 20 80+6,4 8,0 A 23 79+11 13,9
B 20 14179 5,6 B 23 249+ 26 10,4
C 20 249+ 117 4,7

SD : CranpaptHo otkioHeHue; CV: KoedunueHt na Bapuarms

- Ako pesynrarute, nonydenn 3a Konrtpona 1 w/mmm Konrtpona 2 He ca B
paMKHTe Ha HMBOTO, YKa3aHO Ha €THKeTa Ha (hIaKOHa, TO pe3yITaTHTE He
MoraT Ja ObJaT M3MON3BaHH, OCBEH aKO HE €€ MPEJOCTABU 33J10BOJIHTEIHO
00sICHEHHE Ha TOBA HECHOTBETCTBHE.

- Io xenanue, BCsKa JaOOPATOPHS MOXKE J1a CU HAIPaBH COOCTBEH KOMILIEKT
OT KOHTPOJIHU HPOOH, KOUTO TPsAOBa [1a ce ChbXPaHsABAT 3aMPa3eHH B KPaTHU
CBOTHOIICHUS.

- Kputepuute 3a mnpuemaHe Ha pasiMKaTa OT ABOWHHTE pPe3ylTaTH Ha
npobute TpsOBa na ce onupar Ha JJoOpara JlabopatopHa [IpakTuka.



XV. PE®EPEHTHH HHTEPBAIH

CroiiHOCTHTE, II0KA3aHU [O-A0Y, Ca MPEIOCTABEHH CaMO 3a HAIIBTCTBHE, BCSAKA
nabopatopuss TpsiOBa [a YCTaHOBM CBOM COOCTBEH HOpMaleH OOXBaT Ha
CTOHHOCTH.

HHTepBan Ha
KOHIEHTpPaIUsATa Cpenna Bpoii
(2,5 no 97,5%) KOHUCHTPAMMS | 6 orern
(pg/ml) (pg/ml)
Hopmaianu Mbike 8 - 66 27 36
HopmaJjinu keHu
. ®omukynapHa daza )
(e —10 10 -3) 35-147 69 49
. IpenoBynaropex )
neprox (net -1 & 0) 70 - 490 135 13
. Jlyreasnna daza _
(ien 3 10 10) 43-217 105 35
. Crnen meHomay3a 19-49 31 39

XVI. IIPEJITA3HH MEPKH U ITPE/IYIIPEK/ITEHHA

BesonacHoct

Camo 3a in Vitro guarsHocTuka.

Tosu Habop chabpika 21 (momysxusot: 60 auM), emutupan Houusupamu X (28
keV) u y (35,5 keV) nbuenust.

To3u panuoakTHBEH IPOAYKT MOXE Ja ce IpeHacss M Ja ce M3I0J3Ba CaMO OT
OTOPU3HMpPAHU JIHIA; IIOKYIKaTa, ChbXpPaHEHHWETO, yrnoTpebaTa M pasMsHATa Ha
pagMOaKTUBHHU HPOMYKTH ca IPeIMET Ha 3aKOHOAATENICTBOTO Ha IbpkaBaTa, Ha
kpaitaust notpeduren. To3n mpoxykT He OMBa B HHKAaKbB CIIyYail Ja ce Ipuiara
Ha XOpa WX KUBOTHH.

BopaBenero ¢ paguakTUBHUA NIPOIYKT TPsIOBa Ja ce M3BBPIIBA B ONpe/eNeHa 3a
LenTa TepUTOPHs, Jajled OT peryJIsspHH 30HHU Ha IIpeMuHaBaHe. B mabGoparopusta
TpsiOBa 1Ja ce TOJNbpXKa [HEBHUK 3a IIOJMyYaBaHETO ¥ CBHXPaHCHHETO Ha
paguoaKTUBHU MaTrepuand. JlabopaTopHaTa E€KUNUPOBKA U CTBKJIApHs, KOUTO
MoraT J1a ObaT KOHTAMHHHPAHHU C PaIHOAKTHBHY CyOCTAaHINH, TpsIOBa 1a ObIaT
OTHENEHH C Iel Ja ce H30erHe KpBCTOCaHAa KOHTAMUHAIWS C Pa3iIndHH
PagUOU30TOIIH.

BesikakBi  paJMoOakTHBHM IIPBCKH TpsOBa Ja ce IOYMCTBAT He3a0aBHO B
CHOTBETCTBHE C IIPOLENYPHUTE 3a paJHallioOHHa 0e30macHOCT. PanmoakTuBHHTE
OTHaAbLU TpsOBa Ja ce U3XBBPIAT, CIeABAMKH MECTHHTEe Hapeabu H
PBKOBOJCTBA HA BJIACTHTE, YNPAXKHSBSIIM IOPUCANKINATA, HAJ J1a0OpaTOPHHUTE.
IIpunbpxkaHeTo KbM OCHOBHHTE IIpaBWila 3a paJuIiOHHa 0e30macHOCT
OCHTypsIBaT a/IeKBaTHA 3alIUTA.

YoBemkuTe KPEBHA KOMIIOHSHTH, BKJIIOUEHH B KWTa, ca OWJIM TECTYBaHH Upe3
onobpern ot Esponeiickn w/mmn FDA (AMepukaHcka areHIHs 10 XpaHHTE U
JIeKapcTBaTa) METOJM M Ca Jlainu oTpuiaresneH pesynrar 3a HbsAg, antu-HCV,
antu-HIV-1 n 2. Hama u3BecTeH MeTox, KOIMTO 1a 1aBa ITbJIHA TapaHIus 3a TOBa,
4ye 4YOBEIUKMTE KPBBHU JepuBatid He mnpeHacat xenmatut, CIIMH wmm npyru
undexnun. ETo 3amo, 6opaBeHeTo ChC peareHTUTe, CEpYMHHUTE WU IIa3MEHHTE
npoOu TpsiOBa 1a Ob/Ie B CHOTBETCBHE C MECTHHTE NPOLEIYPH 110 O301acHOCT.
Beuuky KUBOTHHCKH TNPOIXYKTH M AEPUBATH ca OWIM CHOMPaHH OT 3ApaBH
JKHBOTHHU. BOJICKHTE KOMIIOHEHTH ca ¢ MPOM3X0J OT CTpaHu, kpaeto BSE (Boicka
cepyMHa eHuedanonatusi) He e Omila ycraHoBsiBaHa. HeszaBHCHMO OT TOBa,
KOMIIOHEHTHTE, ChIbPIKAIIH )KUBOTHHCKH CyOCTaHIMH TpsiOBa Ja ce TPETHpaT
KaTO MOTEHIHATHO HHPEKIIHO3HH.

W30srBaiite KakbBTO M Ja OWIO KOXEH KOHTAKT C PEareHTUTE (ChIbpIKAT
HaTPUEB a3MJ KaTO KOHCEPBAHT). A3HIBT B TO3M KHT MOXE J]a pearupa ¢ 0JIOBOTO
¥ MeJTa BbB BOJOIPOBOAHHUTE MHCTANAIMU KAaTO MO TO3H HAYMH CE HOJIy4aBaT
CHJIHO €KCIUTO3MBHU MeTanHH asund. [lo BpemMe Ha M3MMBHUS eTarl, IPOMHHTE
CHC CHJIHA W OOMIJIHA CTPYsI BoJa KaHAIN3ALMATA, 32 J1a M30erHeTe (popMUPAHETO
Ha a3UIH.

He nymere, He mmiite, He sDKTe W He CH CllaraiiTe KO3MeTHKa B paboTHaTa
teputopus. He munetnpaiite ¢ ycra. M3non3Baiite 3aluTHO 00JIEKIO U PHKABUIIU
3a eIHOKpaTHa ynoTpeoa.

XVII.
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XVII.  OBOBLIEHHE HA IIPOTOKOJIA
OBIIA MPOBA (M)
AkTHBHOCT | KAJIMBPATOPH KOHTPOJIN
ul
ul ul
Kanm6paropu (0-6) - 50 -
[1po6u, KoHTpOIN - - 50
Tpeiicep 500 500 500
Wuky6arms 3 uaca npu Temneparypa 37°C BbB BojHa OaHs
Cenapanus - acrnupupaite
HW3muBall pa3rBop - 3,0ml
Cenapauml - acnnpnpaﬁ're BHUMATEIHO
Bpoene Ortyerere enpyBeTkuTe 3a 60 ceKyHau
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